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Resumo:

A cultura in vitro apresenta vantagens sobre a espécie in natura, visto que néo sofre
influéncia de fatores ambientais, permitindo uma producgéo controlada e continua de
metabdlitos de interesse, além de ser uma alternativa sustentavel. O objetivo deste
trabalho foi o estabelecimento da cultura de calos de Cereus hildmanianus em meio
liquido em agitador orbital e identificacdo de seu perfil lipidico por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM). Foram identificados
putativamente 6 acidos graxos, dentre eles 4 saturados (acido palmitico, acido
margarico, acido araquidico e &cido behénico) e 2 insaturados (4cido linoléico e
acido linolénico). A cultura de calos em suspensao mostrou-se uma alternativa viavel
e eficaz para obtencéo de acidos graxos de calos de C. hildmannianus.

Introducao

Nos ultimos anos, as plantas medicinais ganharam destaque quanto ao seu uso
farmacoldgico e alimenticio, pois apresentam a capacidade de produzir metabdlitos
primérios e especializados, que além de participarem do desenvolvimento vegetal,
muitas vezes, sdo bioativos. Como exemplos de metabdlitos primarios tem-se os
lipidios, que tém destaque na saude e atuam na prevencdo de diversas doencas
(SIMOES et al., 2016).

A espécie Cereus hildmannianus, pertencente a familia Cactaceae, € uma espécie
promissora, pois possui grande variedade de substancias com propriedades
farmacoldgicas, nutricionais e biotecnolégicas de interesse. Seu uso abrange desde
a industria de cosméticos até o tratamento de doencas. Porém sua aplicacdo é
majoritariamente a partir da espécie in natura, o que pode levar a superexploracao e
ameacar a sobrevivéncia da espécie, desta forma uma alternativa biotecnoldgica
sustentavel seria o0 uso da cultura vegetal in vitro (SANTOS et al., 2021).

Para iniciar a cultura in vitro quaisquer fragmentos da planta podem ser utilizados
como explante, esse fragmento entdo sera colocado em um meio de cultura que
contenha macro e micronutrientes, hormoénios e vitaminas necessarios para o
desenvolvimento vegetal. Como vantagens dessa técnica tem-se a preservacao da
espécie vegetal e a producdo de metabdlitos de interesse de forma mais controlada,
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pois estes ndo séao influenciados por fatores ambientais, tais como predadores,
patdgenos, sazonalidade e composi¢cao do solo. Porém, como desvantagem pode-se
relatar seu alto custo. Uma alternativa que viabiliza economicamente a técnica é o
uso da cultura em suspensao, visto que nao se utiliza o agar como agente
solidificante e facilita a extracdo dos metabolitos de interesse (DJILIANOV et al.,
2005).

Sendo assim, o objetivo deste projeto foi estabelecer a cultura de calos em
suspensao do C. hildmannianus em meio Murashige e Skoog (MS) (1962) liquido
mantido em agitador orbital e caracterizar o perfil lipidico por meio da Cromatografia
a gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).

Materiais e Métodos
Estabelecimento da cultura de calos de C. hildmannianus em suspensao

Os tecidos de calos sdo mantidos em placas de Petri contendo meio MS, em
fotoperiodo 16h luz/8h escuro. Foi transferido 1g desse material para Erlenmeyers
de 125 mL contendo 50 mL de meio MS sem adicdo de agar, mantidos em agitador
orbital durante um periodo de tempo de 35 dias (5 semanas). Os calos obtidos apds
esse periodo foram liofilizados e mantidos em refrigerador até quantidades
suficientes para analises quimicas.

