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Resumo

A beterraba é uma raiz tuberosa de cor vermelho-arroxeada em virtude da presenca de
betalainas, as quais sao 6timos antioxidantes. O objetivo do trabalho foi avaliar os métodos
de secagem (liofilizacdo e secagem em forno) e de extragado (refluxo e ultrassom) sobre a
bioatividade da beterraba. Utilizaram-se os métodos DPPH e ABTS para determinar a
atividade antioxidante e o teor de flavonoides e compostos fendlicos totais para determinar
0s compostos bioativos. Além disso, o teor de minerais, umidade, cinzas, proteinas, lipidios
e fibras da beterraba também foram determinados. A extracdo realizada com auxilio de
ultrassom resultou em melhores valores de atividade antioxidante e compostos bioativos. O

mesmo comportamento foi observado para as amostras secas em liofilizador.

Palavras-chave: Compostos bioativos, ultrassom, refluxo, liofilizagdo, secagem por

aquecimento, suplementacao.



Abstract

The beet is a purplish red tuberous root due to the presence of betalains, which are
great antioxidants. The aim of this work was to evaluate drying methods (freeze and oven
drying) and extraction methods (reflux and ultrasound) regarding to the beet bioactivity.
DPPH and ABTS methods were used to determine antioxidant activity and the content of
flavonoids and total phenolic compounds to determine bioactive compounds. In addition, the
content of beet minerals, moisture, ashes, proteins, lipids and fibers were also determined.
Extraction performed with the aid of ultrasound resulted in better values of antioxidant activity

and bioactive compounds. The same behavior was observed for freeze-dried samples.

Keywords: Bioactive compounds, ultrasound, reflux, freeze-drying, heat drying,

supplementation.
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1. INTRODUGAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina, sendo o 3°
maior do mundo, segundo Almeida e Silva (2010). A industria equina tem um papel
importante na economia do Brasil, pois engloba fornecedores de insumos,
medicamentos e acessorios. A beterraba € muito estudada para alimentagao equina
por ter valiosas propriedades medicinais decorrente do seu elevado conteudo
de sais minerais, vitaminas e carboidratos. Com isso, ela fortalece os tenddes dos
animais e possui agao anti-inflamatéria (BRANDI & FURTADO, 2009).

Ja existe uma ragao equina no mercado que é a primeira ragao no Brasil que
contém alta concentracdo de polpa de beterraba (A GuabiTech Beet) (16%). A
beterraba pode melhorar a eficiéncia da flora intestinal, resultando em menor
acumulo de acido latico pds exercicios, além de conter alto teor de betacaroteno, um
precursor da vitamina A, que entra com agao antioxidante no organismo e aumenta
a resposta imune, tornando o animal mais resistente (BEET, 2019).

A beterraba também possui as vitaminas A, C e flavonoides como
antioxidantes. Para Amorim (2011), os antioxidantes presentes podem proteger o
musculo de traumas do exercicio fisico ao impedir o rompimento das membranas
celulares neutralizando os radicais livres e com isso diminuindo as dores
musculares.

Segundo Elias (2009), o método de secagem, assim como o método de
extragdo podem resultar em diferenga na atividade antioxidante de alimentos. Dessa
forma, o presente trabalho visa avaliar a influéncia do método de secagem e do

método de extracio sobre as propriedades antioxidantes de beterraba.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito dos métodos de secagem e extracdo sobre a atividade
antioxidante de beterraba, a fim de utiliza-la como um suplemento alimentar para

equinos.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a composi¢cdo centesimal (umidade, cinzas, proteinas, lipidios e
fibras) e teor de minerais da beterraba in natura;

e Determinar o melhor método de secagem (por forno ou liofilizador);

e Determinar o melhor método de extragdo de compostos bioativos (por refluxo ou
ultrassom);

e Determinar a atividade antioxidante dos extratos de beterraba pelos métodos de
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) e acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS);

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides dos extratos de

beterraba.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudar os beneficios da beterraba no metabolismo equino, podendo ajudar
os animais a terem um rendimento melhor dentro das arenas, e por ser uma
suplementacéo natural ela pode diminuir os riscos de intoxicagdo renal, muito
comum em animais atletas que sdo dopados com frequéncia.

Pensando entdo no bem-estar animal, procurou-se uma maneira de
vitamina-lo a longo prazo sem prejudica-lo, e deixando-o em forma, mais saudavel e

preparado para as excessivas competicoes.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. ALIMENTACAO EQUINA

Os equinos podem se destacar no esporte (sendo ele profissional ou hobby),
lazer e na equoterapia, trabalho este, que vem se destacando, pelos excelentes
resultados positivos alcancados e de sua contribuigdo social.

A alimentagdo especial do cavalo atleta tem como objetivo fornecer
nutrientes de qualidade e em quantidade para suprir as fortes exigéncias fisicas
realizadas. A adi¢ao de lipidios em dietas para equinos, substituindo os carboidratos
soluveis, é uma pratica vantajosa, pois os lipidios estabelecem efeitos benéficos,
aumentando o desempenho para exercicios, treinamentos e competigdes (BRANDI,
FURTADO, 2009).

Segundo Primiano (2010), os minerais sdo importantes para o rendimento da
energia, a saude dos tenddes, cascos, articulagdes, musculatura, circulacao
sanguinea e respiracao. Ainda em Primiano (2010), os minerais organicos sao
utilizados em ragdes de alta performance e sdo formados da parceria de um mineral
com um aminodacido, sendo rapidamente transportados para os tecidos corporais
através dos carreadores de aminoacidos e peptideos.

