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RESUMO

A beterraba de mesa (Beta vulgaris L.) é originaria das regifes da
Europa, Asia e Mediterraneo. A raiz da beterraba é amplamente
utilizada na alimentacdo humana, producdo de acucar e etanol,
enquanto que suas folhas e talos sdo geralmente descartados, servindo
para compostagem ou alimentacdo animal. As folhas e talos da
beterraba sdo fonte de célcio, fésforo, vitamina A e C. A beterraba
também apresenta uma elevada capacidade antioxidante que esta
associada ao pigmento betalaina. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial antioxidante empregando diferentes técnicas para
obtencdo de extratos de folha e talo de beterraba vermelha. Os extratos
foram obtidos através de extracdes a baixa pressao (Soxhlet, maceracao
e ultrassom) utilizando agua, mistura agua e etanol, etanol e hexano
como solventes. Também foi empregada a técnica de extragdo com
fluido supercritico (ESC) para a obten¢do de extratos a partir da folha
de beterraba utilizando o solvente dioxido de carbono e como
cossolventes etanol e agua (em diferentes concentragdes) a 250 bar e
40°C. O processo de extragdo com liquido pressurizado (ELP), aplicado
apenas a folha, foi avaliado para pressbes de 75 a 125 bar a 40°C,
utilizando como solvente etanol e misturas de etanol e agua. As
diferentes tecnologias foram avaliadas quanto ao rendimento de
extracdo, a atividade antioxidante dos extratos (DPPH, ABTS e FRAP)
e pelo teor de compostos fendlicos totais (CFT) por Folin-Ciocalteu. Os
melhores resultados para potencial antioxidante e para CFT foram
detectados nos extratos obtidos com etanol como solvente, tanto para
folha quanto o talo de beterraba, enquanto que os maiores rendimentos
foram obtidos com solvente agua para folha (59,8+0,8 %) e mistura
agua etanol para o talo (51+2%) na técnica de Soxhlet. Nas técnicas a
alta pressdo, a ELP apresentou 6timos resultados em relacdo a ESC na
utilizagdo do etanol como solvente, demonstrando valores equivalentes
ou melhores que demonstrados pelo antioxidante sintético BHT.

Palavras-chave: tecnologia supercritica, liquido pressurizado,
antioxidantes, folha e talo de beterraba.






ABSTRACT

The beetroot (Beta vulgaris L.) originated in Europe, Asia and the
Mediterranean. The beet’s root is widely used for food supply,
production of sugar and ethanol while its leaves and stem are usually
disposed for animal nourishment or composting. The leaves and stem of
the beet are a resource of calcium, phosphorus and vitamins A and C.
This product has a high antioxidante capacity, that is associated with the
pigment betalain. Thus, the objective of this work was evaluate the
antioxidante potencial using different techniques to obtain leaves and
stem extracts of red beet. Beet leaves and stem extracts were obtained
by low pressure extractions (Soxhlet, maceration and ultrasonic) with
the organic solventes water, water and ethanol, ethanol and hexane. For
the beet leaf, supercritical fluid extraction (SFE) with ethanol and water
(in different concentrations) were carried out with parameters set at 250
bar, 0,5 kg/h and 40 °C. The pressurized liquid extraction process (PLE)
was evaluated at pressures of 75 to 125 bar at 40°C, using as solvent
ethanol and mixtures of ethanol and water for leaves. The different
technologies were evaluated from extraction vyield, antioxidante
potencial of extracts (DPPH, ABTS and FRAP) and total phenolic
compounds content (CFT) with Folin-Ciocalteu. It was found that the
best results for potencital antioxidante and phenolic were demonstrated
when ethanol was use as the solvente both leaf and stem while the
highest yields were obtained with water-to-sheet solvent (59.8 + 0.8%)
and ethanol-to-stalk mixture (51 + 2%) in the Soxhlet technique. In the
high pressure techniques, the PLE presented excellent results in relation
to ESC in the use of ethanol as solvent, demonstrating values equivalent
or better than demonstrated by BHT synthetic antioxidants.

