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RESUMO

A inulina é um polissacarideo largamente encontrado na natureza em mais de
30.000 vegetais, sendo utilizada como carboidrato de reserva destes. Sua estrutura
e formada por uma mistura de polimeros e oligdmeros superiores lineares de frutose
que variam de duas a sessenta unidades. As unidades de B—D-frutofuranosil sao
mantidas entre si, por ligagbes do tipo $-(2—1), possuindo uma molécula de glicose
na porgao final, a qual é unida por ligagédo do tipo (a1—f2). O presente trabalho tem
por objetivo extrair e caracterizar a inulina a partir da raiz da chicoria (Chicorium
indivia). A inulina foi extraida em autoclave, em seguida dialisada em membrana cut-
off 12.000 Da e liofilizada. Com esse material foram realizadas as dosagem de
acucar total pelo método Fenol-Acido Sulfarico (48,06%), dosagem de acUcar
redutor seguindo o método de Somogy-Nelson (4%), dosagem de proteinas totais
(1,6%). Através da andlise de ressonancia magnética nuclear de **C pode-se
observar os deslocamentos quimicos para as unidades de frutofuranose unidas por

ligacbes B(2—1) e a presenca de outro polissacarideo no extrato obtido.
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ABSTRACT

Inulin is a polysaccharide widely found in nature in more than 30,000 plants, being
used as reserve carbohydrates in them. Its structure is composed of a mixture of
higher linear polymers and oligomers of fructose ranging from two to sixty units.
The units of B-D-fructofuranosyl are held together by -(2 —1) type bonds,
possessing a glucose molecule in the final portion, whichis united by (a1 — B2)
type bond. This work aims in extracting and characterizing inulin from chicory root
(Cichorium indivia). Inulin was extracted in an autoclave machine, using a method
proposed by Nogueira (2002), then dialyzed in a 12,000 Da lyophilized cut-
off membrane. With  this material were performed  the dosage of total
sugar using Phenol-Sulfuric Acid method (48.06%); levels of reducing
sugars, following the Somogy-Nelson method (4%), determination of total
proteins (1.6%), using BREDFORD method (1976). By the analysis of **C nuclear
magnetic resonance we could observe chemical shifts for fructofuranose units linked
by B(2— 1)bonds and the presence of another polysaccharide in the

extract obtained.

Keywords: polysaccharide, inulin, Cichorium indivia.
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INTRODUCAO

s

A inulina é polimero de D-frutose, encontrado em diversas plantas,
constituida de uma mistura de polimeros e oligdbmeros superiores lineares de frutose
gue variam de duas a sessenta. Esta foi identificada pela primeira vez na planta
Inula helenium, na qual se observou uma grande concentracdo de um

frutooligossacaridio em suas raizes e risomas, denominado de inulina @

- —_ OH
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Figura 1. Estrutura geral da inulina.

Muitas plantas que contém inulina fazem parte da dieta basica humana, como
a alcachofra, aspargo, trigo, cebola, alho e chicéria. Nesta ultima altos teores foram
encontrados nas suas raizes & @,

A concentracao de inulina em cada planta depende da variedade, do tempo

decorrido desde a colheita até a utilizacdo e das condi¢cdes de estocagem. Na
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chicoria, dependendo desses fatores, a concentracdo de inulina pode chegar a 17%

nas raizes Umidas e até 50% da matéria seca © ©.

A chicéria é também conhecida como escarola ou almeirdo, sendo produzido
em grandes quantidades no Canada, Europa, Estados Unidos. Nestes locais utiliza-
se raizes torradas e picadas como um substituinte do café, ou até mesmo
adicionado a ele devido ao seu sabor amargo. E uma planta que se adapta em
diversas regides temperadas e frias, e esta possui uma raiz tuberosa com

caracteristica amarga devido a inulina ®®,

A inulina apds extracdo e secagem possui como caracteristicas
organolépticas um po6 branco, amorfo e higroscopico, com odor neutro e sabor
amargo, tendo peso molecular de 1600g/mol e densidade de aproximadamente
1,35g/ml. Sua solubilidade é aproximadamente de 6% a 10°C e 35% a 90°C,
variando de acordo com a temperatura, a sua capacidade de ligacdo de agua é de
2:1, e em solucao esta reduz o ponto de congelamento da agua e aumenta o ponto
de fuséo " ®

Este polissacarideo possui diversas aplicabilidades. Uma dela como padrao
ideal para avaliacdo da filtracAo glomerular, por ela ndo ser absorvida e ser
excretada na forma inalterada. Entretanto esta aplicacdo néo é viavel, pelo fato do
paciente permanecer hospitalizado para que ocorra o teste devido sua forma de

administracdo endovenosa @ (9,

A inulina passou a ser alvo da industria farmacéutica, pois sua fermentacao

no intestino contribui para a absorcdo de célcio, magnésio e ferro. Sendo que uma
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administracdo de inulina e oligossacarideo em doses de 8g/dia contribuem para um
aumento de 20% na absorcdo de célcio. Alguns estudos sugerem que a inulina
promove uma diminuicao significativa dos lipidios séricos, entretanto seu mecanismo

de ac&o ainda nao esta bem elucidado “¥.