De acordo com Froes et al. (2007), a proteina é indispensavel como energia
para os equinos com grande carga de exercicios fisicos. Segundo a mesma autora,
dados sobre outras espécies animais estimam que o catabolismo proteico contribui
entre 5 a 15% da energia oxidativa produzida.

Reynolds (2007) apresenta que dietas pobres em fibras podem prejudicar o
animal, sendo que as alimentagées com menos de 6% de fibras mostram ter maior
propensao a causar colicas e disturbios gastricos, quando comparados a dietas com
12 a 14% de fibra. Com relacao ao teor das fibras na alimentacédo de equinos, ainda
sao necessarios maiores estudos para a determinacdo adequada da quantidade e
do tipo de digestdo (FROES et al., 1994). Braga (2006) cita que a fibra, na forma de
volumoso/feno, é excelente fonte de energia para equinos. Para serem adicionadas
as fibras habituais, surgem as “superfibras” que estdo presentes na polpa da
beterraba e na casca de soja, por apresentarem as mesmas caracteristicas

benéficas das fibras em geral, porém, geram uma maior concentragao de energia,
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decorrente da elevada concentragdo das fibras e da baixa concentragéo de lignina
destes produtos.

Logo, sugere a utilizacdo de dietas fundadas em volumoso de boa qualidade
e a introducdo de fontes de fibra com alta concentragdo de energia (polpa citrica,
polpa de beterraba, casca de soja). A menor contribuicdo de amido para o equino
pode prevenir a ocorréncia de disturbios digestivos e metabdlicos. Uma boa
possibilidade em aumentar a energia da dieta é unir fontes de fibra de fermentacao
rapida e carboidratos soluveis, contribuindo para a geragcédo de energia através do
aproveitamento das fibras, que deve ter em sua dieta no minimo 12% de fibra
(BRANDI, 2009).

4.2 BETERRABA

De acordo com Vitti, Kluge, Yamamotto (2003), a beterraba pertence a
familia Chenopodiaceae, originaria do sul e do leste da Europa e norte da Africa. Na
Grécia foi comprovada sua presencga desde o ano 425 a.C.

Existem diferentes tipos de beterraba. A forma primitiva a qual se derivou a
beterraba cultivada, caracteriza-se por Beta vulgaris perennis (CASSERES, 1981),
como apresentado na Figura 1. As que produzem sementes e raizes de diferentes

formas, cores e tamanhos sdo as formas: anual, bienal e tetra-anual.

Figura 1: Derivagado da espécie Beta vulgaris.

Beta vulgaris esculenta
“consumo in natura”

Beta vulgaris crassa
“forrageira”

Beta vulgaris altissima

Beta vulgaris perenni ‘. bl
g P = agucareira

Beta vulgaris cicla
“acelga”

(Fonte: Casseres, 1981)

As principais variedades da beterraba sdo a agucareira, utilizada para a

producdo de agucar, a forrageira, usada para a ragdo de animais e a beterraba de
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mesa, que é a que consumimos. Nesta variedade, as diferengas sdo basicamente o
formato e a cor da polpa (BRAMMER, 2002).

Segundo Tivelli et al. (2011), o sistema radicular pivotante da beterraba pode
alcancar a profundidade de 60 cm, com pouco afastamento lateral. A planta
desenvolve raiz tuberosa purpura. A cor vermelho-escura especifica das beterrabas
do comércio, se dao pelo pigmento antocianina, cor presente também nas nervuras
€ nos peciolos das folhas.

Devido a exigéncia de luz deste produto para passar da fase vegetal para a
fase reprodutiva, ha poucas espécies de cultivares de beterraba no Brasil (TIVELLI
et al, 2011). Cada cultivar conta com caracteristicas especificas quanto a area de
plantagcdo. Na Tabela 1, sdo apresentadas algumas cultivares de beterraba que séo
comercializados atualmente no Brasil e suas caracteristicas.

Devido a presenca de pigmentos betalainas® a beterraba forrageira dispoe
de uma coloracéo vermelho-arroxeada (VITTI, KLUGE, YAMAMOTTO, 2003).

Fenema (1995), coloca que as betalainas se repartem em duas classes: a
betaxantina (que da a caracteristica amarelada a hortalica) e a betacianina
(responsavel pela coloracdo avermelhada), resultando na coloragdo natural da
beterraba. As betalainas estdo em somente 10 familias da ordem Centrospermae e
sdo pigmentos hidrossoluveis.

As betalainas sao produtos naturais originarios do metabolismo secundario,
e pertencente ao grupo dos compostos nitrogenados alcaldides. Sdo pigmentos
hidrossoluveis e sdo separados em duas classes: as betacianina (com coloragéo
avermelhada) e as betaxantina (com coloragdo amarelada) (com estrutura quimica
apontada na figura 2), identificando a coloragao tipica das raizes. Estes pigmentos,
além de proporcionarem cor a beterraba, sdo importantes substancias antioxidantes
para a dieta humana (VITTI, KLUGE, YAMAMOTTO, 2003), atuam principalmente na
inibicdo da peroxidagdo lipidica, aumentando a resisténcia a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além de apresentar efeitos quimio-
preventivos e antimicrobianos (GENGATHARAN, DYKES, CHOO, 2015).