Esterificacao direta dos acidos graxos nos tecidos de calos

Em tubos de ensaio foram adicionados 100 mg do material liofilizado, em seguida
foram adicionados 2,0 mL de hidréxido de sédio (NaOH) (1,25 mol L) preparado em
metanol e submetidos a banho ultrassdnico por 15 min. Apos realizada a reacao,

foram adicionadas 2,0 mL de &cido cloridrico (HCl) (1,5 mol L") preparado em

metanol e novamente submetidos a banho ultrassénico por 15 min. Os &cidos
graxos metilados contidos nas amostras foram entdo extraidos com a adicao de 1,0
mL de hexano e agitacdo em vortex por 30 segundos seguido de centrifugacao
2.000 rpm por 5 min (o processo de extracao foi realizado trés vezes). As fases
superiores foram coletadas e injetadas no CG-EM (SANTOS et al., 2018).

Caracterizacdo do perfil de acidos graxos por Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados em um Cromatografo a
Géas (Agilent 7890B) acoplado a um espectrdmetro de massas (Agilent 5977A
MSD), equipado com uma coluna capilar Agilent HP-5MS Ul de silica fundida (30,0
m x 0,25 mm x 0,25 ym) e um injetor automatico (CTC PAL Control), utilizando:
temperatura do injetor de 235 °C, volume de injecdo 1 uL na razéo de 1:20 no modo
split, temperatura inicial da coluna de 50 °C com aquecimento gradual até 220 °C em
uma rampa de aquecimento de 40 °C min™. O He foi utilizado como géas de arraste
no fluxo de 1 mL min™. As temperaturas da linha de transferéncia, fonte de ionizacédo
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e quadrupolo foram 235, 230 e 150 °C, respectivamente. Os espectros de massas
foram obtidos no modo scan em um intervalo de 50 - 600 (m/z). A identificacdo dos
compostos foi realizada comparando seus espectros de massas com os dados da
biblioteca NIST 11.0 (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, EUA).

Resultados e Discussao

Estabelecimento da cultura de calos de C. hildmannianus em suspensao

Apbs o periodo de cinco semanas, a massa de calos cresceu de forma significativa
(78,77 = 14,38%) e consumiu todo o meio liquido fornecido. A cultura apresentou
uma coloracdo esbranquicada, levemente translicida e homogénea (Figura 1).

Figura 1 — A: Inéculo de calos de C. hildmannianus. B: Cultura recém preparada. C: Aspecto da
cultura ap6s 35 dias de cultivo. D: Calos liofilizados.

Esterificacdo direta dos acidos graxos nos tecidos de calos

A metilacdo direta, por ndo requerer a extracao prévia dos lipidios, € uma alternativa
mais rapida, econémica e sustentavel se comparada a metodologias convencionais
de extracao (SANTOS et al., 2018).

Caracterizacdo do perfil de &cidos graxos por Cromatografia a Ga&s acoplada a
Espectrometria de Massas

Foram identificados putativamente por CG-EM na cultura de calos de C.
hildmannianus em suspensao, seis acidos graxos, dentre eles quatro saturados:
acido palmitico (C16:0) com tempo de retencédo (tgr) 10,37 min; acido margarico
(C17:0), tr 11,13 min; &cido araquidico (C20:0), tg 15,29 min; e &cido behénico
(C22:0), tg 20,78 min. Além disso, foram identificados dois &acidos graxos
insaturados: acido linoléico (C18:2n6c), tg 11,83 min e acido linolénico (C18:3n3), tr
11,90 min. Nas proximas etapas do trabalho sera realizada a quantificagdo destes
acidos graxos por CG/FID, utilizando uma mistura de ésteres metilicos de acidos
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graxos padrdes C4-C24 (F.A.M.E.). E importante destacar que os &cidos graxos
insaturados sdo essenciais para a saude humana, pois desempenham importantes
fungBes no organismo, como a diminuicdo dos niveis de triglicerideos no sangue;
prevencdo do desenvolvimento de placas de gordura na parede das artérias,
estabilizacdo da pressao arterial; e diminuicAo da concentracdo de glicose,
contribuindo para reducéo da incidéncia de diabetes (SIMOES et al., 2016).

Conclusoes

A cultura de calos em suspensdo mostrou-se uma alternativa viavel a cultura
tradicional, uma vez que néo é utilizado agar, e eficaz para obtencdo de acidos
graxos saturados e insaturados de calos de C. hildmannianus.
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