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QUANTIFICA@AO DE INULINA EM DIFERENTES ESTADIOS DE
DESENVOLVIMENTO DE CREM (Tropaeolum pentaphyllum ) CULTIVADOS
EM CAMPO E MICROPROPAGADOS

Carolina dos Santos Binda

Julho/2013

Orientadores: Geciane Toniazzo

Rogério Luis Cansian

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de inulina na parte aérea de plantas
de Crem (Tropaeolum pentaphyllum). Os experimentos foram conduzidos em trés
estadios de desenvolvimento do crem, antes, durante e apos a floragdo da planta em
campo experimental, utilizando a parte aérea e os tubérculos. Para comparacdo de
resultados, foi utilizado ainda, material cultivado in vitro de Crem. Com a parte aérea foi
determinada a curva de secagem. As extracOes foram realizadas através do método de
infusdo em &gua quente (80 = 2<C), com trés tempos para a extracdo (1, 2 e 4 horas).
Para a identificagdo e quantificacdo da inulina foi utilizado cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), com detector de indice de refracdo, utilizando como fase madvel
acetonitrila e agua (70:30%, respectivamente) e coluna NH,. Para a analise dos
resultados foi realizada uma curva padrao através da injecdo de inulina comercial (Orafti)
nas concentracbes de: 2; 4; 6; 8 e 10% nas mesmas condi¢cdes instrumentais. Os
resultados obtidos mostram a presenca de inulina na parte aérea de plantas de Crem,
sendo o maior teor quantificado de 15,03 mg/g com tempo de extracdo de 2 horas. Em
tubérculos de Crem o maior teor de inulina obtido foi de 70,92 mg/g também com 2 horas
de extracdo, durante a floracdo. No material in vitro de Crem o maior teor de inulina
encontrado foi de 11,4 mg/g, no tempo de 4 horas de extracdo, sendo este valor,
estatisticamente igual ao encontrado no periodo de 2 horas de extracdo. Os teores de
inulina encontrados nos tubérculos sdo aproximadamente 5 e 7 vezes superiores aos

encontrados na parte aérea e no material cultivado in vitro, respectivamente.
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VERIFICATION AND QUANTIFICATION OF INULINE ON THE A ERIAL
PARTS OF CREM PLANTS (Tropaeolum pentaphyllum )
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The aim of this work was to investigate the presence of inulin at the aerial part of “Crem”
plants(Tropaeolum pentaphyllum). The experiments was conducted on three stages of
development of Crem, before, during and after flourish of the plant in experimental field,
using the aerial part and the tubercles. To comparison of the results, was still used, in vitro
cultivated material of Crem. With the aerial part was determined the curve of dry. The
extractions were realized throughout the infusion methodology of hot water (80 + 2<C),
with three times to extraction (1,2 and 4 hours). To identification and quantification of
inulin was used high performance liquid chromatography (HPLC), with detector of
refraction index, using as moble faze acetonitrile and water (70:30%, respectively) and
NH, column. To analyze the outcome was realized a pattern curve using the injection of
commercial inulin (Orafti) on the concentrations of: 2; 4; 6; 8 e 10% on the same
instrumentals conditions. The outcomes obtained show the presence of inulin on the aerial
part of Crem’s plants, having the highest teor quantificated of 15,3 mg/g with the time of
extraction of 2 hours. In tubercles of Crem the highest teor of inulin obtained was of 70,92
mg/g, also with 2 hours of extraction, during the flourishing. At the material Crem in vitro
material, the highest teor of inulin found was of 11,4 mg/g, on the time of 4 hours of
extraction, being this value, statiscally equal to the obtained on the period of 2 hours of
extraction. The teors of inulin found at the tubercles are approximately 5 and 7 times
above the one’s found on the aerial part and on the cultivated in vitro material,

respectively.
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1. INTRODUCAO

A inulina é um carboidrato (frutooligosacarideo) de reserva que pode ser
encontrado em mais de 30 mil vegetais. Inulina e oligofrutoses sdo polimeros de
frutose que apresentam propriedades funcionais de grande importancia para a
industria de alimentos; tanto a inulina como as oligofrutoses vem sendo utilizadas
para enriquecer com fibras produtos alimentares. Diferentemente de outras fibras,
estas ndo tém sabores adicionais, podendo enriquecer os alimentos sem alterar a
viscosidade, aparéncia e sabor das formulacées (HAULY; MOSCATTO, 2002).

As propriedades nutricionais da inulina e oligofrutoses sao similares,
porém, a inulina € mais indicada quando se pretende obter produtos com menos
teor de gordura (como sorvetes, bolos e sopas), enquanto que oligofrutoses sao
adequadas para iogurtes de baixa caloria e para mascarar o sabor residual de
adocantes de alta intensidade utilizados nas preparacdes alimentares. Estudos
tém indicado que a inulina e oligofrutoses apresentam caracteristicas de
prebidtico por ndo serem digeriveis, mas sdo seletivamente utilizadas pelas
bifidobactérias, melhorando assim a microbiota intestinal (OLIVEIRA et al., 2004,
HAULY; MOSCATTO, 2002).

A aplicagdo da inulina nas industrias de alimentos e farmacéuticas esta
associada a possibilidade de substituicAo do acucar e da gordura, com baixa
contribuicdo caldrica, e na formulacdo de medicamentos e alimentos funcionais,
atuando no organismo de maneira similar as fibras dietéticas (TONELI et al.,
2008), pois nos dias de hoje, os consumidores estdo mais conscientes da relacéo
que existe entre alimentacédo e saude, de modo que a inddstria de alimentos tem
procurado oferecer produtos que apresentem beneficios multiplos, associados ao
sabor e a aparéncia (HAULY; MOSCATTO, 2002).

No Rio Grande do Sul muitas plantas possuem potencial alimenticio,
embora sejam classificadas como “plantas invasoras” ou “rudeiras” (ROSSI et al.,
2011), também denominadas como “daninhas” ou “ in¢cos”, pois permeiam entre

as plantas cultivadas, no entanto, sdo espécies com grande importancia ecoldgica



e econbmica. Muitas destas espécies, por exemplo, sdo alimenticias mesmo que

em desuso, atualmente, pela maior parte da populacédo (KINUPP, 2007).

O uso e a valorizacédo das hortalicas ndo convencionais (HNC) sdo ainda
menores quando comparados as frutas ndo convencionais, que tem o apelo da
cor, docura e suculéncia. Ainda assim, algumas espécies de HNC fazem parte da
culinaria regional (KINUPP, 2007).

O Crem (Tropaeolum pentaphyllum), considerada uma hortalica nao
convencional (HNC), possui tubérculos comestiveis, mesmo crus, tendo funcéo
antiescorbutica. Na realidade, € praticamente impossivel consumir os tubérculos
crus (exceto em pocbes minimas), devido a altissima pungéncia. O consumo
usual no RS e no Planalto catarinense é na forma de conservas, ou seja, 0S
tubérculos séo ralados e curtidos em vinagre tinto colonial. Estas conservas sao
comercializadas e também sdo muito consumidas como condimento em sopas e
carnes especialmente nas regides serranas do RS e SC (KINUPP, 2007). Esta
espécie foi selecionada e fornecida para um estudo de conclusdo de curso no
ICTA/UFRGS, visando quantificar o teor inulina existente nos seus tubérculos. O
teor de inulina detectado (2,92 g/L) foi significativo (MAGALHAES, 2006 apud

KINUPP, 2007).

Segundo Mors, 2000 (apud KINUPP, 2007), os tubérculos de Crem séo
considerados antiescorbuticos e depurativos, tendo também a indicacdo popular
de uso para a reducgéo e controle do colesterol, o que faz a demanda pelo produto

aumentar.

Devido a estas caracteristicas, e também a inexisténcia de estudos e/ou
trabalhos nesta area especificamente com o Crem, este estudo visa quantificar a
inulina presente na parte aérea de plantas de Crem (Tropaeolum pentaphyllum),
em diferentes estdgios de desenvolvimento, cultivados em campo e
micropropagados, e também avaliar a curva de secagem oriunda da parte aérea

do Crem.



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Quantificar a Inulina na parte aérea de plantas de Crem (Tropaeolum
pentaphyllum) em diferentes estadios de desenvolvimento cultivados em campo e

micropropagados.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a curva de secagem oriunda da parte aérea do Crem (Tropaeolum
pentaphyllum) para determinar o tempo de secagem ideal, em estufa de
circulacao de ar a 55C,;

- Verificar a presenca de inulina na parte aérea de plantas de Crem

(Tropaeolum pentaphyllum) cultivadas in vitro;

- Comparar o teor de inulina do crem cultivado in vitro com o encontrado

em partes aéreas e em tubérculos de plantas de crem cultivado a campo;

- Comparar o teor de inulina da parte aérea e de tubérculos, em diferentes

estagios de desenvolvimento do crem (antes durante e apos o florescimento).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tropaeolum pentaphytllum

A familia Tropaeolaceae, a qual pertence a espécie Tropaeolum
pentaphyllum (Crem), € pertencente a ordem Geraniales, a qual é formada por
cinco familias e cerca de 2600 espécies (CRONQUIST, 1988), sendo que a maior
parte destas espécies pertencem ao género Tropaeolum, enquanto os outros dois
géneros sdo monotipicos. A posicao taxondmica foi baseada principalmente em
semelhancas superficiais na morfologia floral e vegetativa, especialmente na
homologia suposta entre os esporos de Tropaeolum e Pelargonium (DECRAENE;
SMETS, 2001).

