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RESUMO
Introducdo: A beterraba (Beta wilgaris L.) € um dos os poucos vegetais que contém um gru-
po de pigmentos altamente bioativos, as betalainas, que possuem alta capacidade antioxi-
dante e anti-inflamatdria, sendo associada a melhora de diversas patologias, como hiperten-
sdo, aterosclerose, diabetes 2, deméncia, doencas do figado, artrite e até mesmo cancer.
Objetivos: comparar trés diferentes métodos de quantificagcdo de betalaina. Métodos: A
quantificacdo das betalainas foi realizada por trés métodos, comparando-se os resultados
entre eles. Resultados: Os métodos 2 e 3 apresentaram resultados semelhantes, ja o méto-
do 1 apresentou resultados muito inferiores aos esperados, demonstrando-se ineficaz na
quantificacdo de betalainas, pois os valores encontrados (1,60805 mg/100g) estavam muito
abaixo da média (40 — 200 mg/100g) usualmente observada em beterrabas. Discusséo: Di-
versas metodologias tém sido empregadas para quantificagdo de betalainas, com diferentes
solventes, materiais e métodos, no entanto ainda ndo hd um consenso sobre qual o melhor
método. Dessa forma é importante desenwolver estudos que possam elucidar quais métodos
sdo aplicaweis e quais ndo sdo. Conclusdo: No presente estudo foi possivel observar que a
metodologia 1 ndo foi eficiente para quantificacdo de betalainas, o que pode ser um fator li-
mitante para seu uso em estudos onde a quantificacdo do pigmento é primordial.
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ABSTRACT
Introduction: Beetroot (Beta wlgaris L.) is one of the few vegetables that contain a group of
highly bioactive pigments, such as betalains, which has a high antioxidant and anti-
inflammatory capacity and is associated with the improvement of seweral pathologies, such
as hypertension, atherosclerosis Diabetes 2, dementia, liver disease, arthritis and even can-
cer. Objectives: compare three different methods of determining betalain. Methods: a quanti-
fication of meshes was performed by methods, comparing the results between them. Results:
Methods 1 and 2 showed results that were much lower than expected, demonstrating that it
was ineffective in the quantification of betalains, powder of the systems found (1.60805 mg /
100g) - 200 mg / 100g), usually observed in beets. Discussion: Sewveral methodologies have
been used to quantify betalains, with different solvents, materials and methods, there is still
no consensus on which method is best. In this way it is important the development of studies
that allow calculation methods. Conclusion: There is no study for quantification of betalains, it
is not efficient for quantification of betalains, which may be limiting for its use in studies where
a quantification of the pigment is primordial..
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INTRODUCAO

Na ultima década, a beterraba (Beta wiga-
ris L.) tem atraido muita aten¢do como um
alimento funcional, com importante efeito pro-
motor de saude (CLIFFORD et al., 2016). Seu
recente interesse foi impulsionado principal-
mente pela descoberta de que a beterraba é
um dos 0s poucos \egetais que contém um
grupo de pigmentos altamente bioativos co-
nhecidos como betalainas. As betalainas deri-
vam da ordem de plantas Caryophyllales e séo
categorizadas como betacianinas, responsa-
veis pela cor vermelha/violeta, e betaxantinas,
responsaweis pela cor amarela (CLIFFORD et
al., 2015).

As betalainas possuem alta capacidade an-
tioxidante e anti-inflamatéria, o que despertou
o interesse em uma possivel utilizagdo da be-
terraba em patologias clinicas caracterizadas
por estresse oxidativo e inflamac&o cronica,
como doencas do figado, artrite e até mesmo
cancer. A ingestdo de beterraba tem sido as-
sociada a melhora de diversas patologias, co-
mo hipertensdo, aterosclerose, diabetes tipo 2
e deméncia (DALLA COSTA, 2015; CLIFFORD
et al., 2016). O consumo de beterraba obteve
resposta comparavel a um quimioterapico am-
plamente utilizado no tratamento de diversos
tipos de canceres, além de elevado efeito inibi-
tério sobre multiplicacdo de células cancerige-
nas, especialmente nas derivadas do cancer
de estbmago e prostata (BOIVIN et al., 2009;
ZOU et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que a betalaina,
mesmo em baixa concentragdo, apresenta
importante a¢do antioxidante, inibindo a peroxi-
racdo lipidica e promovendo a protecdo das
células do sangue. H& evidéncias de que as
células vermelhas consigam incorporar as be-
talainas, evitando assim a hemdlise oxidativa.
A betalaina também demonstrou capacidade
de se ligar a molécula de LDL, aumentando a
resisténcia a oxidagdo, além de reducdo da
resposta inflamatéria e acdo hepato protetora
(GENTILE et al.,, 2004; GEORDIEV et al.,
2010; KANNER et al.,, 2001; TESORIERE et
al., 2004). Dentro desse contexto, € importante
conhecer técnicas que melhor permitem de-
terminar as concentracdes de betalaina de
beterrabas, facilitando assim o estudo e apri-
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moramento da sua utilizacdo. O objetivo do
presente estudo €& comparar trés diferentes
métodos de quantificacdo de betalaina.