Keywords: Supercritical Technology, Pressurized Liquid, antioxidants,
beetroot leaf and stem.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Early Wonder, (Beta vulgaris L.) .......ccoovvevivvnininnnsenenne 29
Figura 2 - Estruturas do 4acido betalamico, betacianina e
DELAXANTING. ....eevee e 36
Figura 3 - Representacdo do diagrama de fases de um componente
S8 TP OP R PURPRPPRPPRPN 41
Figura 4 - Representagdo da curva de extragdo..........cccevereverenerineennen. 44
Figura 5 - Cinética da curva de extragcio do liquido
Q1 EESIS{ U] €4 Vo [ SR 47

Figura 6 — Folha de beterraba in natura (a); folha desidratada (b); folha
triturada (c); talo in natura (d), talo desidratado (e) talo triturado (f) ...52

Figura 7 - Extracdo de folha de beterraba em aparato Soxhlet............... 57
Figura 8 — Equipamento de UIrassom...........ccocuveirennenenenienesineneens 58
Figura 9 - Unidade de extragdo com fluido supercritico ..........c.ccce..... 60
Figura 10 - Fluxograma da extracdo com fluido supercritico................ 60

Figura 11 - Fluxograma de extracdo com liquido pressurizado LP1......65
Figura 12 - Unidade de liquido pressurizado LP2. (1) Seringa de
solvente; (2) Bomba de solvente; (3) Banho termoestatico; (4) Célula de
extracdo; (5) Valvula de bloqueio; (6) Valvula back pressure; (7)

- L0 RSP OTRRR 67
Figura 13 - Mudanc¢a de coloracdo do meio reacional de captura do
FAAICAl DPPH.......cciiiiiiiiii e 72
Figura 14 — Curva padrdo de trolox para 0 TPTZ ......ccccovvvrereveennnne. 74
Figura 15 — Cinética de extragéo supercritica de folha de beterraba a 300
bar, 55 °C e com vazao de 0,05 KgCO2/N......cccvvcveiivieiiiciese s 81
Figura 16 — Cinéticas de extracdo com liquido pressurizado para a folha
de beterraba a 75, 100 e 125 bar com etanol a 3 mL/min...........c........ 83
Figura 17 — Comparativo entre rendimento global e CFT dos extratos de
folha de DELErraba...........cociviiiiii e 92

Figura 18 — Comparativo entre as trés técnicas para determinagdo in
vitro do potencial antioxidante dos extratos da folha de beterraba......102
Figura 19 — Comparativo entre Xo e CFT para os extratos de talo de
DELEITADA. .. e s 112
Figura 20 — Comparativo entre as trés técnicas para determinagdo in
vitro do potencial antioxidante dos extratos do talo de beterraba........ 120
Figura 21 — Curva de calibracdo do acido galico...........ccccecevvevvennrennas 147
Figura 22 — Curva de calibracdo: inibicdo do radical ABTS versus
concentragao do PAdrd0 trolOX........ccovveverrieirnieenieeeeee e 147



Figura 23 — Curva de calibracdo do padrdo trolox para metodologia

Figura 24- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Soxhlet
COM EEANOL. ... 159
Figura 25- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Soxhlet
COM AQUA. 1.ttt ittt sttt sttt bbb bbb bt esbesbese st e e e s e abeseeneas 159
Figura 26- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por
Ultrassom COMmM etanOl..........cccoeiiiriiriiiiie e 160
Figura 27 - CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Liquido
Pressurizado (1) com etanol @ 100 bar..........ccocevveveiiieniennsnseeinenas 160
Figura 28- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Liquido
Pressurizado (2) com etanol @ 100 bar.........ccccoocveveieienensnne e 161
Figura 29- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Extragéo
Supercritica com 7% de etanol e agua (90/10)........c.cccveeveivreveriennns 161
Figura 30- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Soxhlet
COM ELANOL. ...ttt e 162
Figura 31- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Soxhlet
COM AQUA € BLANOL......cui i s 162
Figura 32- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Extrago
Supercritica com 10 % de etanol.........c.cccceevvereieniencn s 163



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Valores nutricionais e composicdo por 100g da parte

comestivel da beterraba Crua...........cccvvevveneisienccse s 31
Tabela 2- Valores médios por 100 g do vegetal fresco...........cccevuenee 33
Tabela 3-Valores dos intervalos de varias propriedades de gases,
liquidos e fluidos SUPEICIILICOS........covvververerierierr e 42
Tabela 4 - indices de polaridade e constantes dielétrica dos solventes
UtIHiZados NAS EBP.........ccccviiiiiiecse e 56
Tabela 5 - Parametros para ensaios CiNEtiCoS..........cccvvvervierereeeeennenes 63
Tabela 6 — Composicao nutricional da folha de beterraba..................... 78
Tabela 7 — Caracterizagdo do leito de particulas para a folha de
DELEITADA. .. .o 79
Tabela 8 — Pardmetros da cinética de extragdo supercritica de folha de
beterraba a 300 bar, 55 °C e vazéo de 0,05 kgCOa/h........cccccevvvrrrnnne. 82

Tabela 9 - Rendimento global de extracdo para a folha de beterraba....85
Tabela 10 — Teor de compostos fenolicos totais para folha de
DELEITADA. ... s 88
Tabela 11 - Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos da folha de
beterraba através do método DPPH, expressos através da concentracdo

efetiva a 50 % de atividade (ECs0).......ccoerererirrerenniesenesie e 94
Tabela 12 - Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS
para os extratos da folha de beterraba...........ccocooveieveiiiiiiciccc 98