Esta familia apresenta plantas que se caracterizam por serem ervas ou
lianas herbaceas, frequentemente suculentas; folhas alternas, simples,
frequentemente palmilobadas ou palmissectas, estipulas geralmente presentes,
margem inteira ou serreada, frequentemente peltadas. Inflorescéncia geralmente
reduzida a uma unica flor, axilar; flores vistosas, bissexuadas, zigomorfas,
diclamideas, calice pentamero, com as trés sépalas inferiores unidas, formando
uma espora, com tecido nectarifico em seu interior, perfloracdo imbricada,
estames 8, anteras rimosas; ovario supero, trilocular, placentacdo axial ou
péndula, laculos uniovulados, estilete Unico. Fruto esquizocéarpico, seco ou
carnoso (SOUZA; LORENZI, 2008).

A familia Tropaeolaceae possui distribuicAo neotropical, ocorrendo
principalmente em areas de maior altitude, incluindo dois géneros, Mallagana e
Tropaeolum e aproximadamente 100 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008).

No Brasil ocorrem quatro espécies deste género: Tropaeolum
pentaphylulm, T. peregrinum, T. sanctae-catharinae e T. warmingianum, restritas
aos estados do Sul e Sudeste, ocorrendo especialmente em bordas de mata em
areas de maior altitude (SOUZA; LORENZI, 2008).

Em estudos sobre o DNA ribossomal de Tropaeolum, Anderssom e
Anderssom, (2000; apud RIX, 2010), indicaram que Tropaeolum pentaphyllum



deve ser incluido no grupo das Chilensias, sendo mais intimamente relacionada
com T. speciosum. Mais tarde, Hershkovitz et al. (2006 apud RIX, 2010) sugeriu
gue estas duas espécies, e mais T. patagonicun Speg., sdo ancestrais de todas
as espécies chilenas. Eles postularam que T. pentaphyllum e T. speciosum s&o
reliquias de um misto de vegeta¢cBes de clima temperado, que cobria a América
do Sul, antes do surgimento da Cordilheira dos Andes no Piloceno e secagem das
areas de deserto.

As duas subespécies de T. ciliatum, formam a ligagdo entre as espécies da
floresta Valdiviana T. speciosum e as espécies mais xerdfitas, que se dividem em
dois grupos, o deserto e as costeiras de flor pequena, tais espécies como T.
brachyceras e T. azureum e as da montanha T. polyphyllum, T. incisum e T.
leptophyllum (RIX, 2010).

Tropaeolum pentaphyllum foi descrita pela primeira vez e ilustrada por
Monet de La Marck na Encyclopédie méthodique, Botanique em Paris em 1785
(Figura 1), a partir de amostras coletadas perto de Buenos Aires e Montevidéu por
Philibert Commergon (1727 — 1773), que era um cientista e meédico na
circunavegacao em Bouganville em 1766 — 17609.

Figura 1 — Imagem da parte aérea de Tropaeolum pentaphyllum



Sparre e Andersson (1991; apud RIX, 2010), reconheceram trés
subespécies de Tropaeolum pentaphyllum: subesp. pentaphyllum, subesp.
megapetaloides Sparre e subesp. megapetalum (Buch.) Sparre. Na subespécie
pentaphyllum, o par superior de pétalas sdo vermelhas brilhantes e mais curtas
que o calice, porém, as outras duas subespécies apresentam as pétalas
superiores ampliadas, maiores que o calice; na subespécie megapetaloides as
pétalas superiores sdo 9 — 13 mm de comprimento, e as sépalas sdo agudas, com
poucos pontos, enquanto na subespécie megapetalum as pétalas superiores sdo
15 mm de comprimento, 6 — 8 mm de didmetro, as sépalas sdo mais
arredondadas e ambas as sépalas e pétalas sdo geralmente manchadas
densamente (RIX, 2010).

As subespécies diferem também nas suas distribuicdes: subespécie
pentaphyllum sdo comuns nos redores de Buenos Aires e ao longo das margens
do Rio da Prata na Argentina e no Uruguai, assim como ocorre em alguns lugares
ao longo da costa norte e do interior da bacia do Rio Parand. A subespécie
megapetaloide é encontrada perto da costa do sul do Brasil em até 800 m,
engquanto a subespécie megapetalum é encontrada na Bolivia em Cochabamba,
Santa Cruz, Chuquisaca, Potosi e Tarija, em torno de 2100 — 2500 m (SPARRE;

ANDERSSON, 1991 apud RIX, 2010).

O habitat usual das trés subespécies é entre os campos cultivados, em
cercas vivas, sobre arbustos ou nas bordas de pequenas madeiras. Este é
também o ambiente tipico de alguns passaros dispersadores que se alimentam
dos frutos antes de voarem para um novo habitat, assim dispersando
naturalmente as sementes. Os carpelos maduros das trés subespécies, tem um
revestimento azul suculento, semelhante a encontrada em Tropaeolum
speciosum. A maioria dos registros da subespécie megapetalum mencionam que

esta tem preferéncia por locais proximo a riachos ou terras irrigadas (RIX, 2010).

3.2. Cultivo — Tropaeolum pentaphyllum

A subespécie pentaphylum é relativamente facil de ser cultivada na Europa,

os brotos emergem no final da primavera, crescimento e floragdo durante o verdo



ou no final da primavera na regidao do Mediterraneo. Necessitam amplamente de
agua enquanto a planta estd em crescimento, e pode ser mantido bastante seco
durante o inverno. Esta subespécie sobrevive ao ar livre na maior parte da Gra-
Bretanha, desde que os tubérculos sejam mantidos sem congelar; para garantir
iIsso, elas podem ser plantadas sob rochas ou em uma laje de pavimentacao,
desde que os brotos possam surgir na primavera (RIX, 2010).

A subespécie megapetalum foi cultivada por varios anos até 2008 por Harry
Hay em Reigate (Inglaterra), onde formou-se um grande tubérculo com hastes de
20 metros de comprimento, em um tunel de polietileno, porém néo teve uma livre

floracdo ou uma livre semeadura como na subespécie pentaphyllum (RIX, 2010).

No Brasil, foi registrado a presenca nos trés estados do Sul (PR, SC e RS)
e também para o estado de Sdo Paulo apesar de ndo citada na recente flora
estadual (KINUPP et al., 2011).

Segundo Sparre (1972 apud KINUPP et al., 2011), a subespécie
megapetalum ocorre no Rio de Janeiro onde foi coletada em Itatiaia. Este mesmo
autor cita que esta subespécie é mais setentrional em relacdo a subspécie
pentaphyllum ocorrendo até no sudeste boliviano e no Brasil. Recentemente com
a descricio de wuma nova subespécie (T. pentaphyllum subspécie
megapetaloides) coletada no estado do Rio de Janeiro, a distribuicdo setentrional
da espécie foi corroborada. No entanto, € mais abundante nos estados da Regido

Sul. Sobretudo em regides de maiores altitudes (KINUPP et al., 2011).

A floragdo ocorre principalmente em setembro — dezembro na natureza,

junho — agosto em cultivo na Europa (RIX, 2010).

Héa registros de florescimento de junho a dezembro, com auge entre
outubro e novembro. A frutificacdo ocorre logo apés o florescimento, se as flores
forem adequadamente polinizadas. Na natureza a emissdao dos brotos, a partir
dos tubérculos existentes no solo, inicia-se em abril. Sendo assim, abril e maio
sdo 0s meses recomendaveis para o inicio do plantio. O ciclo da planta é rapido,
estando completo em menos de um ano (nove a dez meses em geral). As partes
aéreas de tubérculos plantados em maio comecam a senescer no final de
novembro e dezembro (KINUPP et al., 2011).



Segundo Fabbri e Valla, 1998 (apud KINUPP et al., 2011), afirmam que na
latitude de Buenos Aires (Argentina), os tubérculos comecam a brotar em
fevereiro e no fim de novembro, apds a frutificacdo, toda a parte aérea morre.
Dados etnobotéanicos de cultivadores domeésticos de Nova Prata/RS afirmam que
0s tubérculos estdo no ponto ideal de colheita apos dois ciclos completos, porém
ap6s um ciclo de junho a abril os tubérculos atingem dimensdes e massa
suficientes para consumo e comercializacdo, pois 0os consumidores preferem
tubérculos menores (KINUPP et al., 2011).

3.3. Descrigao — Tropaeolum pentaphyllum:

E uma trepadeira herbacea que se fixa ao suporte pela tor¢éo dos peciolos;
parte aérea anual, e tubérculos subterrdneos rebrotando (perenes) na estacao
seguinte apresenta ramos finos e frageis, com coloracéo verde-arroxeada quando
jovens, sendo o0s brotos jovens recém-emergidos do solo totalmente roxos
(KINUPP et al., 2011).