E um grande alvo da industria alimenticia para fabricagdo de produtos light,
diets, muito utilizada como substituinte do acglcar e gorduras por seu baixo valor
calorico, pois quando ingerida ela ndo é hidrolisada totalmente no estdmago, devido
a estabilidade de suas ligagdes B-(2—1), ndo resultando assim em ganho calérico’ E
utilizada também como alimento funcional, devido sua similaridade com as fibras,
pois além da resisténcia a hidrélise ela ndo é absorvida no intestino. No intestino
pode ocorrer a fermentacéo da inulina com producéo de gases e formacéo de acidos
graxos de cadeias curtas, diminuindo o pH do colon, estimulando o crescimento das
bactérias da flora normal, consequentemente, inibindo o crescimento dos
organismos patogénicos, sendo de grande importancia para a prevencdo do cancer

de colon @@,

Ja na induastria alimenticia devida a sua propriedade geleificante é muito
utilizada na panificacdo, producdo de assados, biscoitos, tortas, recheios,
sobremesas, temperos, cereais, iogurtes, produtos lacteos, sorvetes, balas, cereais,

entre outros 2.

Também possui propriedades emulsificantes, sendo muito utilizado na

indUstria cosmética para fabricacdo de cremes e géis 2.
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Este trabalho tem como objetivo extrair e identificar a inulina em raizes de
chicoria (Chicorium indivia).
METODOLOGIA
Determinacdo da umidade nas raizes:
Para determinacdo de umidade utilizou-se 108,311g de amostra da raiz de
Chicoria indivia, pesadas e acondicionadas em estufa a 50°C por 24horas e
48horas, apos as 48 horas as raizes permaneceram mais 1 hora no dessecador

antes da pesagem final ¥,

Extracao:
Para o processo de extracdo da inulina utilizou-se uma amostra de 11,047g
com aproximadamente 250ml de agua a qual foram adicionada em um erlenmeyer,

e em seguida acondicionada em autoclave a 120°C por 20 minutos

Determinacao do teor de acuUcar total:

A dosagem de acUcar total foi realizada pelo método Fenol-Acido Sulfarico,
com leitura da absorbancia a 490nm. Esta leitura foi comparada com a uma curva

padrdo de glicose (Img/ml em diferentes concentracées) *©.
Determinacao de acucar redutor:

Para determinar a dosagem de acucar redutor, foi utilizado o método de
Somogy-Nelson, e efetuada a leitura no espectrofotometro a 540nm. Esta leitura foi
comparada com a uma curva de concentragdo padrao de glicose (Img/ml em

diferentes concentragées) " (18,
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Determinacao de proteina:

A dosagem de proteina total foi realizada segundo o método proposto por
BRADFORD (1976). A leitura foi realizada no espectrofotometro a 595nm. Esta
leitura foi comparada com a uma curva padrao de albumina (Img/ml em diferentes
concentracdes) 1 19,

Andlise de ressonancia magnética nuclear de carbono-13:

Os espectros de RMN-*Cforam obtidos pelo uso de espectrdmetro
BRUKER, modelo AVANCE-DRX-400 do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, incorporados a transformador de Fourier. As amostras foram
solubilizadas em oOxido de deutério (D.0), e colocadas em tubos de 15 cm de
comprimento e com 5 mm de diametro. As analises foram realizadas a 50-70°C, e
os deslocamentos quimicos foram [l lexpressos em ppm, utilizando como padrao

externo a acetona PA (3 30,2) 9.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o teste de umidade uma amostra inicial de 108,311g foi acondicionada
em estufa a 50°C por 24horas, apés 24horas observou-se umidade na amostra a
gual permaneceu por mais 24 horas acondicionada em estufa e 1hora em
dessecador, na pesagem final obteve-se uma amostra de 11,0479, que corresponde

um teor de umidade de 89,80%.

A extracdo do polissacarideo foi realizada pelo método da autoclave a 120°C

por 20minutos, utilizando-se 11,0479 da amostra seca. O extrato obtido foi filtrado,
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posteriormente concentrado em evaporador rotatério a 70°C e dialisado em
membrana de didlise com cut-off de 12.000 Da contra dgua corrente por 48horas.
Depois de dialisado o extrato foi liofiizado para a obtencdo do polissacarideo,

fornecendo um rendimento de 0,386g (3,5%) em relagcéo ao peso seco.