1 De acordo com Vitti; Kluge; Yamamotto; Jacomino (2003), as betalainas sdo compostos semelhantes
as antocianinas e flavonoides. As betalainas além de oferecerem cor, sdo importantes substancias
antioxidantes para a dieta humana.
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Figura 2: Estrutura quimica das betacianinas e betaxantinas

Betaxantinas

Betacianinas

(Fonte: Ciéncias da nutrigdo UAtlantica, 2013)

Burns (1995), cita que para conter um produto fresco visando o preparo e
consumo, é necessario uma selecédo da beterraba, lavagem e deixar descansar apos
o corte, ou seja um processo minimo. A beterraba pode ser considerada uma boa
fonte de energia, tendo uma alta concentragdo de acgucares, em torno de 15%. O
melago retirado da beterraba tem uma composicao variavel, sendo um subproduto
da beterraba, contendo de 50% a 55% de acucares fermentesciveis (DUARTE,
2018).

Ao cortar o produto, a membrana celular e as células sdo automaticamente
destruidas, ocorrendo assim uma modificagdo no metabolismo celular. A
durabilidade do produto inteiro e cortado é diferente por conta desses fatores citados
anteriormente. A quebra da membrana e das células resulta em um aumento na
respiracao e produgao do etileno causando uma reducgao radical da vida pds-colheita
do produto (BURNS,1995). Brecht (1995), aborda que o diferente tipo de cortes
podem alterar na qualidade do produto, “quanto maior a gravidade da injuria nos
tecidos, maior € a velocidade de deterioragao”.

A beterraba tem apresentado grande expansdo no mercado agricola. Além
de ela possuir substancias quimicas importantes em sua composigao, ela se destaca
entre as hortaligas, pelo seu conteudo em vitaminas do complexo B e os nutrientes
potassio, ferro, sodio, zinco e cobre (FERREIRA, 1990).
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A beterraba € uma das 17 hortalicas propagadas por sementes mais
importantes no Brasil, segundo levantamento realizado em 2014, pela Associagao
Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas — ABCSEM. Estudos apontam que 13
a 25 toneladas de beterraba podem ser cultivadas em 1 hectare de terras agricolas
nao-irrigadas. No caso de terras irrigadas, o rendimento se aproxima ao obtido para
a cana-de-agucar, entre 50 e 100 toneladas de beterraba (CGEE, 2010).

Marques (2010), na revista brasileira de agroecologia aborda que das
regides do Brasil, as que mais consumem a beterraba estédo localizadas no estado
de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Dos produtores de beterraba, 42%
estdo na regido Sudeste, 35% na regido sul e as demais regides sdo responsaveis
apenas por 23%. No nordeste o cultivo € limitado por ser uma regido muito quente o
que reduz a pigmentag¢ao do produto fazendo cair sua qualidade.

A beterraba no solo é vista como uma dos principais nutrientes e fonte de
energia para o sistema, capacitado para manter a produtividade dos solos. Silva e
Resck (1997) apresentam que “entre todos os beneficios da matéria organica,
destacam-se a melhoria das condicdes fisicas do solo, o fornecimento de energia
para o crescimento microbiano” refletindo assim na maior ciclagem de nutrientes.
Além disso, ela aumenta a infiltragdo de agua no solo, diminui as perdas de erosao,
melhora o solo, pois fornecem os nutrientes necessarios para as plantas crescerem.
(PAES, 1996).

Visto a importancia da beterraba na suplementagcdo animal, surge uma
demanda de maiores estudos que viabilizam este processo de implementacao,
destacando-se os métodos de secagem.

4.3 METODOS DE SECAGEM DE ALIMENTOS

A agua dos alimentos pode ser removida de diferentes maneiras
(FELLOWS, 1994; SILVA, 2000, FILHO et al. 2011): (a) secagem natural, que é
caracterizada pela exposicdao do produto as condi¢cbdes climaticas do local; (b)
secagem por ar aquecido, na qual sédo utilizados secadores cujo sistema baseia-se
na circulacdo de ar aquecido, combinando aquecimento do produto, por condugao
e/ou convecgdo, e remogado da umidade; (c) desidratacdo osmética, que € muito
utilizada como pré-processo de desidratagao; (d) liofilizagdo, que funciona com o

alimento congelado, depois € encaminhada para a camara de vacuo com aumento
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gradativo da temperatura, reduzindo deste modo a pressdo circunvizinha, o que
permite a agua congelada no material passar diretamente da fase solida para a fase
gasosa sem passar pela fase liquida; (e) atomizagéo, os quais se destacam como
processos que envolvem alta tecnologia, e, portanto, sdo de alto custo.

Para serem secas na estufa, a beterraba pode ser cortada em rodelas e

organizadas em grades como mostra a Figura 3.

Figura 3: Beterrabas cortadas, pré secagem.

(Fonte: Autoria prépria)

4.4 ANTIOXIDANTES E METODOS DE EXTRAGAO

Para Barreiros, David e Dadid (2006), os antioxidantes sdo substancias que
evitam a formagdo de radicais livres no organismo que ajudam contra o
envelhecimento celular e o aparecimento de doengas como o cancer. Os
antioxidantes bloqueiam o processo de oxidagao neutralizando os radicais livres,
com isso, eles tornam-se oxidados. Esta € a razdo pela qual existe uma necessidade

constante de recarregar os nossos recursos antioxidantes (NIETO et al, 2000).
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Os antioxidantes podem ser encontrados nos alimentos naturais, nos
suplementos de vitaminas e minerais, € nos cremes anti-idade. Entretanto, os
suplementos de antioxidantes, assim como qualquer outra suplementacdo, devem
ser aconselhados por um profissional de saude qualificado, como o médico ou o
nutricionista.