Tubérculo com rizoma grande. Hastes delgadas, glabras, que atinge 6 m
ou mais de altura. Peciolos delgados com 3 cm, sinuosos, redondos, enrolando-
se em qualquer apoio. Estipulas ausentes. Folhas peltadas e fina textura, 2,5 -5
cm de largura, divididas na base em cinco desiguais, lineares, lobos em geral
lanceoladas, aguda ou obtusa, maior lobo a 34 x 4 mm, mas geralmente 25 x 11
mm, peciblulos 1 — 3 mm. Flores 25 — 35 mm de comprimento, zigomorficas
solitarias sem bréacteas, rosa, vermelho e verde, nas axilas das folhas na parte
superior do tronco. Pedicelos vermelhos, curvos, 8 — 10 cm de comprimento,
excedendo as folhas. Caélice lobado triangular agudo, os l6bulos com 7-10 x 4-5
mm, verde com maculas avermelhadas ou amarronzadas, geralmente riscado e
manchado de vermelho no interior, ovado, obtuso, em vez rigida, estimular
inflado, rosa, afinando a partir do célice para um ponto sacular. Possui corola
vermelho-alaranjada com formato abovado a espatulado menor que o calice. O
namero de pétalas varia de 2 a 5, 3 — 6 mm de comprimento, inferior ausente,
esporao ou calcar com 20 a 25 mm de comprimento, avermelhado, conico, regiao

terminal curvada com seu apice avermelhado até enegrecido. Estames — 8, com



filamentos de 8 mm, anteras ovado-cordadas; pllen verde. Estilete delgado, mais
curto que os estames, com trés ramos filiformes. Ovario supero, tricarpelar,
trilocular e triovulado, frutos sésseis esquizocarpos compostos por 1 a 3
mericarpos monospermos, verdes quando imaturos e roxo-azulados quando
maduros, com pericarpo macio; apés a fecundacdo com o inicio da formagéo dos
frutos até a abscisdo dos mesmos, as sépalas e o espordo tornam-se roxos,
geralmente formam-se trés frutos por flor (RIX, 2010; KINUPP et al., 2011).

Espécie seletiva higrofita e helidfita, sendo tipica de bordas de capoeiras,
bordas de matas e margens de rodovias, estradas e clareiras. Medra em geral
préximo as rochas e/ou amontoados de material organico (galhos e troncos em
decomposicdo) em solos bem drenados e férteis. A subespécie megapetalum
também é heliofita, porem medrando em terrenos mais secos, assim
conquistando regifes mais secas da Bolivia e do Brasil central. Esta variabilidade
e plasticidade genética € um bom indicativo das possibilidades de cultivo da
espécie em diferentes regides brasileiras (KINUPP et al., 2011).

3.4. Inulina

A inulina é um hidrato de carbono constituido por ligacdes B(1,2) ligadas
principalmente a residuos frutosil, que terminam com residuos de glicose, estando
presente na forma de hidratos de carbono de armazenamento em um grande
namero de plantas (VAN LOO et al., 1995; RITSEMA; SMEEKENS, 2003 apud
MEYER et al., 2011).

Descoberta por Rose (cientista alemd), em 1804, a partir de um extrato de
Inula helenium, e mais tarde chamada de inulina por Thonson (1818), sendo
elucidado ainda nesta data, a sintese deste composto nas plantas. Suas
propriedades no organismo humano foram percebidas no inicio do século XX. No
entanto, plantas contendo frutanos, como a inulina, ja eram consumidas como

alimento, forragem ou na forma de medicamento (SANCHES, 2010).
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Em 1950, o uso de plantas com altos teores de inulina foi recomendado em
alimentos destinados a diabéticos (CAPITO; FILISETTI, 1999 apud SANCHES,
2010; RANAWANA, 2008).

A inulina € um polimero de D-frutose, sendo importante como carboidrato
de reserva em plantas. Esta, pertence ao grupo das frutanas e € sintetizada por
uma grande variedade de plantas (aproximadamente 36 mil espécies, que
representam 10 familias) (CARPITA; KAMABUS; HOUSLEY, 1989 apud HAULY;
MOSCATTO, 2002).

Segundo Quememer et al., 1997 (apud HAULY; MOSCATTO, 2002) a
inulina é uma frutana polidispersa, constituida de uma mistura de polimeros e
oligdbmeros superiores lineares de frutose. As unidades de B-D-frutofuranosil sdo
mantidas entre si por ligagbes do tipo B(2—1), e possuem uma molécula de
glicose na porcéo inicial de cada cadeia linear de frutose, a qual € unida por uma

ligacao tipo (a 1-2), como na molécula de sacarose (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura quimica da inulina.
Fonte: Roberfroid, 1993 apud Oliveira et al., 2004.
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Os frutooligossacarideos (FOS) sado definidos como polimeros de D-
frutose, terminando com uma molécula de glicose, de forma que a inulina pode
ser classificada como um frutooligossacarideo (SILVA et al., 1996 apud OLIVEIRA
et al., 2004), também é definida pelo mesmo autor, como um frotooligossacarideo
composto por uma mistura de oligdmeros de diferentes graus de polimerizacéo

(GP) que ocorre, naturalmente, em diversos vegetais.

A hidrolise (acida ou enzimatica) da inulina produz oligbmeros lineares.
Estes sdo estruturalmente designados GFn (glicose-frutose), onde n representa o
numero de unidades frutofuranosil obtidas pela hidrolise, e Fm, que é constituida
apenas por frutose (onde m representa o numero de unidades frutofuranosil
obtidas). Os valores de n e m variam entre 2 e 9 (ROBERFROID, 1993; DE
BRUYN et al, 1992 apud HAULY; MOSCATTO, 2002). GFn e Fm tem
propriedades fisico-quimicas muito semelhantes, embora se verifique a presenca
de grupo terminal frutose redutor, os produtos tipo Fm s&o redutores, enquanto os
GFn sé&o nédo redutores. Oligdbmeros de frutose sdo denominados de
frutooligossacarideos (FOS) ou, de forma simplificada, oligofrutoses
(ROBERFROID, 1993 apud HAULY; MOSCATTO, 2002).

Sendo utilizada na obtencdo de outros ingredientes alimentares como
xarope de frutose e frutooligossacarideos, a inulina € hidrolizada pela inulinase,
enzima produzida principalmente por leveduras, bactérias e plantas (ROSSI et al.,
2011). A inulina também pode servir de substrato para microrganismos que
utilizam este polissacarideo na producédo de inulinase (BARRANCO-FLORIDO et
al., 2001; GILL et al., 2006; ROCHA et al., 2006 apud ROSSI et al., 2011). Assim,
tem-se estudado o conteudo de inulina em diferentes espécies como yacon
(Smallanthus sonchifolius), alcachofra de Jerusalém (Helinthus tuberosus), cebola
(Allium cepa) e outras (ROSSI et al., 2011).

3.5. Obtencéo de Inulina

A inulina pode ser encontrada, em diversos vegetais como, na cebola (1-
5% peso fresco), alho (4-12%), banana (0,2%) e em raizes de chicoéria (15-20%).

A inulina, uma vez que esta presente em chicdria tem um grau de polimerizagédo



12

(GP) que varia de 3 a 60 unidades de monossacarideos com uma média de cerca
de 10 unidades, o seu produto de hidrélise parcial enzimatica € chamado de
oligofrutose (OF), que tem um GP variando de 2-8, com uma média de cerca de 4
unidades. A inulina de cadeia longa com uma média de GP de cerca de 23 entre
10 e 60 pode ser produzido a partir de inulina nativa, aplicando técnicas de
separacéo especificas (MEYER et al., 2011).

A inulina é utilizada por algumas plantas como um meio de armazenamento
de energia (CHI et al.,, 2011). Espécies de plantas que contém inulina, sao
encontrados em numero de mono e dicotiledoneas, tais como familias Liliaceae,
Amaryllidaceae, Gramineae e Compositae. Em Liliaceae, Amaryllidaceae e
Compositae, inulinas sdo normalmente armazenados em 6rgdos como bulbos,
tubérculos e raizes tuberosas. As duas espécies atualmente utilizados pela
induUstria para a producdo de inulina pertencem a familia Compositae: alcachofra
de Jerusalém (Helianthus tuberosus) e chicorias (Cichorium intybus) (KAUR;
GUPTA, 2002).

Muitas plantas que contém inulina fazem parte da dieta basica hd muitos
anos, sendo a cebola a mais consumida entre elas. A concentragéo de inulina em
cada planta depende da variedade, do tempo decorrido desde a colheita até a
utilizacdo desta em condi¢cdes de estocagem. Na cebola, dependendo destes
fatores, a concentracdo de inulina pode chegar até 50% da matéria seca
(RUTHERFORD; WHITTLE, 1982 apud HAULY; MOSCATTO, 2002).