Tabela 13 - Determinacdo da atividade antioxidante total pelo método
de reducéo do ferro (FRAP) dos extratos obtidos da folha de beterraba a

DaIXA € AltA PrESSAOD........eveeereriesieeice e 100
Tabela 14 — Composicdo nutricional do talo de beterraba................... 104
Tabela 15 — Caracterizacdo do leito de particulas para o talo de
DELEITADA. ......veveceice e e 105

Tabela 16 — Rendimento global de extracdo para o talo de beterraba..107
Tabela 17 — Teor de compostos fendlicos totais obtidos para o talo de
beterraba e padrdes antioXidantes..........ccceovvereiireieinsenseseee e 110
Tabela 18 — Atividade antioxidante pelo método de captura do radical
DPPH para os extratos de talo de beterraba obtidos a baixa e a alta
PIESSED. ...ttt ettt ettt bbbt bbbt 113
Tabela 19 — Atividade antioxidante pelo método de captura do radical
ABTS dos extratos obtidos do talo de beterraba pelos métodos a baixa e
AIEA PIESSAD. ....c.veveectete ettt e 115



Tabela 20 - Determinacdo da atividade antioxidante total pelo método
de reducdo do ferro (FRAP) dos extratos obtidos do talo de beterraba a

DaIXA € AltA PrESSAD. ... .. eveeiierierieeiceee e 118
Tabela 21 — Compostos identificados nos extratos de folha e talo de
beterraba Por CG-EM ..o 122
Tabela 22 — Dados experimentais da curva cinética de ESC............... 149
Tabela 23 — Dados experimentais da curva cinética de ELP................ 151

Tabela 24 — Compostos identificados nos extratos de folha e talo de
beterraba por CG-EM ..ot 153



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs — Absorbancia

ABTS - Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ANOVA — Andlise de variancia

BHT — Butil-hidroxi-tolueno

CER - Etapa de extracdo constante (Constant Extraction Rate)
CG-EM - Cromatografia gasosa e espectrofometria de massa
CFT — Compostos fendlicos totais

DCP — Etapa difusional (Diffusion Controlled Period)

DPPH — Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

EAG — Equivalente ao Acido Galico

EBP — Extracdo a baixa pressao

ELP — Extracdo com Liquido Pressurizado

ESC — Extragdo Supercritica

EtOH — Etanol

FER — Etapa de Extragdo Decrescente (Falling Extraction Rate)
FRAP — Ferric reducing ability of plasma

GRAS — Geralmente reconhecido como seguro (Generally Recognized
as Safe)

Hex — Hexano

LP1 — Equipamento de Liquido pressurizado em escala maior
LP2 — Equipamento de Liquido Pressurizado em escala menor
pH — Potencial hidrogénio-iénico

SOX — Sohlet

TEAC — Atividade antioxidante equivalente ao trolox (Trolox
equivalente antioxidante capacity)

T — Temperatura (°C)

P — Presséo (bar)

US - Ultrassom






LISTA DE SIMBOLOS E UNIDADES

% - Percentual

bar — Unidade de presséo

cm? - Centimetro cubico

CO_ - Di6xido de carbono

Dr — Diametro médio de particula

CEsp — Concentracdo de antioxidante que ocasiona reducdo de 50 % da
absorbancia do radical DPPH.

m/m — Massa/massa

m/v — massa/volume

mesh — abertura da peneira (série de Tyler)
R2 - Coeficiente de determinacédo

Xo — Rendimento massico

¢ - Porosidade

pa — Massa especifica

pr— massa especifica real






SUMARIO

L INTRODUGAO........ooceeeeiieeeeeseseeesesees e ense s 25
1.1 OBIETIVOS. ...ttt 26
111 ODbjetivo geral.......cocoiiiiiiiiiiiee e 26
1.1.2  ODbjetivos eSPECITICOS.......cceerieirireri e 26
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......cooooeeeeereveeeeeseeseseessnseeion, 29
2.1 BETERRABA DE MESA - “EARLY WONDER”.(Beta