Os métodos de extracdao de compostos antioxidantes podem variar em
termos de solventes, agitacdo, temperatura, entre outros fatores. O refluxo com
etanol a 70% proporcionou o maior rendimento do bio-inseticida natural,
didesidrostemofolina, da raiz de Stemona collinsiae entre os extratos preparados por
diferentes métodos de extragdo (sonicagdo, refluxo, Soxhlet, maceracdo e
percolacdo). Zhang (2018), comparou a eficiéncia de extracdo dos ingredientes
ativos baicalina e puerarina de um composto de TCM compondo sete ervas com
dois métodos diferentes, decoccdo e refluxo. Segundo os autores, o método de
refluxo foi considerado melhor que o método de decocgao e os maiores rendimentos
de baicalina e puerarina foram obtidos a partir do método de refluxo com etanol a
60% como solvente de extracdo. A extragdo por refluxo € mais eficiente que a
percolagdo ou maceracao e requer menos tempo de extracado e solvente. Nao pode
ser utilizado para a extragao de produtos naturais termolabeis (ZHANG, 2018).

Outro método de extragcdo € a extragcdo assistida por ultrassom (US), que
consiste na aplicagao de ondas mecanicas em uma frequéncia acima do limiar da
audicado humana (> 20 KHz). Estas ondas sao geradas através de um transdutor,
que converte energia elétrica em energia mecanica. Dentre as vantagens
apresentadas por este método frente aos métodos convencionais estdo o menor
tempo de processo, o consumo baixo de solvente e a alta reprodutibilidade dos
ensaios (CHEMAT, HUMA, KHAN, 2011).

Na extragdo assistida por ultrassom (US), o principal efeito € o estresse
mecanico das células da matriz vegetal, aumento da permeabilidade das paredes
celulares, o que facilita a hidratacao e dilatacdo do material através do aumento do
tamanho dos poros da parede celular, facilitando o processo de difusdo e
transferéncia de massa (BENELLI, 2010). O aumento no tecido celular pode, em
alguns casos, quebrar a parede celular, liberando compostos, entre eles, aromaticos,
aumentando a eficiéncia do processo e/ou diminuindo o tempo de extracao através

do aumento da area de contato do solido com o solvente. Todos os beneficios
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referentes a essa técnica estdo diretamente ligados a poténcia e frequéncia do
aparelho (VINATORU, 2001; ZHANG, 2008).

4.5 ANTIOXIDANTES E METODOS DE DETERMINAGCAO

Os métodos de determinacdo de atividade antioxidante mais utilizados sao
DPPH, ABTS e compostos fendlicos totais (BOROSKI et al., 2015).

A molécula de DPPH (Figura 4) € definida como um radical livre estavel em
virtude do elétron desemparelhado por toda a molécula. Com isso a molécula se
identifica com uma coloragao violeta, caracterizada por uma banda de absorgdo em
etanol em cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substédncia em sequestrar o radical DPPH,
reduzindo-o a hidrazina (ALVES, 2010). Quando uma substancia que age como
doador de atomos de hidrogénio é inserida a uma solugdo de DPPH, a hidrazina é
formada com uma mudanga simultanea na coloracao de violeta para amarelo palido
(ALVES, 2010). Este método é considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos
mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade antioxidante de sucos

de frutas, extratos vegetais e substancias puras, como flavondides e terpendides.

Figura 4: Estrutura DPPH.
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(Fonte: OLIVEIRA, 2015)

O ensaio ABTS (Figura 5) pode avaliar a atividade de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica. Vale ressaltar que a reagdo com doadores de
hidrogénio apresenta baixa seletividade, e dependendo do composto, como por
exemplo, alguns polifendis e produtos de origem natural, a reagdo com ABTS é
muito lenta podendo influenciar no resultado (SURVESWARAN et al, 2007), porém,

€ muito eficiente na determinagdo de compostos antioxidantes primarios. Esta
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analise apura a capacidade dos extratos de folha de beterraba em sequestrar o
radical cation 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS),
comparado a um padréao antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico) em uma curva dose-resposta. Este método é uma excelente
ferramenta para determinar a atividade antioxidante de compostos doadores de

hidrogénio e de compostos terminadores de cadeias (OLIVEIRA, 2015).

Figura 5: Reacédo do ABTS.
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(Fonte: Scaotti et al., 2007)

Segundo Kuskoski et al (2005) e Santos et al (2008), os compostos fendlicos
presentes nos vegetais sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante. A
protecdo atribuida aos antioxidantes é decorrente da sua acédo redutora frente a
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sado moléculas formadas
continuamente durante os processos metabdlicos ou sdo provenientes de fontes
exdgenas. Quando em excesso, estas espécies reativas podem causar danos
celulares e contribuir para o surgimento de doengas cardiovasculares, neurologicas
e alguns tipos de cancer (NIKI et al, 2005; PRIOR et al, 1998).

Dessa forma, tendo em vista a demanda de um aperfeicoamento na
obtencdo do suplemento de beterraba, as técnicas de secagem e extragdo de
antioxidantes sdo relevantes como mencionado na revisdo bibliografica e

determinantes para um produto melhor.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. COLETA E SECAGEM DAS AMOSTRAS

As beterrabas forrageiras que foram utilizadas nas pesquisas foram obtidas
durante o més de agosto de 2019, em um comércio local, de Cascavel PR. As
amostras foram lavadas em agua corrente e fatiadas em um ralador.

Em seguida, submeteram-se 2 kg de amostra para secagem em liofilizador.
Realizaram-se testes com a beterraba in natura e depois de seca em forno, direto
em grades de aluminio, perfuradas com circulos de 3 cm de diametro. Verificou-se a
diferenca de umidade para definir as melhores condi¢cdes para atingir os valores de
umidade. Dessa forma, 3 kg de beterraba foram submetidas a secagem em estufa
com circulacdo de ar, por um periodo de 6 horas, a temperatura de 60 + 2 °C,
conforme Ferreira (2010), com modificagées. Outros 2 Kg foram armazenadas in

natura a vacuo para serem congeladas a -20°C, assim como as amostras secas.