A chicoria é utilizada principalmente como matéria-prima para a producéo
industrial de inulina como ingrediente alimentar (BOECKNER et al, 2000 apud
MEYER et al.,, 2011). A producdo comecou no inicio de 1990 na Bélgica e nos
Paises Baixos e o0 volume de produgdo tem aumentado desde entdo. Este hidrato
de carbono nao digerivel é utilizado crescentemente em todo o mercado de
alimentos, podendo ser encontrado em produtos lacteos e padaria, em bebidas,
em barras de cereais com baixo teor de gordura, em sorvetes e em produtos de
confeitaria (FRANK , 2000; Meyer et al, 2007 apud MEYR et al., 2011). Seguindo
estas aplicagbes, a inulina também encontra utilizacdo em aplicagbes néo

alimentares como para medicamentos na forma de comprimidos (EISSENS et al.,
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2002 apud MEYER et al., 2011), e em alimentos para animais domeésticos (VAN
LOO, 2007 apud MEYER et al., 2011).

Yacon é uma erva perene que pertence a familia Asteraceae, e apresenta
inulina em seus tubérculos (3-10%) (POREMBSKI; KOCH, 1999 apud CHI et al.,
2011). Alho (Allium sativum) pertence a familia botanica de Liliaceae, que
armazena carboidratos em dentes que constituem 75% da matéria seca
(BAUMGARTHER et al., 2000 apud CHI et al., 2011).

Isto confirma que a inulina é uma polifrutana generalizada que ocorre
naturalmente em varias plantas. De fato, ela € produzida naturalmente em mais
de 36 mil plantas em todo o mundo, incluindo 1200 géneros em 10 familias
(MARCHETTI, 1993 apud CHl et al., 2011).

Extraida de plantas, a inulina se apresenta em forma de p6 branco, amorfo
e higroscépico, com odor e sabor neutros e isenta de sabor residual (FRANCK,
2006 apud ROSSI et al., 2011). Apresenta solubilidade que varia de acordo com a
temperatura da agua, sendo de aproximadamente 6% a 10°C e de 35% a 90°C,
dificultando assim seu emprego a temperatura ambiente. A capacidade de ligacdo
de agua pela inulina é de 2:1, ou seja, duas moléculas de agua para cada
molécula de inulina (HAULY; MOSCATTO 2002).

Devido ao comprimento de cadeia longa, a inulina € menos soltuvel e tem a
capacidade para formar microcristais quando diluidos em agua ou leite. Por
conseguinte, foi utilizada com sucesso como um substituto de gordura (NINESS,
1999 apud RANAWANA, 2008). Quando a inulina é acrescentada aos alimentos
em concentragfes baixas, as propriedades reoldgicas e da qualidade sensorial do
produto ndo sera afetada fortemente devido ao sabor levemente doce ou neutro e
do efeito limitado sobre a viscosidade deste ingrediente (FRANK, 2002 apud
MEYER et al., 2011).

A inulina, sendo um carboidrato largamente encontrado na natureza,
apresenta hidrolise endégena em moléculas de menor grau de polimerizacdo, o
gue permite a sobrevivéncia destas plantas durante o inverno em regides frias e
moderadamente frias e atua na osmorregulacdo (CARPITA et al.,, 1989 apud
HAULY; MOSCATTO, 2002).
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3.6. Utilizag&o da Inulina

O uso tecnoldgico da inulina é baseado nas suas propriedades como
acucar (especialmente em combinacdo com edulcorantes de intensidade
elevada), como um substituto da gordura e modificador da textura (MEYER et al.,
2011).

Derivados quimicos de inulina sdo usados em aplicacdes industriais, por
exemplo, a inulina é utilizada como carboximetil no tratamento de aguas residuais
(MARTINOD et al., 2009 apud MEYER et al., 2011).

A vasta utilizacdo na induastria alimentar € baseada nas propriedades
funcionais e tecnologicas da inulina. Para o primeiro, ndo sé a dieta, como as
propriedades das fibras da inulina sdo importantes (tais como o efeito positivo
sobre habitos intestinais) (TUNGLAND; MAYER, 2002), mas também as
propriedades preé-biodticas. Estes surgem do fato de que a inulina pode causar
uma mudanga especifica na composicdo da microbiota do colon intestinal, que
tem efeitos benéficos ao hospedeiro humano, tais como o alivio de constipacao,
melhoria na composicado de lipideos do sangue e eliminacdo da producédo de
substancias putrefativas no trato intestinal (GIBSON et al., 2004 apud MEYER et
al., 2011; ROBERFROID, 2005 apud DALONSO et al., 2009).

A inulina foi provada recentemente para melhorar a saude do intestino,
através do aumento da producdo das fezes, melhorando assim a integridade do
epitélio intestinal, absorcéo crescente de minerais, reduzindo significativamente a
incidéncia de diarréia, o fortalecimento do sistema imune e estimular o
crescimento de microrganismos benéficos ao intestino (NYMAN, 2002; WATZL et
al., 2005).

O aumento especifico de bifidobactérias é encontrado em seres humanos
de todas as idades (MEYER; STASSE-WOLTHUIS, 2009 apud MAYER et al.,
2011), e esta ligado a uma variedade de efeitos fisiolégicos benéficos. Estes
incluem habitos intestinais melhores, o0 aumento da absorcdo de calcio com
efeitos positivos para a saude dos 0ssos, favorecendo a sintese de vitamina B
(MEYER; STASSE-WOLTHUIS, 2009 apud MEYER et al., 2011; BALCAZAR et
al., 2003 apud DALONSO et al., 2009), uma reducéao de lipideos séricos com
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relevancia para a saude do coracdo (BRIGUENTI, 2007), um efeito positivo sobre
a sensacao de saciedade com potenciais consequéncias positivas para o controle
de peso (CANI et al., 2006).

Existem evidéncias de que a inulina auxilia na absorcdo de minerais,
principalmente o calcio. Através de estudos in vitro com jovens que receberam
15g/dia de inulina, Van Den Heuvel ET al., 1998, 1999 (apud SANCHES, 2010),

observaram que houve aumento na absorcgéo de célcio pelos jovens.

A reducdo dos triglicerideos plasmaticos, fosfolipidios e colesterol é
resultado do metabolismo dos lipidios modificados pelas fiboras e FOS
(FIORDALISO ET al., 1995 apud SANCHES, 2010). Tais autores chegaram a
estas conclusdes, a partir de estudos feitos em ratos que tiveram uma dieta
contendo 10% de FOS e demonstraram uma diminuicdo das lipoproteinas de
muito baixa densidade; sendo que a reducdo acontece pela absorcéo dos acidos
graxos de cadeia curta pelas membranas intestinais e posterior migracdo até o

figado, onde atuariam como reguladores das vias metabdlicas.

A inulina também esta relacionada com a inibicdo da carcinogénese do
cllon. Em um estudo desenvolvido por Reddy et al. (1998 apud SANCHES,
2010), foram induzidas lesGes pré-cancerosas em ratos, usando azoximetano,
sendo administrada uma dieta de 10% de FOS ou inulina e apos certo periodo foi

observada uma reducéo significativa das lesdes.

Os frutanos tem acéo redutora da glicose e da insulina. Dessa forma, as
células tumorais ndo se desenvolvem por aproveitarem pouco a glicose, além da
mudanca a sensibilidade a inulina, que faz parte do mecanismo de inibicdo do
crescimento dos tumores (TAPER; ROBERFROID, 1999 apud SANCHES, 2010).

A inibicdo dos estadios iniciais do cancer de célon é atribuida a formacéo
dos acidos de cadeia curta, mais especificamente, o acido butirico, que promove
um acréscimo da apoptose (morte das células malignas) no cdlon (QUINTEROS,
2000 apud SANCHES, 2010). Segundo Reddy, 1999 (apud SANCHES, 2010), o
efeito inibidor do cancer de cdélon deve-se a remocdo dos carcindgenos pelas

bifidobactérias, via fezes.
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Além disso, ha uma grande especulacdo sobre o uso da inulina por
pessoas diabéticas, considerando a capacidade da inulina em reduzir os niveis de
glicose no sangue (TAPER; ROBERFROID, 1999 apud SANCHES, 2010).

3.7. Micropropagagéao

A propagacéo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacéao
por causa do tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicagcdo mais pratica da
cultura de tecidos, é também umas das principais ferramentas da biotecnologia de
plantas que explora a natureza totipotente das células, sendo este, um conceito
proposto por Haberlant (1902). A cultura in vitro de plantas facilita a rapida
multiplicacdo de clones superiores e € pré-requisito para o desenvolvimento de
plantas através de técnicas de engenharia genética (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998; KOTHARI et al., 2010).

A micropropagacao, é definida como a cultura de diferentes células, tecidos
ou 6rgaos de plantas sob condi¢des controladas, objetivando produzir um grande
namero de plantas geneticamente idénticas as plantas matrizes em um periodo
relativamente curto, em comparacao a propagacao convencional. Isto implica que
a clonagem in vitro € baseada no fato de que diferentes partes da planta como
brotos, meristemas, tecidos e células sdo capazes de se regenerar em plantas
inteiras, em condi¢des in vitro adequadas. Uma caracteristica especial destas
células de plantas e meristemas € que se conserva uma capacidade latente para
produzir toda uma planta, sendo esta capacidade chamada de totipoténcia
(REINERT; BECKS, 1968; VASIL, 1972; VERDEIL et al., 2007; GEORGE, 2008
apud DOBRANSZKI; SILVA, 2010).