VUIGAIISLL) ..t 29
2.1.1  Folhas e talos de beterraba...........ccccocovvevniiiiennineiccceeen, 32
2.2 ANTIOXIDANTES.......coiiiiiietee et 33
221 BetalaiNas.......ccooeoiiueiiieieiiree e 35
2.3 METODOS DE EXTRAGAO.......cc.cooiiiiiieeeieiesesseie s 36
2.3.1  SOXNIEL (SOX)...ciieiiieiiiciee s 38
2.3.2  Macerago (MAQC).......ccooveeiisreie et 39
2.3.3  Extracao assistida por ultrassom (US) ......ccccccocevvrvnnrnnnennnn. 39
2.3.4  Extracdo Supercritica (ESC)......cc.ccovvrvrirniinenieninieneneeenienes 40
2.3.4.1 Curvas de extragao SUPErCIitiCa.........ccocervererierreinrereereseeseenennns 43
2.3.4.2 Fendmenos de transporte envolVidos...........cccevveeerevinnnnenanas 45
2.3.5 Extracdo com Liquido Pressurizado (ELP).......c..ccccccevveunee. 46
2.4 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE........ 49
3 MATERIAIS E METODOS........cooooieeieeeeeeeeeeeee e 51
3.1 OBTENCAO E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS

VEGETAIS. ..ottt 51

3.2 CARACTERIZAQAO DAS MATERIA-PRIMAS VEGETAIS....52
3.2.1 Determinacdo da massa especifica real das particulas (pr).53
3.3 CARACTERIZACAOQO DO LEITO DE PARTICULAS DA ESC..54

3.3.1 Determinacéo do diametro médio de particulas.................. 54
3.3.2 Determinacéo da massa especifica aparente do leito de ESC

(D) v ereerereere ettt 54
3.3.3 Porosidade do leito de ESC (£).......cooervrreirnininieeineceens 55
3.3.4  Determinagéo damassaespecificado CO; supercritico (p)..55
3.4 EXTRACOES A BAIXA PRESSAO........ccooimveeeeieeesrereeesieninn, 55
3.4.1 Extracdo em aparato Soxhlet (SOX)......c.cccorvivnriiinninnnne. 56
3.4.2 Extracdo através de macerago (MAC)........ccocoverrveiennnes 57
3.4.3 Extracdo assistida por ultrassom (US)........c.cccecevvrivnennnnnns 57
3.5 EXTRAGAO SUPERCRITICA (ESC)...ccovvereeeiereieeeeeiesrernns 59

351 UNIAade de ESCi......coooeeeeeeeeeeeee et 59



3.5.2  Procedimento experimental...........cccccoevvivniniiveieneiieneseneens 61

3.5.3  EXPerimentos CINELICOS. .......c.ccurvrrereniieninieese st 62
3.5.4  Emprego de COSSOIVENTE.......cccocvivreeieieeiese e 63
3.6 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (ELP).............. 64
3.6.1 Unidade de ELP em escala maior (LP1)........cccceoevvrernnnnne 64
3.6.2  ENSAIOS CINELICOS. ...c.eeiiviieiieiisie ettt 65

3.6.3  Determinacéo do rendimento global de extragcdo com ELP..66
3.6.4 Montagem e testes de equipamento de ELP em escala

MENOK (LP2).....oiiiiiiiiieeee e 66

3.7 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE
EXTRAGAO (X0).rereeeereereeeeissssiesisssesssssssssss s sessssssensensons 68

3.8 DETERMINAGCAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS
E DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE .....coooviiirrie e 68
3.8.1 Conteldo de fendlicos totais (CFT).....c..ccccvevrivrienninninrenennnn, 69
3.8.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH........ 70
3.8.3  Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS......... 72
3.8.4  Potencial antioxidante pelo pelo método de reducao do ferro
(FRAP) ..ottt 73

3.9 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS......cccocverrererrrann, 75
3.10  ANALISE ESTATISTICA ...ooiirereeeeeirneesneeissseseesseenenn 76
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.........cccooemeimerereeeeerrenreseerieeen, 77
4.1 FOLHA DE BETERRABA........coi ettt 77
4.1.1 Caracterizacdo da matéria-prima e do leito de
PAFTICUIAS. ....c.civiiciciie e s 77

412 Cinética de ESC.......cccooeiiiiiiicis s 79
4.1.3  Testes preliminares N@ ESC...........ccocvvvviviiviiiienc e 82
414  Cinética de ELP.......ccoiiecce s 83
4.15 Rendimento global de extragao (Xo).....c.ccoeerererereerererirnnnnn. 84
4,16 Conteudo de fendlicos totais e potencial antioxidante......... 87
4.1.6.1 Conteudo de Fenolicos Totais (CFT)...cccccceveveievericiesesieenen, 87
4.1.6.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH.............. 92
4.1.6.3 Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS.............. 96
4.1.6.4 Potencial antioxidante pelo método FRAP...........ccccceveivevenennen, 99
4.1.6.5 ConsideragBes sobre a folha de beterraba..........c.cocccevvreenene 103
4.2 TALO DE BETERRABA........cco oottt 103
4,21 Caracterizacdo da matéria-prima e do leito de
PAFTICUIAS. ...t 103