5.2. EXTRACAO DAS AMOSTRAS SECAS

Foram realizadas duas formas de extragdo, a em ultrassom que foi feita em
agua, por 10 minutos, com uma voltagem de 100 W, realizadas em triplicata, e a de
refluxo, que também foi realiza em agua, durante 3 horas, em ftriplicata. Em ambas
utilizou-se 15 gramas de amostra para 150 mL de agua. E apoOs extraidas, as

amostras foram filtradas e liofilizadas para analisar suas atividades antioxidantes.

5.3. COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicdo centesimal foi determinada de acordo com ADOLFO LUTZ

(1985), e todas as analises foram realizadas em triplicata.

5.3.1 Perda por dessecacgao (umidade) — Secagem direta em estufa a 105°C

Foi colocado cerca de 5 g da amostra em uma capsula de porcelana,
previamente seca e pesada. Em seguida, o material foi aquecido durante 3 horas e
deixado para resfriar em um dessecador até que a amostra estivesse na

temperatura ambiente. Foi repetida a analise até que o peso permaneceu constante.
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Calculo:
100x N

P
N = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)
P = n° de gramas da amostra

= Umidade

5.3.2 Residuo por incineragao — Cinzas

Utilizou-se uma capsula de porcelana, previamente aquecida em uma mufla
a 550 °C, colocada em um dessecador para esfriar e quando estava em temperatura
ambiente foi pesada e anotado seu peso. Em seguida, foi pesado na balanga entre 5
a 10 g da amostra, colocada dentro das capsulas e levada a mufla em uma
temperatura de 550 °C. Em sequéncia, foi retirada e resfriada em um dessecador até
que estivesse na temperatura ambiente e posteriormente pesada.

Calculo:
100x N

P

= Cinzas

N = n° de g de cinzas

P = n° de g da amostra

5.3.3 Lipidios totais pelo método de Bligh-Dyer

Pesou-se 3,24 g da amostra homogeneizada e foi colocado em um béquer
de 150 mL. Adicionou-se 15 mL de cloroférmio e 30 mL de metanol, agitou-se.
Adicionou-se novamente 15 mL de cloroformio agitou-se mais 3 minutos, em
seguida colocou-se mais 15 mL de agua e agitou-se mais 5 minutos com o auxilio de
um agitador mecanico, em capela quimica. Filtrou-se o material homogeneizado,
utilizando funil de vidro com papel de filtro contendo cloreto de sédio, para um funil
de separagao. Apos completa separacao e clarificagao, recolheu-se a camada de
cloroférmio (inferior) em baldo de fundo chato com boca esmerilhada de 250 mL,
previamente tarado. Evaporou-se num evaporador rotativo no vacuo até a completa
remogao do solvente. Esfriou-se em um dessecador e pesou novamente. Foi refeita
esta operacao de aquecimento e resfriamento até peso manter-se constante.
Célculo:

px4

x 100 = Lipidios Totais (%)
p= peso dos lipideos (g) contido em 5 ml

g= peso da amostra (g)
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5.3.4 Proteinas Totais — Método de Kjeldahl classico

Pesou-se na balanga 1g da amostra em papel de seda. Colocou-se no balao
de Kjeldahl (papel+amostra). Inseriu-se 25 mL de acido sulfurico e adicionou-se 6 g
da mistura catalitica (dioxido de titdnio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de
potassio anidro, na proporcado 0,3:0,3:6.). Colocou-se em aquecimento em uma
chapa, dentro da capela, até a solugao se tornar azul-esverdeada e livre de material
nao digerido (pontos pretos). Aqueceu a amostra por mais uma hora, depois foi
colocado para esfriar. Transferiu-se quantitativamente o material do baldo para o
frasco de destilagao. Adicionou-se 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1 g de zinco
em po (para ajudar a clivagem das moléculas grandes de protidios). Ligou-se
imediatamente o baldo ao conjunto de destilacdo. Mergulhou a extremidade afilada
do refrigerante em 25 mL de &cido sulfurico 0,05 mol L', contido em frasco
Erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas do indicador vermelho de metila. Adicionou ao
frasco que continha a amostra digerida, por meio de um funil com torneira, solugao
de hidroxido de sédio a 30% até garantir um ligeiro excesso de base. Aqueceu até a
ebulicdo e destilou-se até obter cerca de (250-300) mL do destilado. Foi titulado o
excesso de acido cloridrico 0,05 mol L' com solugdo de hidréxido de sodio 0,1 mol
L', usando vermelho de metila.

Calculo:
Vx0,14x f

— Proteinas
P

V = diferencga entre o n° de mL de acido sulfurico 0,05 M e o n° de mL de hidréxido
de sddio 0,1 M gastos na titulagéo

P =n° de g da amostra

f = fator de conversao (5,75 para proteinas vegetais de acordo com RDC n° 360 de
BRASIL, 2003).

5.3.5 Fibra Bruta

Pesou-se 2 g da amostra, embalou-se em papel de filtro e foi amarrado com
|a. Foi feito extragdo continua em aparelho de Soxhlet, usou-se éter como solvente.
Aqueceu-se em estufa para eliminar o resto de solvente. O residuo foi transferido
para um frasco Erlenmeyer de 750 mL, com boca esmerilhada. Adicionou-se 100 mL

de solugao acida e 0,5 g de agente de filtracdo. Adaptou-se o frasco Erlenmeyer a
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um refrigerante de refluxo por 40 minutos a partir do tempo em que a solugéo acida
foi adicionada, mantendo sob aquecimento. Agitou-se com frequéncia, a fim de
evitar que gotas sequem na parede do frasco. Foi filtrado em um cadinho de Gooch
previamente preparado com areia diatomacea e com auxilio de vacuo.