METODO

As beterrabas foram adquiridas na Central
de Abastecimento do Estado de Sergipe
(CEASA), na cidade de Aracaju. Eliminando-se
as unidades que apresentaram danos mecani-
cos e microbiolégicos, as beterrabas foram
devidamente higienizadas através da lavagem
em agua corrente com leve aplicacdo de acéo
fisica e posterior imersdo em uma solugéo
sanitizante (cloro ativo — 1 %) por 15 minutos.
Entdo os bulbos foram retirados e novamente
enxaguados para remo¢do do cloro residual,
estando assim, prontos para o processamento.

A quantificacdo das betalainas foi realizada
através dos trés métodos descritos a seguir:

Método 1: as amostras de 2 g de extrato de
beterraba foram previamente congeladas e
maceradas com 5 mL de agua destilada. A
solucdo obtida foi centrifugada a 4°C durante
40 minutos, empregando rotagdo de 6000rpm.
Em tubo de ensaio, homogeneizaram-se 400
puL do sobrenadante e 4 mL de agua destilada.
Foram realizadas leituras em duplicara das
solugdes a 476 nm, 538 nm e 600 nm (CAIl e
colaboradores, 1998).

Método 2: as amostras (2 g) extrato de be-
terraba foram previamente congeladas e mace-
radas em 5 ml de solvente (dgua). A solucédo
foi colocada em tubetes e centrifugada utili-
zando-se centrifuga refrigerada a 4°C (15.000
rpm) durante 40 minutos. Num tubo de ensaio,
foi homogeneizado 1ml do sobrenadante e
24ml de agua destilada. Foram realizadas leitu-
ras em duplicata das amostras a 476 nm, 538
nm e 600 nm (NILSSON, 1970).

Os calculos foram realizados pelas seguin-
tes formulas: x = 1,095 (a-c) > y = b-z-x/3,1 >
z=ax

Sendo: a = leitura da absorbancia a 538
nm; b = leitura a 476 nm; ¢ = leitura a 600 nm;
X = absorbancia de betacianina; y = absorban-
cia de betaxantina; z = absorbancia de impure-
zas.

Método 3: as amostras (1g) de extrato de
beterraba foram homogeneizadas em &gua e
transferidas para um baldo wolumétrico, onde o
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wlume foi completado para 100 mL. Em se-
guida, foram filtradas com papel filtro Whatman
n°l. Os filtrados foram ent&o utilizados para as
leituras espectrofotométricas realizadas em
duplicata. A quantificagcdo das betalainas foi
realizada de acordo com Lei de Beer Lambert-
Bougue, modificada por Tang e Norziah
(2007). Os célculos foram realizados pela
seguinte férmula:

Bc=AxPMx 1000 / ex |
Onde: Bc = equivalente em betanina (mg / L);
A = Amax a 536 nm; PM = peso molecular da
betanina (550 g / mol); € = coeficiente molar de
excitacdo da betanina (60.000 L / mol.cm); | =
largura da cubeta (1 cm); 1000 = Fator de dilui-
¢cao

Para andlise estatistica dos dados foi utili-
zado o software Assistat (Assisténcia Estatisti-
ca), versdo 7.7, beta e aplicou-se o teste de

RESULTADOS

Dentre as metodologias estudadas, os mé-
todos 2 e 3 apresentaram resultados seme-
Ihantes apesar das diferentes abordagens me-
todolégicas, jA o método 1 apresentou resulta-
dos muito inferiores aos esperados (Tabela 1).