4.2.2 Rendimento global de extragdo (Xo).....c.ccoererveeereererueeenen. 105

4.2.3 Conteudo de fendlicos totais e potencial antioxidante.......108



4.2.3.1 Conteudo de Fenodlicos Totais (CFT)...ccccocvveveievenenricreenenns 108

4.2.3.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH............ 112
4.2.3.3 Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS............ 114
4.2.3.4 Potencial antioxidante pelo método FRAP...........cccceeveevrnnene. 116
4.2.3.5 Consideracdes sobre o talo de beterraba...........cococevveiienennns 119
4.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS........coovvverrrrenenn. 120
5 CONCLUSAOD.......oiviiiieeissiesies s 125
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS..................... 129

REFERENCIAS. ..ot ssssssssees 131

APENDICES ... eeee e ee et ee e anann 147






1 INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, o Brasil evoluiu de um pais dependente de
importacdo e se tornou lider em producéo e exportacao de café, acUcar,
soja, suco de laranja e carnes para 0 mundo. Mesmo estando entre os
cinco maiores produtores mundiais de alimentos, uma grande parte da
producdo brasileira é perdida na cadeia de distribuicdo, que compreende
desde a colheita até o consumo doméstico. E muito preocupante quando,
toneladas de alimentos que poderiam estar alimentando populacdes
estdo simplesmente sendo perdidas. Desta forma, a implementacdo de
politicas de conscientizacéo, que auxiliem desde o produtor na hora da
colheita até o consumidor no supermercado, sd0 muito importantes e
urgentes. Uma 6tima alternativa é a agregacdo de valor aos residuos,
comecando pelo produtor agricola e percorrendo toda a cadeia
produtiva.

A beterraba de mesa é uma hortalica amplamente consumida no
Brasil, o Censo Agropecudrio mais recente para este produto (IBGE,
2009), aponta a existéncia 21.937 estabelecimentos agricolas que
produzem 177.154 toneladas de beterraba. Os cinco principais Estados
produtores em 2006 totalizavam mais de 75% da quantidade produzida
do pais. Esses Estados sdo: Parand que concentra a maior produgdo
(20,0%), Sao Paulo (17,0%), Minas Gerais (15,5%), Rio Grande do Sul
(15,0%) e Bahia (8,0%).

Sabe-se que a comercializagdo da beterraba se d& principalmente
por causa de sua raiz tuberosa, da qual apenas 10 % é comercializada
com as folhas e talos, sendo que estes ja sdo descartados no proprio
produtor, servindo de alimentacdo animal ou para compostagem. A raiz,
além de ser consumida em saladas in natura, cozida ou em conservas €
utilizada também como corante natural nas indUstrias, principalmente de
produtos lacteos, como iogurtes e sorvetes, assim como na confeccéo de
balas, confeitos e snacks (CONSTANT; et al, 2002; LEMES, 2013).
Atualmente o interesse nos compostos desta hortalica tem sido
despertado, uma vez que ela se apresenta como fonte de betalaina, um
antioxidante natural. E importante lembrar que, uma maneira de
minimizar residuos reaproveitando ao méaximo o potencial de um
alimento é a valorizacdo de suas propriedades e isso pode ser feito
através da extracdo de seus compostos bioativos.

Tanto a inddstria alimenticia quanto a farmacéutica tém
pesquisado novas fontes naturais com potencial de aplicacdo na
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conservacdo de alimentos ou emprego em cosméticos ou medicamentos.
Novas tecnologias tém sido desenvolvidas e aplicadas na extracdo destes
compostos, como alternativa aos métodos convencionais, como, por
exemplo, a extracdo supercritica ou a extracdo com liquidos
pressurizados. Estas técnicas ndo se utilizam de altas temperaturas e
podem ser realizadas em tempo reduzido, em comparacdo com
processos convencionais, como a extracdo realizada em aparato Soxhlet
Ou por maceragéo.

Sabendo do grande potencial antioxidante presente na raiz de
beterraba, percebe-se uma grande oportunidade no estudo das outras
partes dessa hortalica, que atualmente séo tratados como residuo, a fim
de investigar seu potencial como um antioxidante natural. A importancia
desse estudo se da ao fato de que ainda ndo estdo disponiveis dados
referentes a extracdo de compostos com potencial bioativo das folhas e
talos de beterraba.

1.1 Objetivos
1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos do residuo de
beterraba de mesa (Beta vulgaris L.) obtidos por meio de diferentes
técnicas de extracdo.