Esta técnica permite a propagacdo em larga escala de plantas sadias,
conservando as mesmas caracteristicas agronémicas da planta mae. Muitas
vezes a propagacdo assexuada convencional é um processo lento e apresenta
sérios riscos de disseminagdo de doengas e pragas, que podem comprometer a
producdo (ULISSES et al., 2010).
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No entanto, a propagacao in vitro de plantas tem apresentado algumas
vantagens, como possibilitar maior controle sobre a sanidade do material
propagado e também possibilitar a obtencdo de varias plantas, a partir de um
anico explante inicial, independentemente de condi¢cbes climaticas; reducdo do
tempo e da &rea necessaria a propagacdo da espécie; melhores condigcbes
sanitarias por meio do cultivo de meristemas previamente tratados por
termoterapia, para eliminacdo de doencas; reproducdo do gendtipo da mae,
geralmente com fidelidade durante multiplicacdo e a propagacdo vegetativa de
espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (ERIG; SCHUCH,
2005 apud CARVALHO et al., 2006; CARVALHO et al., 2005).

Héa algumas décadas, uma linha com trabalhos com cultura de tecidos teve
como objetivo a regeneracdo de plantas a partir da cultura de apices caulinares.
Esses estudos procuravam estabelecer melhor entendimento da fisiologia do
crescimento de regifes isoladas sem a interferéncia dos efeitos correlativos do
resto da planta e de influéncias do ambiente. Ball (1946 apud GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998), observou que os apices caulinares de Tropaeolum e Lupinus
perderam a capacidade de regeneracdo quando cultivados desprovidos de
primérdios foliares. Wetmore e Morel (1949 apud GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998) conseguiram regenerar e propagar samambaias a partir de meristemas
apicais do rizoma. Mais tarde, Smith e Murashigue em 1970, conseguiram
desenvolver plantas em explantes de meristemas apicais desprovidos de
primérdios foliares em meio contendo sais minerais, vitaminas e enriquecido com

fitorreguladores.

A terminologia “cultivo in vitro de plantas” engloba o cultivo de células,
tecidos e 6rgaos de plantas. Existem varias técnicas de cultivo in vitro de plantas
além da micropropagacao, dentre elas pode-se citar: o cultivo de protoplastos,
que permite hibridizar variedades diferentes vencendo barreiras genéticas; o
cultivo de anteras que viabiliza a producéo de plantas haploides, que em seguida
diploidizadas produzem um s tipo de gameta para um determinado locus
(producéo de linhagens puras); limpeza clonal utilizada para producéo de plantas

livres de patdégenos, entre outras. O cultivo in vitro de células, tecidos e ou 6rgéos,
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da também suporte técnico a trabalhos de transformacéo genética e obtencao de
plantas transgénicas (ULISSES et al., 2010).

Dentre as técnicas de cultivo in vitro, a micropropagacdo € uma das
aplicacdes mais rotineiras e de maior impacto para a agricultura, pois permite uma
rapida multiplicacdo de plantas em larga escala, com caracteristicas agronémicas
superiores. Esta técnica também vem se destacando em varios setores agricolas,
tais como: fruticultura, floricultura, horticultura, como também na area florestal, por
promover o incremento da producdo de mudas vigorosas e livres de patdgenos,
contribuindo consequentemente, para o0 aumento da produtividade do setor
agricola (ULISSES et al., 2010).

Os explantes, sendo estes, segmento de tecido ou 6rgdo retirado da planta
matriz utilizado para iniciar o cultivo in vitro, os utilizados mais frequentemente

sao apices caulinares, meristemas ou gemas (ULISSES et al., 2010).

A cultura de tecidos tem sido explorada para criar variabilidade genética
através da producdo de hapléides, variantes somaclonal e gametoclonal de
plantas de cultura que podem ser melhoradas; a mesma, em combinacdo com
técnicas de biologia molecular também tem sido utilizada com sucesso, para
incorporar caracteristicas especificas através de transferéncia de genes
(KOTHARI et al., 2010).

A utilizacdo da micropropagacdo em ambito comercial ja € realizada em
diversos paises do mundo com destaque para a Europa Ocidental, América do
Norte, Asia, Australia e Israel, sendo que os laboratérios comerciais surgiram, em
grande maioria, agregados aos viveiros como iniciativa das préprias companhias
produtoras de mudas (ULISSES et al., 2010; SOUZA et al.,, 2010). A primeira
aplicacdo comercial da micropropagacao foi feita por Morel (1960), ao multiplicar
orquideas mediante cultura de apices caulinares e regeneracédo de protocormos,
diminutas estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides, sendo
que a sucessiva divisdo destes protocormos acelera a propagac¢ado das orquideas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

No Brasil, a cultura de apices caulinares in vitro esta sendo utilizada de
forma crescente nos ultimos anos (ALVES et al., 2004 apud SOUZA et al., 2010)
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representada principalmente pela fruticultura moderna voltada para os plantios
adensados, que necessitam de grande numero de mudas por area, e do uso de
mudas certificadas (SCHUCH; ERIG, 2005 apud SOUZA et al., 2010). Contudo, a
principal limitacdo para o acesso dos produtores as mudas micropropagadas €&
relativamente o elevado custo deste tipo de material propagativo sendo,
entretanto, bastante superior ao das mudas convencionais (ULISSES et al.,
2010).

A técnica de micropropagacdo consiste, basicamente, em cultivar em
ambiente asséptico (laboratério) segmentos de plantas (gemas, apices caulinares,
meristemas, fragmentos de folhas e raizes, entre outros), em frascos especificos
contendo meio nutritivo adequado, proporcionando a produgcdo de milhares de

plantas idénticas a planta mae (ULISSES et al., 2010).

O sistema de micropropagacéo pode ser dividido em diferentes estagios,
na década de setenta, quando a micropropagacdo ganhou grande impulso,
Murashigue (1974 apud GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998) apresentou o
conceito de estagios de desenvolvimento no processo de propagacdo in vitro.

Este esquema, padréo para sistemas de micropropagacao, divide-se em:

Estagio | — Selecdo da planta mde ou matriz. Geralmente as plantas
matrizes possuem caracteristicas agronémicas superiores e recebem tratamento
fitossanitario, nutricional e hidrico, para aumentar a probabilidade de sucesso nos

estagios seguintes da micropropagacao;

Estagio Il — Selecdo e tratamento do explante: Nesse estagio retira-se um
segmento de tecido (explante) da planta matriz, desinfesta-se em meio nutritivo

sob condicbes assépticas;

Estagio lll — Fase de multiplicacdo: Para propagacdo in vitro utiliza-se
principalmente gemas apicais e axilares, além de brotacdes laterais para realizar

0S sucessivos subcultivos;

Estagio IV — Faze de enraizamento: Transferéncia das partes aéreas para
meio de enraizamento e posteriormente transplantio e aclimatizagcado das plantas

em substrato.
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A etapa de transplantio envolve transferéncia das plantas da condicao in
vitro para o telado de aclimatizagdo (condicdao ex vitro). Essas plantas sao
transferidas para tubetes, bandejas ou potes plasticos contendo substrato, que
pode ser solo, areia entre outros. Apos o periodo de aclimatizacéo, as plantas sédo
levadas ao campo, onde desenvolvem-se normalmente (ULISSES et al., 2010;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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4. METODOLOGIA

Os materiais utilizados neste trabalho foram: a parte aérea de Crem
(Tropaeolum pentaphyllum), composta pelas folhas e caule, origindrio do campo
experimental, tubérculos de crem também cultivados em campo experimental, e

mudas cultivadas in vitro da mesma.

Na Figura 3, sdo apresentadas as etapas seguidas para a preparacado das
amostras (parte aérea, tubérculos e material in vitro), para posteriormente serem

analisadas quanto a presenca de inulina.

‘ Tropaeolum pentaphyllum (crem)

A 4
Parte aérea Tubérculos In vitro
v v v
Coleta Coleta Propagacdo vegetativa
Curva de secagem Lavagem e Retirada dos vidros
a 55°C (pesagem de descascamento com meio de
hora em hora) manual em agua cultura
corrente ¢
¢ Lavagem em agua
Fatiamento corrente
v v 7
Secagem 25h —55°C Secagem24h —55°C Secagem25h — 55°C
\ ! /
Moagem
v
Extracdo (80°C £2°C)
1, 2 e 4 horas
Filtracdo a vacuo

Quantificacdo (HPLC)

Figura 3 - Fluxograma das etapas desenvolvidas para quantificagdo da inulina em
Tropaeolum pentaphyllum.
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4.1. Obtengéo das amostras

4.1.1. Parte aérea e tubérculos de crem
As plantas de Crem (Tropaeolum pentaphyllum) foram cultivadas em

campo experimental no Instituto Federal do Rio Grande do Sul — Campus Sertéo,

RS, a partir de 8 matrizes cultivadas em casa de vegetacéao.