Na tabela 2 sdo apresentadas as médias de
resultados dos diferentes métodos analisados
através do Software  Assistat, onde
demonstrou-se estatisticamente as diferencas
observadas entre as metodologias.

O método 1 diferiu estatisticamente
(p<0,001) dos métodos 2 e 3 quanto a
subclasse betacianina, e consequentemente
betanina. Ja em relacdo a subclasse
betaxantina, os métodos 1 e 2 diferiram
estatisticamente (p 0,0012), assim como para a
quantificacdo de impurezas, onde o método 2

Tuckey, a 5% de probabilidade, para deteccéo apresentou resultados significativamente

de diferencas entre médias. maiores.

Tabela 1

Comparacao entre trés diferentes métodos de quantificacdo de betalaina.

MET 1 MET 2 MET 3

mg/100g Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1  Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
Betacianina 1,592 1,625 93,167 91,095 88,084* 88,084*
Betaxantina 1,386 1,223 5,304 5,0445 - -

*Valores correspondentes a betanina, subclasse da betacianina e principal fragc&o da betalaina

Tabela 2

Médias e p-valor dos diferentes métodos de quantificagdo de betalaina.
mg/100g MET 1 MET 2 MET 3 p-valor
Betacianina 1,60852 92,1290 88,0840P <0,0001
Betaxantina 1,30452 5,1740P - 0,0012
Impurezas 0,03182 9,5260P - <0,0001




DISCUSSAO

Dentre as metodologias estudadas as me-
todologias 2 e 3 apresentaram melhores resul-
tados, sendo bastante semelhantes (Tabela 1).
No entanto, enquanto 0 método 2 € capaz de
diferenciar as duas principais classes do pig-
mento, o método 3 demonstra apenas a princi-
pal fracdo da betalaina, a betanina — um sub-
grupo da betacianina, o que pode ser um fator
limitante para seu uso, pois desconsidera um
importante antioxidante natural (STINTZING &
CARLE, 2008; KLUGE & PRECZENHAK,
2016). Apesar da limitagcdo, ambos os métodos
tém sua importancia, pois a betacianina e con-
sequentemente a betanina é a parte mais ex-
pressiva do pigmento. Sendo ambas informa-
¢bes de grande utilidade cientifica, visto que,
como supracitado, a betalaina e suas fracdes
tém se destacado como potente antioxidante e
importante promotor de saude (CLIFFORD et
al., 2016; BOIVIN et al., 2009; GEORDIEV et
al., 2010; KANNER et al.,, 2001; TESORIERE
et al., 2004).

O método 1 se mostrou pouco eficaz na
guantificacdo de betalainas, como obsenado
na Tabela 2, onde os valores encontrados es-
tavam muito abaixo da média (40 - 200
mg/100g) usualmente observada em beterra-
bas (STINTZING & CARLE, 2008). E possivel
observar a diferenga significativa entre o pri-
meiro método e os demais, onde os resultados
demonstram claramente a discrepancia de
valores. No entanto, o método 1 apresentou
resultados inferiores de impurezas, em relacdo
ao método 2, o que seria uma vantagem na
guantificagcdo do pigmento. Acredita-se esse
elevado resultado de impurezas do método 2
deva-se a sensibilidade do método, que apre-
sentou valores significativamente maiores em
todas as classes estudadas, sendo mais sen-
sivel para quantificar as diferentes classes,
incluindo as impurezas.

Diversas metodologias tém sido emprega-
das para quantificacdo de betalainas, com
diferentes solventes, materiais e métodos, no
entanto ainda ndo ha um consenso sobre qual
o melhor método. Dessa forma é importante
desenwlver estudos que possam elucidar
guais métodos sdo aplicaweis e quais nao sao.
No presente estudo foi possivel observar que a
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metodologia 1 ndo foi eficiente para quantifica-
¢cdo de betalainas, o que pode ser um fator
limitante para seu uso em estudos onde a
quantificacdo do pigmento é primordial.

CONCLUSOES

A realizagdo de estudos de que verifiquem
a aplicabilidade de diferentes metodologias €
se suma importancia no ambiente cientifico,
pois em meio a inimeros métodos disponiveis
se torna muitas vezes dificil escolher o que
melhor se aplica ao estudo em questdo. Dessa
forma, através do presente estudo é possivel
observar as diferentes metodologias, suas
logisticas, custo beneficios e aplicabilidades.
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