1.1.2  Objetivos especificos

a) Pré-tratar (secagem e moagem) e caracterizar (fisicoquimicamente)
folhas e talos da beterraba vermelha (Beta vulgaris L.);

b) Obter extratos provenientes da folha e do talo da beterraba
vermelha, empregando as seguintes técnicas a baixa pressao:
Soxhlet, maceragdo e ultrassom. Cada técnica foi realizada mediante
a utilizacdo de trés solventes organicos puros (agua, etanol e
hexano) e uma mistura de solventes (dgua e etanol 1:1)

¢) Realizar a cinética de extragdo supercritica com diéxido de carbono
puro para folha de beterraba e empregar o uso de cossolvente (dgua
ou etanol) no processo de extracdo supercritica, aplicando a melhor
condicdo para o talo;

d) Construir equipamento de extracdo por liquido pressurizado e
realizar cinética de extracdo e extracOes para folha de beterraba com
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f)
9)
h)
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diferentes press@es (75, 100 e 125 bar) e diferentes solventes (agua
e etanol), variando sua propor¢ao;

Determinar o potencial antioxidante dos diferentes extratos de
beterraba (folhas e talos) através dos métodos de captura do radical
DPPH, de captura do radical ABTS e de reducdo do composto
FRAP;

Determinar o teor de fendlicos totais (Folin-Ciocateu) presentes nos
diferentes extratos;

Identificar os compostos dos extratos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Comparar 0s métodos de extragdo quanto ao rendimento e qualidade
(representado pelo potencial antioxidante) dos extratos.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BETERRABA DE MESA: “Early Wonder” (Beta vulgaris L.)

A beterraba (Figura 1) é uma hortalica que pertence a familia das
Chenopodiaceae, segundo a classificacdo com base em pardmetros
morfoldgicos, sendo esta uma subfamilia da Amaranthaceae, originaria
das regides de clima temperado da Europa e Norte da Africa,
caracterizada por possuir uma raiz tuberosa comestivel. E uma hortalica
caracteristica da dieta do leste e centro Europeu, sendo usada também
como um remédio popular para doencas hepaticas e renais, na
estimulacdo do sistema hematopoiético e imunol6gico e como uma dieta
no tratamento do cancer. No Brasil, a beterraba é cultivada
principalmente nas regifes Sul e Sudeste (KANNER et al, 2001;
CAMARGO FILHO, MAZZEI, 2002; KUJAWSKA et al, 2009).

Figura 1 — Beterraba de mesa (“Early Wonder”, Beta vulgaris L.)

No Brasil, a beterraba horticola é a variedade de beterraba mais
cultivada. Em 2007, o comércio de sementes de beterraba horticola
movimentou mais de 5,6 milhdes de reais, as quais sdo destinadas ao
cultivo em mais de 20.000 ha (ABCSEM, 2011). Segundo o Censo
agropecuario de 2006, o mais recente realizado para a producdo de
beterraba, no Brasil ocorre em 21.937 estabelecimentos e 0s cincos
principais estados brasileiros produtores foram responsaveis por 75% da
producdo nacional, sendo esses: Parand (20,0%), Sdo Paulo (17,0%),
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Minas Gerais (15,5%), Rio Grande do Sul (15,0%) e Bahia (8,0%)
(IBGE, 2006).

A produtividade nacional média desta hortalica oscila entre 20,0 e
35,0 t/ha (REZENDE; CORDEIRO, 2007). De acordo com a Sintese
Anual da Agricultura (2011), em Santa Catarina, foram comercializados
na Central de Abastecimento do Estado de Santa Catarina (Ceasa/SC)
4.583,04 toneladas de tubérculos de beterraba. O principal centro
produtor em Santa Catarina ¢ o Vale do Itajai, nos municipios de
Ituporanga, Vidal Ramos e Imbuina (DUARTE et al., 2012).

A beterraba pertence a espécie Beta vulgaris L. que é dividida em
trés subespécies: Beta vulgaris ssp. adanesis, Beta vulgaris ssp.
maritima e Beta vulgaris ssp. vulgaris, sendo que esta Gltima agrupa
todas as cultivares ja domesticadas. As cultivares da subespécie Beta
vulgaris ssp. vulgaris podem ser subdivididas em quatro grupos:
beterrabas forrageiras, que sdo destinadas & alimentacdo animal;
beterrabas folhosas, onde a parte comestivel é a folha e os peciolos
(caule que fica entre a lamina das folhas), beterrabas agucareiras, que
apresentam a coloragdo branca, sendo cultivadas nos Estados Unidos e
na Europa; e as beterrabas horticolas, Unico grupo cultivado
comercialmente no Brasil, apresentando uma raiz tuberosa comestivel.