Para dosagem de acucar total utilizou-se o método Fenol-Acido Sulfarico, que
fundamenta-se na determinacdo de acucares simples, polissacarideos e seus
derivados incluindo os metil-ésteres com grupos redutores livres, apds a
desidratacdo dos mesmos pelo acido sulfurico e subsequente complexacdo dos
produtos formados com o fenol, a mudanca da cor da solucdo € medida na regido do
visivel e é proporcional a quantidade de agucares presentes na amostra. O teor de
acucares total na amostra foi de 48,06%.

O teor de acucar redutor encontrado foi de 4%, a dosagem realizada utilizou a
metodologia de Somogy e Nelson, em que ocorre a reacédo dos glicideos redutores
aquecidos em meio alcalino, transformando-se em enodiéis que reduzem o ion
cuprico presente a cuproso. O oxido cuproso assim formado reduz a reacéo arsénio-
molibidico a 6xido de molibdénio de coloracdo azul, cuja intensidade de cor é
proporcional a quantidade de acUcares redutores existentes na amostra.

Através do método de BRADFORD (1976), foi efetuada a dosagem de
proteinas totais em que obteve-se um teor de 1,6%. Este método € baseado na
interacdo entre o corante Coomassie brilliant blue (BG-250) e macromoléculas de
proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No

pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-
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250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que
absorve fortemente em 595 nm.

A presenca da inulina no extrato foi determinada por analise de RMN-C*3, a
analise do espectro apresentou sinais correspondentes aos carbonos da unidade de
frutose. O C1 da frutose é visto em 61,2ppm, o C2 que se encontra-se ligado possuli
um deslocamento quimico de 102,6ppm, o C3 € visto em 77,5ppm, 0 C4 em
74, 7ppm, C5 em 81,2ppm e finalmente C6 aparece em 62,2ppm (FIGURA 2).

Figura 2: Espectro de RMN — ** C do polissacarideo inulina. Andlise realizada com
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probe de 5 mm, 50° C, em D,0. Os deslocamentos quimicos (8) Sdo expressos em

ppm.
Estes dados estdo de acordo com o trabalho de OLIVEIRA et al (2011) e

CERANTOLA (2004), que determinam os deslocamentos quimicos pra um

frutooligossacarideo de folhas de raizes de Stevia rebaudiana. Os sinais para as

m Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, 6: 195-208 * ISSN 1984-7041



FACULDADES
INTEGRADAS
DO BRASIL

onal

Cadernos da Escola de Saude
204

unidades de glicose ndo puderam ser determinados devido a proporcdo entre as
unidades de frutose e glicose.

Na figura 2, ainda observa-se dois sinais na regido de carbono anomérico em
100ppm e 99,2ppm, sugerindo que mais de uma molécula pode estar presente no
extrato, ndo so a inulina, sendo necessario um processo de purificacdo para separar

esse outro polissacarideo da inulina ¢ @b,

CONSIDERACOES FINAIS

Os teores de proteina, acucar total e agucar redutor estdo de acordo com 0s
dados obtidos por NOGUEIRA (2002), que utilizou a mesma metodologia de
extragcdo com autoclave. Apesar do rendimento baixo de 3,5%, uma diferenca deve
ser levada em consideracdo devido o uso de uma espécie diferente de chicdria,
onde nos trabalhos publicados a espécie mais utilizada € a Chicorium intybus, a
gual possui uma raiz mais tuberosa que a Chicorium indivia, proporcionando um
maior acumulo de inulina nessa raiz.

O método de extracao utilizado mostrou-se eficaz, porém nao extraiu somente
inulina. E um método rapido e pratico para se fazer um extrato, mas para a obtencao
da inulina pura seria necessario outros processos.

A didlise em membrana cut-off de 12-14.000Da utilizada nesse trabalho
depois da extracdo em autoclave reteve apenas 0s polissacarideos que tinham peso
molecular superior ao cut-off da membrana, ndo sendo possivel reter

oligossacarideos e polissacarideos menores.
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De acordo com MARCHETTI (1993) a extracdo da inulina de raizes de
chicéria permite extrair oligbmeros com diferentes graus de polimeracdo, sendo
compostos de dissacarideos e inulina com 3 a 60 unidades de frutose 2.

A metodologia empregada por FIGUEIRA (2000) faz um congelamento prévio
do extrato para em seguida, depois de descongelada a amostra, realizar uma
centrifugacdo e o material centrifugado é a inulina. Este processo esta baseado na
solubilidade da inulina em uma temperatura mais baixa.

Apesar de ndo se obter uma inulina pura com a metodologia da dialise, foi
possivel identificar a presenca da inulina no extrato, por Ressonancia Magnética
Nuclear de *C, metodologia esta que mostrou seis sinais referentes aos seis
carbonos da frutose gerando um espectro caracteristico para esse polimero. Desta
maneira 0 passo de congelamento e centrifugacdo € mais eficiente para separar a
inulina que a membrana de didlise.
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