Durante o ciclo normal do Crem (abrii a dezembro), foram colhidos
tubérculos e também a parte aérea das plantas (Figura 4) em trés diferentes fases

de desenvolvimento, antes, durante e apos a floracéo.

Para determinacao do tempo de secagem das folhas e tubérculos do Crem,
foi feita uma curva de secagem em estufa de circulagdo de ar. Com uma
temperatura pré-estabelecida na literatura de 55°C (PADILHA et al., 2009; DIAS et
al., 2005; VIEIRA; MORAES, 1992), as amostras foram conduzidas em triplicatas
pesando-as de hora em hora, considerando para o encerramento da operacao a

estabilizacao do peso.

Apés a obtencdo da curva de secagem, as amostras da parte aérea,
passaram pelo processo de secagem em estufa de circulacdo de ar,
permanecendo por 25 horas a temperatura de 55°C, utilizando-se sacos de papel
com algumas perfuracdes, para melhor ventilacdo e trocas de calor do material

com 0 meio interno da estufa.

Os tubérculos do Crem, apos serem colhidos, passaram pelo processo de
descascamento manual em &gua corrente, em seguida foram fatiados e
colocados em bandejas de inox e submetidos a secagem em estufa de circulagéo

de ar permanecendo por 24 horas a temperatura de 55°C.

ApOs a secagem das amostras da parte vegetal, aérea e tubérculos, o
material seco foi processado em um Micro Moinho tipo Ciclone, transformando-as
em po, onde foram armazenadas protegidas da luz e da umidade para posterior

extracao e analise da inulina.
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Figura 4. Preparacdo do material de campo para secagem.

a) Parte aérea de crem recém colhida do campo. b) Parte aérea (folhas e caules)
preparados para a secagem. c) Tubérculo de crem colhido do campo e lavado. d)
Tubérculo j& cortado para a secagem.

4.1.2 Material in vitro
As mudas cultivadas in vitro, foram oriundas do Laboratério de Cultura de

Tecidos e Citogenética Vegetal — Biotecnologia do IFRS campus Sertéo.

Com o objetivo de produzir o maior numero de plantas possiveis em menor
espaco de tempo, as mudas de Crem passaram pelo processo de repicagem 3
vezes (R3) para a multiplicacdo do material, no qual consiste em segmentar a
planta cultivada in vitro em pequenos propagulos ou explantes (segmentos
nodais) de aproximadamente lcm cada, em seguida, estes propagulos foram
transferidos para um vidro contendo meio de cultura MS de Murashigue & Skoog
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(1962) (ANEXO 1), até a obtencdo de uma quantidade de mudas necessaria para

0 processo de extracao de inulina.

Todos os procedimentos foram realizados em local livre de contaminacao e
com condicdes assépticas, assim como o0s materiais utilizados durante os
procedimentos de micropropagacdo, passaram por diversas flambagens apés
imersdo em alcool absoluto, e estes materiais foram utilizados somente apos
estarem frios para que ndo houvesse danos aos tecidos vegetais. O material in
vitro foi mantido sob condi¢des controladas, com fotoperiodo de 16 horas luz/8

horas escuro a uma temperatura de 25°C (£2°C).

Apés a obtencdo de um nuamero suficiente de mudas (Figura 5 a), estas
foram retiradas dos vidros contendo meio de cultura, lavadas em agua corrente
(para a retirada de residuos de meio de cultura que possam ficar aderidos na
base da planta), e entdo passaram pelo processo de secagem em estufa de
circulacdo de ar por 25 horas, a temperatura de 55°C. O material seco foi
processado em um Micro Moinho tipo Ciclone, e o pé resultante (Figura 5 b) foi

armazenado protegido da luz e da umidade em temperatura ambiente.

Figura 5 - Material in vitro em meio de cultura (a) e Material in vitro processado (em po)

(b).
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4.2. Extragdo de inulina

Com as amostras (parte aérea, tubérculos e o material cultivado in vitro)
desidratadas e moidas, foram misturadas com agua na propor¢ao de 1:10 (5 g de
amostra: 50 mL de agua destilada).

A extracdo da inulina foi realizada através de infusdo em agua quente. Com
a amostra misturada com agua, esta foi colocada em um agitador magnético com
aguecimento, a uma temperatura de 80°C (x2°C) e com agitacdo constante,
sendo que estas condicbes foram estabelecidas de acordo com Toneli et al.
(2008).

As amostras foram conduzidas em triplicatas, sendo testados 1, 2 e 4 horas

de extracao da inulina. A temperatura de extracao foi fixada em 80°C (x2°C).

Apés este periodo, as amostras passaram pelo processo de filtragcdo a
vacuo, onde foi utilizado filtro qualitativo de 3 micras de porosidade e funil de
Buchner. Os extratos, resultantes, foram armazenados em vidros de amostra e,

em seguida foram congelados (-15C).

4.3. Quantificacdo da inulina

Os extratos das amostras de crem foram descongelados, num processo de
descongelamento lento, e apds, as amostras foram filtradas novamente com filtro

Millex HV de 0,45 micras de porosidade.

A quantificacdo da inulina foi realizada pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC). As amostras foram injetadas em triplicatas,
e analisadas em um cromatografo liquido de alta performance (HPLC) (Agilent
1.100) (Figura 6), com detector de indice de refragédo, usando acetonitrila (Merck)
e agua (70:30% respectivamente), como fase mével a um fluxo de 1,0 mL/min,
temperatura de 80°C, pressdo média de 70 bars, tempo de corrida 15 minutos e
coluna NH; da Rezex RCM (Phenomenex, 300). Para a andlise dos resultados
foram construidas previamente uma curva padrdo através da inje¢do de inulina
comercial (Orafti) nas concentragdes de: 2; 4; 6; 8 e 10 %, nas mesmas condi¢des

instrumentais.
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Figura 6 - Cromatografo utilizado para identificacdo e quantificacdo de inulina nas
amostras.

Os teores de inulina foram expressos em mg/g de matéria seca usada na
extracdo e foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) e
comparacdo de médias pelo teste de Tukey com 95% de confian¢a utilizando o

software Statistica versao 8.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da curva de secagem da parte aérea do Crem, utilizada para
determinar o tempo de secagem ideal, em estufa de circulagdo de ar a 55°C,
encontram-se na Figura 7. Segundo Corréa et al. (2007) a secagem dos produtos
€ 0 processo mais utilizado para assegurar sua qualidade e sua estabilidade,
considerando que a diminuicdo da quantidade de agua no material reduz a
atividade biolégica e as mudancas quimicas e fisicas que ocorrem durante o

armazenamento.

50 4

40 ~ y = 72.03x080
. R? = 0.966

30

Massa (g)

10 +

O T T T T T T T T T T T 1
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

Figura 7 - Curva de secagem da parte aérea do Crem.

Analisando a curva de secagem, verifica-se uma exponencial perda de
agua, principalmente nas primeiras 10 horas. Segundo Brooker et al. (1992 apud
Corréa et al., 2007), o processo de secagem de um produto pode ser dividido em
periodo de velocidade constante e outro de velocidade decrescente. Durante o
periodo de velocidade constante, a temperatura do produto mantém-se igual a do
ar de secagem saturado, e as transferéncias de calor e massa compensam-se, ou
seja, 0 ar recupera sob a forma de vapor, o que perdeu sob a forma de calor. No
periodo de velocidade decrescente de secagem, a taxa de transporte interno de
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agua € menor do que a taxa de evaporacao; desta forma, a transferéncia de calor
do ar para o produto ndo é compensada pela transferéncia do vapor da agua e,
consequentemente a temperatura do material aumenta, tendendo a atingir a
temperatura do ar de secagem. Esta exponencial reducédo do teor de agua neste
primeiro periodo de tempo (10 horas) também é observado em outros trabalhos,
no qual foram utilizados tubérculos de yacon (PADILHA et al., 2009).

Verificou-se também que no periodo de 20 para 24 horas houve uma
pequena oscilacdo na umidade do material vegetal, o qual também foi observado

em outros trabalhos, como em Padilha et al., (2009).

Segundo Corréa et al. (2004), a secagem de material vegetal € definida
como uma operacdo adotada para eliminar a agua da superficie e do interior de
um material, e, tem como objetivo cessar as alteragfes quimicas dos tecidos
vegetais e evitar possiveis degradacdes durante o0 seu armazenamento,
mantendo assim, suas caracteristicas fisicas e quimicas por mais tempo; uma vez
que a analise imediata do material recém-coletado a campo € inconveniente e
impraticavel, especialmente quando se trata de um grande lote amostrado
(MARUR; SODEK, 1995 apud ROCHA et al., 2011).

Através do processo de propagacdo vegetativa, obteve-se um grande
volume de material cultivado in vitro de Crem, volume este, de aproximadamente
700 vidros contendo em seu interior 6 explantes (em cada vidro), em
desenvolvimento que se tornaram mudas potenciais, totalizando assim

aproximadamente 4.200 mudas potenciais de Crem em 1 ano.