A cultivar mais tradicional ¢ a “Early Wonder”, também chamada
de beterraba de “mesa” ou vermelha, apresentando raizes de formato
regular e forte coloracdo vermelha devido a presenca das betalainas em
sua constituicdo (LANGE et al.,, 1999 apud FERREIRA, 2010;
HERNANDES et al., 2007). Sua colheita se d4 90 a 110 dias depois do
plantio (FABICHAK, 1977). Além de possuir substancias importantes, a
beterraba vem se destacando por sua composicdo nutricional
(HERNANDES et al., 2007; VITTI et al., 2003). Na Tabela 1 estdo
descritas as composigdes em vitaminas e sais minerais apresentadas por
esta hortaliga, segundo a tabela brasileira de composicdo dos alimentos
(UNICAMP, 2006).
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Tabela 1 — Valores nutricionais e composic¢éo por 100 g da parte comestivel da
beterraba crua.

Nutrientes Teor
Energia (kcal) 49
Agua (g) 86
Proteina (g) 19
Lipideos (g) 0,1
Carboidratos (g) 111
Fibra Alimentar (g) 34
Cinzas (g) 0,9
Célcio (mg) 18
Fosforo (mg) 19
Ferro (mg) 0,3
Sédio (mg) 10
Potassio (mg) 375
Tiamina (mg) 0,04
Riboflavina (mg) Trago
Piridoxina (mg) 0,04
Vitamina C (mg) 3,1

Fonte: Tabela brasileira de composic¢do dos alimentos (UNICAMP, 2016).

A beterraba vermelha (Beta wvulgaris L.) € cultivada
primeiramente por causa de suas raizes, que possuem um alto valor
nutricional e sdo usualmente consumidas depois de processadas. Elas
exibem um alto potencial antioxidante, que est4d associado com o
contetido do pigmento betalaina. As betalainas séo efetivas na captura
de radicais livres. (ESCRIBANO, J., et al. 1998; PEDRENO,
ESCRIBANO, 2000 apud MIKOLAJCZYK-BATOR et al., 2016).

Segundo Escribano et al., (1998), a cor das raizes de beterraba
(Beta vulgaris, L.) é devida a presenca de vaclolos celulares de
betacianinas vermelhas ou violetas e betaxantinas amarelas, das quais a
betanina e betanidina (betacianina) e vulgaxantina | e 1l (betaxantinas)
sdo as betalainas mais abundantes.

De acordo com Kujala (2000), o interesse em compostos da
beterraba vermelha tem aumentado, uma vez que, extratos de beterraba
tém mostrado um excepcional potencial antioxidante. Evidéncias
sugerem que alguns corantes naturais podem ser antioxidantes
nutricionalmente importantes e sua presenca na dieta pode reduzir o
risco de doencas cardiovasculares, cancro e outras associadas ao
envelhecimento (CAI et al., 2003). Alguns estudos apontam que as
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betalainas presentes na beterraba possuem um alto potencial
antioxidante e efeito anti-radical, representando uma nova classe de
antioxidantes cationicos (KANNER et al., 2001).

A beterraba também se enquadra na producdo de residuos, uma
vez que é cultural no Brasil descartar suas folhas, assim como as de
cenoura, brdcolis, e de outros produtos vegetais, mesmo que esses
residuos ainda possam ser reaproveitados (STORCK et al., 2013).
Segundo Matsura (2005), a problemética do tratamento de residuos
agroindustriais tem despertado o interesse de pesquisas envolvendo a
extracdo de componentes especificos presentes nesta matérias-prima. A
geracdo de residuos comega ja na colheita, pois sua realizacdo por mao-
de-obra ndo capacitada, inadequacdo do local onde é deixado e os
recipientes nos quais sdo transportados faz com que a perdas de
produtos nesta etapa sejam ainda maiores.

Na América Latina e no Caribe, a maioria dos alimentos é
perdida ou desperdicada na producdo e consumo, englobando todos os
segmentos da cadeia de abastecimento alimentar. Cerca de 28 % das
perdas de alimentos ocorrem na producdo, 17 % durante a
comercializacdo e distribuicdo, 22 % durante manuseio e
armazenamento e o restante 6 % durante o processamento (FAO, 2014).

2.1.1 Folhas e talos de beterraba

As folhas e talos da beterraba, em quase que sua totalidade, sdo
destinados ao descarte ainda pelo produtor, servindo como alimentacdo
de suinos ou como adubo na propria horta. A parte aérea, que se
constitui das folhas e dos talos, é mais rica em ferro, sodio, potassio,
vitamina A e do Complexo B, em niveis significativamente maiores aos
das raizes, o que revela a importancia de seu aproveitamento na
alimentacdo humana (TIVELLI et al., 2011).

Os estudos relacionados a esses residuos ainda sdo limitados a
sua composicdo mineral e nutricional. Melo e Farias (2014) estudaram a
composicdo nutricional, compostos fenolicos e potencial antioxidante
em partes comestiveis ndo convencionais de seis olericolas, entre elas
folhas e talos de beterraba. As folhas e talos apresentaram 1,8% e 4,23%
para proteina e carboidratos, respectivamente. Quanto a concentracao de
fendis, o talo apresentou 5,36 mg EAG/g extrato seco.