Foi lavado com agua fervente até que a agua de lavagem néo tenha reagao
acida. Para lavar utilizou 20 mL de alcool e 20 mL de éter. Foi aquecido em estufa a
105°C, por 2 horas. Resfriado em um dessecador até a temperatura ambiente e foi
pesado, apods, repetiu-se as operagcdes de aquecimento e resfriamento até ter peso
constante. Incinerou em uma mufla a 550°C. Resfriou em um dessecador até a
temperatura ambiente. Pesou-se, repetiu esta operagdo de aquecimento e
resfriamento até ter um peso constante. A perda de peso foi igual a quantidade de
fibra bruta (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,1985).

5.4. DETERMINACAO DE MINERAIS

As digestdes foram feitas em triplicata, sendo preparado os brancos, pesou-
se 0,2500 £+ 0,010 g de amostra e adicionou-se 3 mL de HNO3s concentrado e foi
deixado por 16 h, depois, aqueceu a 125 °C por 2,5 horas, aumentando a
temperatura gradativamente. Em seguida, deixou-se esfriar no dessecador.
Adicionou-se 3 mL de H202 e aqueceu a 125 °C por 2 h, em tubo parcialmente
aberto. Aqueceu a 200 °C em tubo aberto, até a eliminag&o total do solvente. Foi
feito a redissolugdo quantitativa do residuo com 25 mL HNO3s 2 % (m/v) (DULCE, et
al., 2015).

5.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA CAPTURA DO RADICAL LIVRE (ABTS)

Preparou-se uma solucdo estoque de ABTS 7 mol L', onde dissolveu 192
mg de ABTS em &agua destilada, colocou-se em um baldo volumétrico (50 mL), e
completou até o menisco com agua destilada, homogeneizou-se e transferiu-se para
um frasco de vidro &mbar, devidamente etiquetado a temperatura ambiente.

Segunda solugao que foi feita é a de persulfato de potassio 140 mM, iniciou
o preparo dissolvendo 378,4 mg de persulfato de potassio em agua destilada,

transferiu-se para um baldo volumétrico (10mL) e completou até o menisco, colocou-
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se em um frasco de vidro d&mbar com identificacdo e foi mantido a temperatura
ambiente.

Apods, preparou-se o radical ABTS, ele foi preparado utilizando 5 mL da
solugdo estoque de ABTS misturado com 88 mL da solugdo de persulfato de
potassio. Esta solugéo foi mantida em locais escuros, a temperaturas ambientes por
16 horas. Em seguida, foi diluido 1 mL desta mistura chamada de radical ABTS em
alcool etilico, obteve uma absorbéancia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734 nm. A mistura foi
usada apenas no dia do preparo para realizar as analises.

Por ultimo, foi preparada a solugdo padréo de Trolox 2 y molL™". Inicialmente
foi dissolvido 25 mg de trolox em alcool etilico, colocou em um baldo volumétrico (50
mL) e completou com alcool etilico até o menisco, homogeneizou e foi transferido
para um frasco de vidro ambar devidamente identificado e foi armazenado em um
congelador. Para a curva padréao do Trolox, preparou-se balées volumétricos com 10
mL, adicionou-se solugdo padrao de trolox (2.000 y molL'.), em ambiente escuro foi
transferido 30 mL de cada solugdo de trolox (100 p molL', 500 py molL", 1.000 p
molL-", 1.500 y molL-" e 2.000 y molL-") e misturado com 3 mL da solugéo de radical
ABTS, homogeneizou-se, de preferéncia em um agitador de tubos e realizou a
leitura apds 6 minutos. Para isso utilizou-se alcool etilico como branco para zerar o
espectrofotometro.

A determinacao da atividade antioxidante total, segundo Rufino et al (2007),
foi obtida através do extrato do item anterior, onde foram preparados tubos de
ensaio com uma diluicdo 10 para 25, em ftriplicata e feita em ambiente escuro.
Transferiu-se uma aliquota de 30 pL do extrato da amostra para tubos de ensaio
contendo 3 mL do radical ABTS (homogeneizou-se em um agitador de tubos), na

sequéncia realizou a leitura com comprimento de onda de 734 nm apds 6 minutos.

5.6. CAPACIDADE DE CAPTURA DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA
(DPPH)

Todos os testes para determinar a capacidade de capturar os radicais livres
foram feitas em triplicata e para isso utilizou-se o DPPH, com modificagcdes No inicio,
utilizou-se 50 uL de solugdes aquosa dos extratos (2,5 mg mL-"), adicionou-se 3 mL

de solugdo metandlica de DPPH (0,06 mmol L), feita no escuro e mantida por 30
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minutos a temperatura ambiente. Utilizou agua destilada como branco para medir a

absorbancia no espectrofotémetro a 517 nm.

Calculo:

Acontrole — Aamostrax 100

= Atividade Antioxidante (%)
Acontrole

Onde:
A controle = absorvancia da solucdo de DPPH sem a amostra;

A amostra = absorvancia da amostra com o DPPH.