As mudas produzidas atravées da técnica de micropropagacéo
apresentaram, neste trabalho, uma taxa de multiplicacdo de 1:20 (Tabela 1), ou
seja, com um vidro contendo 6 explantes gera-se, em meédia, 20 novos vidros
contendo também 6 explantes cada, sendo através desta elevada taxa de
multiplicacdo do Crem, que foi possivel produzir 4.200 mudas em um periodo de
tempo de aproximadamente 1 ano (outubro de 2011 a setembro de 2012), sendo

realizado trés repiques no material cultivado in vitro chegando ao estadio R3.
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Tabela 1 — Taxa de multiplicacdo vegetativa de Crem (Tropaeolum pentaphyllum)

durante a micropopagacao.

Estadio (inicial) N° de plantas/explantes
Repeti¢oes
(fase de repicagem) produzidas na 32 repicagem
R2 1 10
R2 2 22
R2 3 18
R2 4 25
R2 5 29
R2 6 35
R2 7 10
R2 8 23
R2 9 11
R2 10 20
Média: 20,3

Verificou-se neste ensaio (Tabela 1), realizado para se obter a taxa de
multiplicagdo do Crem, um bom valor como taxa de multiplicacdo levando em
consideracao o tempo que a planta leva para se desenvolver in vitro, sendo que
para o desenvolvimento completo levou em torno de 90 a 120 dias, para atingir

seu estadio maximo in vitro (Figura 8).
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Figura 8 - Desenvolvimento in vitro de Crem (Tropaeolum pentaphyllum).
a) 0 dias, inicio da multipliccdo; b) 30 dias de desenvolvimento; c) 60 dias de
desenvolvimento; d) 90 dias de desenvolvimento; e) + 120 dias de desenvolvimento.

No processo de extracao de inulina em amostras de Crem, foi utilizada a
temperatura de 80C (x 2C) e foram testados trés t empos de extracédo: 1, 2 e 4

horas respectivamente, sendo este experimento conduzido em triplicata.

Na literatura encontra-se uma variacdo muito grande de tempos de
extracao de inulina, havendo trabalhos em que o tempo de extragéo utilizado foi
de apenas 15 minutos (ROSSI et al., 2011) até trabalhos em que o tempo foi de 4
horas de extracéo de inulina (DALONSO et al., 2009), esta variacdo de tempo de
extracdo se da em fungcdo de varios fatores entre eles o tipo de material
trabalhado, como a espécie vegetal, parte da planta trabalhada como tubérculos,

folhas, frutos, entre outros.
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Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos, resultantes da extracéo e

quantificacdo da inulina presente no material vegetal trabalhado.

No presente trabalho observou-se que o melhor tempo de extracdo de
inulina em tubérculos (batatas) de crem, conforme mostrado na Tabela 2, foi de 2
horas. Este tempo mostrou-se ideal para o melhor rendimento de inulina, pois
segundo Hauly; Moscatto (2002), a solubilidade da inulina varia em funcdo da
temperatura da agua, sendo que a solubilidade é de aproximadamente 6% a
10C, enquanto que a 90C é de 35%. Assim verifica- se que o periodo de 1 hora
nao foi suficiente para a total solubilizacdo da inulina na agua, para que pudesse

ser quantificado posteriormente.

Tabela 2 — Valores médios (mg/g) e desvio padrdo do teor de inulina em extrato
seco de tubérculos, folhas e material cultivado in vitro de Crem (Tropaeolum
pentaphyllum) a 80C (x 2C).

Teor de inulina (mg/qg)

Material Estagio de em diferentes tempos de extracdo
Vegetal  desenvolvimento 1 hora 2 horas 4 horas
Antes Floracéo 19,34 +0.28 ° 11,64 +0.28 " 7,22 £0.07 °

Tubérculos Durante Floracédo 64,55 + 0.59 % 70,92 +0.19 2 52,97 £+0.64 ¢

Depois Floracéo 56,34+0.89 ™ 67,32+0.65% 37,07+0.92¢

Antes Florag&o 3,72+0.03" 3,69+0.01" 3,34+0.05"
Folhas Durante Florac&o 3,04+0.04" 2,90+0.02 " 3,51+0.10 "

Depois Floracéo 14,98+0.17°  1503+0.38°  3,13+0.07"

Plantas cultivadas in vitro 7,45 +0.09 ¢ 9,25+0.04 1 11,40 +0.09 '

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de 5%, pelo
teste de Tukey.

Ja no periodo de 4 horas, verificou-se uma queda na quantidade de inulina
solubilizada das amostras. Esta queda pode ser atribuida ao fato de haver maior

evaporacdo de agua durante a extragcdo na solugdo, pois conforme Hauly;
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Moscatto (2002), a inulina possui uma capacidade de ligacdo com a agua de 2:1,
ou seja, duas moléculas de agua para cada molécula de inulina; observando-se
assim ao final deste periodo de tempo relativamente longo uma amostra com

aspecto pastoso e de dificil filtragem do extrato resultante.

Kinupp (2007), visando quantificar o teor de inulina existente nos tubérculos
de crem, detectou o teor de inulina de 2,92 g/L sendo este um valor significativo
para o referido trabalho. J&, nas amostras analisadas no presente trabalho, o teor
maximo obtido de inulina em tubérculos de crem chega a 70,92 mg/g, com 2

horas de extracao.

Nas folhas, também foi observado que o maior teor de inulina foi obtido
com 2 horas de extracdo (15,03 mg/g), em folhas coletadas ap6és a floragdo. O
tempo de extracdo ndo mostrou-se significativo para folhas antes e durante a
floracdo, apresentando baixos teores de inulina. No material in vitro, 0 maior teor
de inulina foi obtido com 4 horas de extracdo (11,4 mg/g), mas estatisticamente

igual ao teor observado com 2 horas de extracao.

Em relacdo ao estagio de desenvolvimento, nos tubérculos de Crem,
observa-se que os maiores teores de inulina foram obtidos durante a floracéo,
seguido do estagio apds a floracdo. Nas folhas, os maiores teores de inulina

foram observados somente depois da floracéo (Tabela 2).

Os frutanos presentes em plantas magnoliopsidas (dicotiledéneas) sao
todos do tipo inulina (DIETRICH; FIGUEIREDO RIBEIRO, 1986), e podem ser
sintetizados em uma gama de tecidos vegetais, em 0rgaos especializados em
estocagem, como rizéforos e tubérculos, mas quando as condi¢des favorecem a
sintese sobre a demanda, os frutanos podem ser acumulados em tecidos néo
especializados em armazenamento de carboidratos (POLLOK, 1986 apud
TREVISAN; CARVALHO, 2011), justificando os maiores teores de inulina nos
tubérculos, e também a presenca desta em tecidos foliares, ainda que em

menores quantidades.

Os frutanos séo sintetizados a partir da sacarose e sdo acumulados nos
vacuolos, onde podem alcancar niveis superiores a 70% de massa seca sem

promover inibicdo na fotossintese e, além disso ao contrario do amido os frutanos
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sao soluveis em agua, (VIJN; SMEEKENS, 1999 apud TREVISAN; CARVALHO,
2011), fato este que justifica 0 maior teor de inulina presente nas folhas de crem
no periodo depois da floracdo, sendo este 0 momento de maior sintese pela
planta. Como estédo presentes na célula como solutos ou em estado coloidal, os
frutanos sdo osmoticamente ativos, podendo seu potencial osmaético ser
facilmente alterado por rapida polimerizacdo ou despolimerizagdo, assim o
mecanismo avancado do metabolismo desses compostos permite mobilizacdo
rapida das moléculas, diferentemente do amido, que é solido (DIETRICH,;
FIGUEIREDO RIBEIRO, 1986), assim, segundo Trsevisan e Carvalho (2011), foi
proposto que os frutanos constituem uma forma natural de protecédo a baixas

temperaturas nas angiospermas.

Plantas de regifes temperadas estado naturalmente expostas a prolongados
periodos de temperaturas baixas, e os frutanos sdo os principais polissacarideos
armazenados nos tecidos vegetativos dessas plantas (FIGUEIREDO-RIBEIRO,
1993 apud TREVISAN; CARVALHO, 2011). Foi proposto que por sua alta
solubilidade em agua, os frutanos atuariam como crioprotetores, reduzindo a
temperatura de congelamento do vacuolo e aumentando a resisténcia celular pela
reducdo da taxa de desidratacéo pelo frio, ou pelo menos conferindo tolerancia as
plantas sob baixas temperaturas (LEVITT, 1980; PONTIS. DEL CAMPILLO, 1985;
NELSON; SPOLLEN, 1987; HENDRY, 1987 apud TREVISAN; CARVALHO,
2011).

Outra forma de atuacdo dos frutanos seria também como protetores da
membrana plasmatica. Uma vez que as membranas sdo danificadas por
congelamento ou dessecacao, foi sugerido que os frutanos podem apresentar
uma interacdo direta com a estabilidade das membranas sob essas condigbes de
estresse, sendo que o resultado do estresse promovido pelo dessecamento é o
deslocamento das proteinas das membranas acarretando perda da integridade da
mesma, da seletividade, interrupcdo da compartimetalizagéo celular e perda das
atividades enziméticas (TREVISAN; CARVALHO, 2011).

Nos tubérculos de Crem, (Tabela 2), verifica-se o maior teor de inulina

durante a floracdo pelo fato de a inulina atuar principalmente como um carboidrato
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de reserva (HAULY; MOSCATTO, 2002; DIETRICH; FIGUEIREDO RIBEIRO,
1986). Segundo Trevisan; Carvalho (2011), o principal papel ecolégico dos
frutanos é o armazenamento de reservas, no entanto a distribuicdo desse tipo de

carboidrato é de apenas 15% da flora de angiospermas.

Em Vernonia herbacea, Dias-Tagliacozzo (2004), observaram que a
inducdo ao estresse hidrico produz mudangas no metabolismo de frutanos com
aumento no contetdo de frutose e na razao entre oligo:polissacarideos nos érgao
de reserva subterraneos. De fato, foi observado que o estresse hidrico na espécie
induziu as atividades das enzimas frutanoexohidrolase (FEH) e invertase
promovendo o acumulo de acgucares redutores e frutooligosacarideos, os quais
foram associados a manutengdo do turgor nos rizoforos, reforcando o papel dos
frutanos como reguladores osmoticos. Assim, segundo Garcia et al. (2011 apud
Trevisan; Carvalho, 2011), a planta € capaz de reter agua em seus rizéforos por
longos periodos em solo com reduzido conteido de agua, justificando os altos
teores de inulina nos tubérculos como uma forma de manutencdo da viabilidade

destes, mesmo em condi¢cOes de escassez de agua.

Em um estudo realizado em uma area do cerrado na Estacdo Experimental
e Reserva Biologica de Mogi-Guacu (SP), foram analisadas 35 espécies
pertencentes a familia Asteraceae, e dessas 80% apresentaram frutanos do tipo
inulina em 6rgdos de reserva subterraneos (TERTULIANO; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 1993 apud TREVISAN; CARVALHO, 2011). Dentre essas, duas
espécies Vernonia herbacea e Viguiera discolor, destacam-se por sua alta
concentracdo de frutanos, com cerca de 80% de massa seca nos Orgaos de
reserva subterraneos (CARVALHO; DIETRICH, 1993; ISEJIMA; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 1993 paud TREVISAN; CARVALHO, 2011).

O material in vitro apresentou um teor de inulina de 11,40 mg/g no periodo
de 4 horas de extracdo, este resultado nos mostra que a cultura de tecidos
conserva as mesmas caracteristicas genéticas do material de campo (matriz), ou
seja, ocorre atraveés da cultura de tecidos, a conservagdo do germosplasma, pelo
menos em relacdo a sintese de inulina. Segundo Torres et al. (1998), em casos

em que a conservacao de sementes apresenta certa dificuldade € possivel a
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preservacao do germoplasma in vitro, sob a forma de apices caulinares, hastes,
embrides zigoticos e/ou somaticos, ou mesmo calos; sendo que a utilizacdo da
cultura de tecidos para a conservagcao de germoplasma tem sido especialmente
atil para espécies propagadas vegetativamente como a batata (Solanum
tuberosum), a mandioca (Manihot esculenta), o alho (Allium sativum) e a batata-

doce (Ipomoea batatas).

A cultura de tecidos tem sido apontada como valioso instrumento para o
estudo dos metabolismos primario e secundario, constituindo um sistema
apropriado para a producdo de compostos importantes, dentre esses 0s
carboidratos solGveis e suas enzimas associadas. Contudo, a presenca de
frutanos em tecidos vegetais produzidos in vitro tem sido reportada de forma
muito esparsa na literatura (ITAYA et al., 2005). Estudos pioneiros mostraram a
presenca de frutanos e suas caracteristicas estruturais em calos de Symphytum
officinale L., Phleum pratense L., Gomphrena macrocephala (ABOU-MANDOUR
et al., 1987; HALE et al., 1987; VIEIRA et al., 1995 apud OLIVEIRA et al., 2009);
sendo que mais recentemente Itaya et al.(2005) demonstraram a ocorréncia de
frutanos e a presenca de algumas atividades enzimaticas em extratos de calos de
Viguiera discolor Baker, Asteraceae do cerrado, ampliando o conhecimento sobre

0 metabolismo de frutanos em tecidos cultivados in vitro.

Oliveira et al. (2009), estudou a presenca de frutanos em calos obtidos a
partir de raizes tuberosas de Smallanthus sonchifolius popularmente conhecido
como Yacon, obtiveram os seguintes teores de frutanos: 8,1 mg/g (massa fresca)
em calos da linhagem vermelha de S. sonchifolius e nos da linhagem amarela foi
de 8,8 mg/g (massa fresca), enquanto que os teores destes compostos em 0rgaos
de reserva de plantas de yacon cultivadas em campo obtidos por Fukai et al.
(1997) e lataya et al. (2002) (apud Oliveira et al., 2009), foi de aproximadamente
85 mg/g (massa fresca) e 65 mg/g (massa fresca) para as linhagens vermelha e
amarela, respectivamente, aproximadamente 8 a 10 vezes superiores aos valores
encontrados em calos. No presente trabalho, os teores de inulina encontrados nos
tubérculos sdo aproximadamente 7 vezes superiores aos encontrados no material

micropropagado.
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Em outro trabalho com Viguiera discolor cultivadas in vitro, foram
verificados valores de frutanos presentes, de 10,25 a 13,45 mg/g e foi constatado
este valor sendo cerca de sete vezes inferior aos mesmos tecidos mantidos em
condicbes de campo (ITAYA et al., 2005). Resultados semelhantes também foram
observados em plantas micropropagadas de outra espécie herbacea nativa do
cerrado Gomphrena macrocephala, as quais também acumularam frutanos iguais
aos encontrados na planta crescida em condicdes naturais, porém em
concentracdes inferiores (MOREIRA et al., 1999 apud ITAYA et al., 2005).

A partir destes resultados, € demonstrada a preservacdo do metabolismo
de frutanos em células menos diferenciadas e possibilitam estudos mais
aprofundados visando a regulacdo do metabolismo desses compostos, ao
aumento da producdo de frutanos, bem como a obtencdo de material em

quantidades suficientes para estudos especificos (OLIVEIRA et al., 2009).
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6. CONCLUSAO

Na curva de secagem foi observado uma exponencial perda de agua nas
primeiras 10 horas, e ap0s este periodo a perda de agua do material ocorreu de
forma mais lenta, chegando a completa estabilizacdo do peso no tempo de 25
horas.

O estudo de teores de inulina no material vegetal trabalhado indicaram a
presenca de inulina, tanto nos tubérculos quanto na parte aérea, e também no

material cultivado in vitro de plantas de crem (Tropaeolum pentaphyllum).

O melhor tempo de extracdo foi de 2 horas para os tubérculos, sendo que
nestes, o maior teor de inulina identificado foi de 70,92 mg/g no estadio fisioldgico

durante a floragéo.

Nas folhas foi também observado a presenca de inulina, sendo que o0 maior
teor obtido foi também no tempo de extracdo de 2 horas, sendo encontrado 15,03

mg/g e estas folhas foram coletadas no estadio fisiolégico apdés a floracao.

No material in vitro foi observado também a presenca de inulina,
comprovando assim que a cultura de tecidos mantém as caracteristicas originais
da planta matriz. O maior teor de inulina encontrado no material cultivado in vitro
foi de 11,4 mg/g passando pelo processo de extracdo pelo periodo de 4 horas,

porém estatisticamente, este valor € igual ao teor observado com 2 horas de

extracao (9,25 mg/g).

Conclui-se também, ao final deste trabalho que os teores de inulina
encontrados nos tubérculos sdo aproximadamente 7 vezes superiores aos
encontrados no material cultivado in vitro e aproximadamente 5 vezes superiores

aos encontrados nas folhas.
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7. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

v/ Avaliar a viabilidade econémica do cultivo de Tropaeolum

pentaphyllum in vitro e da extracdo de inulina de tubérculos, parte

aérea e material micropropagado.

v Investigar a possibilidade de producao de tubérculos in vitro.
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ANEXO |

Composicédo do meio MS (Murashigue & Skoog, 1962).

44

Composi¢ao do Meio MS

Macronutrientes (mg/L)

NH;NO3 1,650
KNO3 1,900
CaCl, .2 H,0 440
MgSO, . 7 H,0 370
KH,PO, 170
Micronutrientes (mg/L)
MnSQO, . 4 H,0 22,3
ZnS0O4 . 7 H0 8,6
H3BO; 6,2
Kl 0,83
Na;MoO, . 2 H,0 0,25
CuSO,4.5H,0 0,025
CoCl, . 6 H,0O 0,025
Fe-EDTA (mg/L)
Na,EDTA . 2 H,0 37,3
FeSO,4 .7 H,0 27,8
Vitaminas e Aminoacidos (mg/L)
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina . HCL 0,5
Tiamina . HCL 0,1
Glicina 2,0
Mio — inositol 100
Sacarose 30,000

Fonte: CALDAS et al., 1998.