5.7. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TPC)

O TPC (compostos fendlicos totais) foi determinado pela metodologia criada
por Singleton e Rossi (1965), onde utiliza-se reagentes Folin-Ciocalteau, porém com
algumas mudancas. Adicionou-se em tubos de ensaio 250 L de solugbes aquosas
preparadas anteriormente com extrato na concentragdo de 2,5 mg mL"" contidos
com 250 uL do reagente de Folin-Ciocalteau, diluido em agua destilada em uma
proporcao de 1:1, colocou-se também 500 uyL de uma solugdo saturada de
carbonato de sédio (Na2COs) e 4 mL de agua destilada. As solugdes foram
incubadas no escuro por 25 minutos, centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm e
para medir a absorbancia no espectrofotbmetro UV-VIS, utilizou-se uma medida de
725 nm contra o branco. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Utilizou-se

acido galico para realizar a curva de calibragao.

5.8. TEOR DE FLAVONOIDES (FLA)

O FLA (teor de flavonoides) foi determinado pelo método escrito por Woisky
e Salatino (1998), porém, com modificagdes. Inicialmente, foram preparadas
solugdes aquosas de extratos (2,5 mg mL-"), 500 yL dessa solugio foi colocada em
tubos de ensaio, logo em seguida, adicionou-se 250 pyL de AICIs 5% (m/v em
metanol) e 4,25 mL de metanol, apdés 30 minutos mediu-se a absorbancia em um
espectrofotometro UV-VIS a 425 nm, medida em temperatura ambiente. Todas as
analises foram feitas em ftriplicata. E utilizou-se quercitina para a realizar a curva de

calibragao.



28

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados expressos
em média = desvio padrdo. Os resultados contendo duas médias foram submetidos
ao teste T (5% de probabilidade), e os resultados com trés ou mais médias foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de comparagao das médias

pelo teste de Tukey (5% de probabilidade) realizada pelo RStudy.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, realizaram-se as analises da composicdo centesimal da

beterraba in natura, como € mostrado os resultados na Figura 6.

Figura 6 — Composicao centesimal da beterraba (g/100g)

1,22 ) 1a67

5,42

- %
‘ / lipidios
® proteina
W cinzas

umidade

m fibra

90,46
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A beterraba in natura apresentou 90,46% de umidade. Dentre as outras
analises de composic¢ao centesimal, os lipidios se destacam com aproximadamente
5,42%, seguido de proteinas que representou menos da metade dos lipidios, cerca
de 1,69%, sucessivo de fibras que foi 1,22% e a determinacdo de cinzas que foi
encontrado 1,06%, valor muito préximo ao encontrado por Tivelli et al. (2011) que foi
de 1,10%.

Sequencialmente, fez-se a secagem das amostras por liofilizagdo e em forno
com circulagdo de ar. A beterraba seca em liofilizador apresentou um teor de
umidade de 3,85%. As amostras secas diretamente nas grades da estufa a 60°C,
por 6 horas, apresentaram 9,26% de umidade, deixando-as secas, com aspecto
quebradico (Figura 7). Nao deixou-se mais tempo na estufa para ndo correr o risco
de degradar os nutrientes da amostra.

Os teores de umidade encontrados para residuos secos na temperatura

avaliada, 60°C, apos 6 horas de secagem, foram abaixo de 15%, estando dentro do
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padrao preconizado na legislacdo vigente no pais para farinhas de trigo (BRASIL,
2005).

Figura 7 — Reducado de umidade da beterraba seca em forno a 60°C.

100
80 \

™~
™~
20 \\

0 1 2 3 - 5 6

=)
]

e
[=]

Umidade (%)

Tempo de secagem (h)

(Fonte: Autoria propria)

Para a primeira secagem realizada, utilizou-se as amostras de beterraba em
bandejas retangulares, a estufa a 60°C por um periodo de 4 horas, conforme
Ferreira (2010). Porém, nessa temperatura para este tempo, obteve-se uma taxa de
secagem muito baixa, ficando com 35,59% de umidade na amostra, como mostra na
Figura 7.

Na Tabela 1, para as analises de minerais da amostra in natura, obteve-se
valores muito proximos ao encontrado por Oliveira (2013), (109 mg100g™' para
calcio, 177 mg100g™" para fosforo, 189 mg100g™" para magnésio, 99 mg100g™" para
sédio). Ja para Grangeiro et al (2007), o valor encontrado para magnésio foi um total
de 252,37 mg100g'. Como o esperado, as amostras in natura apresentaram um

valor maior de minerais que a seca e a liofilizada.
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Tabela 1: Minerais na amostra da beterraba.

Minerais (mg/100g)*

Nutriente In Natura Seca em forno Liofilizada
Calcio 195,69 £ 0,17 43,00 £ 3,27 49,31 £3,08
Fésforo 218,93 + 0,30 49,73 +1,73 62,06 + 7,41
Ferro 3,49 £ 0,01 0,81 +0,02 0,99 0,11
Zinco 5,73 + 0,01 1,32+ 0,08 1,64 + 0,037
Manganés 10,97 £ 0,02 2,29 £0,19 3,479 0,18
Magnesio 265,26 + 1,18 59,04 + 4,21 66,13 + 3,47
Sédio 113,58 + 0,64 26,73 2,73 29,99 + 2,62
Potassio 4068,91 + 2,67 898,05 + 44,50 997,20 + 20,35
*Base seca

(Fonte: Autoria prépria)

Na Tabela 2, comparam-se as duas formas diferentes de extragao utilizadas
neste trabalho, sendo elas, refluxo e ultrassom, para cada tipo de secagem,
liofilizada ou seca na estufa. Para fendlicos totais houve uma diferenca significativa
(P<0,05%) entre as formas de extragdo para as amostras liofilizadas, ja para as

secas em forno ndo houve.

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos e flavonoides.

Fendlicos (mgEAG/g extrato)

Extracdao\Secagem Liofilizada Seca em estufa
Refluxo 13,21 + 0,285 12,64 + 0,247a
Ultrassom 10,34 £ 0,12%a 12,36 + 0,194°
Flavonoides (mgEQ/g extrato)
Refluxo 2,12 £ 0,14A0 1,70 £ 0,072
Ultrassom 5,54 + 0,238b 4,15+ 0,23Ba

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05) em cada
analise para cada tipo de secagem; Letras minusculas diferentes na mesma linha representam
diferencga significativa (P<0,05) em cada analise para cada tipo de extracao.

(Fonte: Autoria propria)

Houve diferenca significativa (P<0,05%) também entre o tipo de secagem

para a extragdo por ultrassom, o que ndo ocorreu entre a secagem para as amostras
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com extragao por refluxo. Ja para flavonoides, houve uma diferenca significativa
(P<0,05%) tanto na forma de extragao quanto no tipo de secagem, sendo mais que o
dobro uma da outra, tornando assim o método de ultrassom mais indicado para esse
determinado grupo de antioxidantes na amostra de beterraba, tanto seca em estufa,
como liofilizada.

Os compostos fendlicos, apesar de nao apresentarem importancia
nutricional direta, tém recebido muita atencédo devido a sua atividade biolégica. Uma
atraente hipdtese sugere que os alimentos vegetais que contenham metabdlitos
secundarios apresentem efeitos benéficos a saude, entre os quais o de anti-
inflamatadrios e antioxidantes (HARBORNE & WILLIANS, 2000).

Foi encontrado para fendlicos com a metodologia de extragao por ultrassom,
valores em média de 11,35 (mgEAG/g extrato), valores préoximos de LASTA et al
(2017), que foram de 21,00 (mgEAG/g extrato de folha de beterraba). Em Aguiar
(2017), foi encontrado nas amostras de beterraba valores para flavonoides em
média de 1,02 + 0,01 (mgEQ/g extrato), valor muito préximo ao encontrado nas
analises deste trabalho para a extragdao em refluxo com amostra seca na estufa,
ficou com valor de 1,70 £ 0,07 (mgEQ/g extrato).

Observando a Tabela 3, para o DPPH houve diferenca significativa
(P<0,05%) entre os tipos de extracdo e para a forma de secagem, sendo que na

liofilizada obteve a maior diferenca numeral.

Tabela 3: Atividade antioxidante.

DPPH (pmol ET/g extrato)

Extracdo\Secagem Liofilizada Seca em estufa
Refluxo 47,04 2,128 40,64 +0,80%
Ultrassom 25,44 + 3,492 52,37 +1,228b
ABTS (umol ET/g extrato)
Refluxo 74,20 £ 9,17A2 74,20 £ 3,61A2
Ultrassom 112,20 * 6,24 83,87 * 4,1682

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05) em cada
analise para cada tipo de secagem; Letras minusculas diferentes na mesma linha representam
diferenca significativa (P<0,05) em cada analise para cada tipo de extracao.

(Fonte: Autoria propria)

Os extratos obtidos tanto por ultrassom como por refluxo, para amostras
secas em estufa, apresentaram valores de DPPH de 52,37 + 1,22 e 40,64 = 0,80

pmol ET/g extrato, respectivamente. Este resultado € ligeiramente inferior ao
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potencial antioxidante encontrado para o antioxidante sintético BHT (67 upmol ET/g
extrato) no trabalho realizado por Cruz (2016). Esses valores indicam um alto
potencial antioxidante do extrato da beterraba e seu possivel emprego como
antioxidante industrial.

Ja para a analise de ABTS nao houve diferenca significativa (P<0,05%)
entre a forma de secagem para extragdes de refluxo. Porém, houve diferenca
significativa (P<0,05%) entre os métodos de extracdo e as amostras extraidas por
ultrassom tiveram diferengas significativas (P<0,05%) entre as formas de secagem
(liofilizada apresentou os valores maiores, 112,20 * 6,24 umol ET/g extrato). Quando
avaliou o potencial antioxidante pelo ABTS dos extratos de talo de beterraba obtidos
por ultrassom, Bergamaschi (2010) encontrou 121,48 (uM ET/g extrato) utilizando
etanol (80 %) e 79,67 (UM ET/g extrato) utilizando agua, respectivamente. Esses
valores sao muito parecidos com os obtidos nas analises realizadas neste trabalho.

Dessa forma, verifica-se que os valores obtidos foram de grande relevancia,
e a farinha de beterraba produzida, principalmente, por liofilizagdo, em combinagao
com o extrato preparado, principalmente, por ultrassom, indicam alto potencial para
serem utilizados na producdo da farinha animal com propriedades bioativas

conservadas.
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7. CONCLUSAO

Segundo os resultados obtidos, comparando a amostra seca em forno com a
liofilizada, observou-se que a secagem por liofilizagdo resultou, no geral, em valores
maiores de atividade antioxidante e de minerais para as amostras de beterraba.

Da mesma forma, a extragcao assistida por ultrassom pode ser um meio
potencial melhor para extrair compostos bioativos da beterraba, sendo que seus
valores em termos de atividade antioxidante e flavonoides foram superiores ao da
extracao por refluxo que foi testada também neste trabalho.

Assim, para a melhor conservagdo dos compostos bioativos, e consequente
preservagao da atividade antioxidante, o melhor método de secagem de beterraba
para obtencdo de farinha € por liofilizacdo e o melhor método de extracdo é por

ultrassom.
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