Mattos et al. (2009) afirmam que as folhas ndo convencionais de
olericolas podem ser utilizadas como alternativas alimentares de
aproveitamento integral dos alimentos, e como fonte de nutrientes, pois
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ao avaliarem a composicdo centesimal de folhas de beterraba e
espinafre, verificaram um alto contetdo de fibras e proteinas. Para a
beterraba foi obtido 31,54% e 10,18%, em base seca, para quantificagdo
de proteinas e fibras, respectivamente.

Monteiro (2009) avaliou hortalicas e suas partes comestiveis e
ndo comestiveis, para beterraba de mesa. Os resultados obtidos séo
mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios por 100 g do vegetal fresco.

Composicao Polpa Folha Talo
Rendimento (%) 44,05 27,43 28,52
Calorias (kcal) 12,43 15,80 8,80
Carboidratos (g) 1,62 0,39 1,17
Proteinas (g) 1,41 3,56 1,01
Lipideos (g) 0,03 0,00 0,01
Fibras (g) 2,54 1,17 2,38
Ferro (mg) 0,37 4,89 3,15
Calcio (mg) 7,39 75,86 19,87
Potassio (mg) 129,69 190,29 78,51
Umidade (g) 90,08 91,76 93,73

Fonte: adaptado de MONTEIRO (2009).

Em estudo realizado por Furlani et al. (1978) com 50 cultivares
abrangendo 35 espécies, a folha de beterraba apresentou para os
minerais N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Co, Al e Na,
valores de, respectivamente, 4,15%, 0,688%, 6,66%, 1,49%, 1,5%,
0,270%, 34 ppm, 36054 ppm,18,1 ppm, 684 ppm, 46 ppm, 0,2 ppm, 42
ppm, 0,21 ppm, 2196 ppm, 11886 ppm, e para agua um percentual de
93,5. Através desses estudos, percebe-se que os residuos de beterraba
sdo uma importante fonte de minerais e nutrientes, sendo imprescindivel
0 estudo de novas tecnologias para o seu aproveitamento.

2.2 ANTIOXIDANTES

A pesquisa envolvendo antioxidantes provenientes de fontes
naturais aumentou no final do século 20 e inicio do século 21,
permanecendo crescente no Brasil e no mundo devido aos beneficios
vinculados ao consumo dessas substancias para a sadde, bem como para
a industria alimenticia. Segundo a ANVISA (1997) antioxidante é a
substancia que retarda o aparecimento de alteracdo oxidativa nos
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alimentos. De um modo geral, os antioxidantes podem ser definidos
como moléculas capazes de diminuir ou prevenir a oxidacdo de outras
moléculas, podendo atuar em alimentos ou sistemas bioldgicos
(BOROSKI et al, 2015).

Os antioxidantes podem ser divididos genericamente, de acordo
com a sua origem, em sintéticos e naturais. Os antioxidantes sintéticos
sdo adicionados a matrizes sem a intencdo de nutrir, mas de retardar o
aparecimento de alteracGes oxidativas no alimento durante as etapas de
fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo (ANVISA,
1997). Os antioxidantes sintéticos mais utilizados pela industria
mundialmente sdo os compostos fenolicos butil-hidroxianisol (BHA),
butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroguinona (TBHQ) e galato de
propila (PG) (TAKEMOTO; TEIXERA FILHO; GODOY, 2009).

Os antioxidantes naturais podem ser substituintes dos sintéticos.
Além dos apelos em manter as propriedades organolépticas e quimicas
de alimentos, outras propriedades, como manutencdo da salde e
prevencdo de doengas, associam-se ao consumo de antioxidantes
naturais. Antioxidantes naturais podem ser sintetizados, mas sua
obtencdo deve ser de fontes naturais, ndo sintetizados em laboratério.
Dentre os antioxidantes naturais destacam-se as enzimas, vitaminas e
compostos fendlicos (ANVISA, 2015).

Os antioxidantes podem ser divididos em primarios e
secundarios. Os antioxidantes primarios geralmente sdo compostos
sintéticos que sdo usados em alimentos. Como j& citado anteriormente,
BHA, BHT, PG e TBHQ. No entanto, alguns componentes naturais dos
alimentos também agem como antioxidantes primarios e sdo
adicionados em alimentos. Tocoferois sdo os antioxidantes primarios
mais utilizados. Os carotenoides sdo outro grupo de compostos naturais
gue agem como antioxidante primario, porém, por mecanismos
diferentes (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).

Ja os antioxidantes secundarios, ou preventivos, agem de varios
mecanismos possiveis. Tais antioxidantes diminuem a taxa de oxidacédo
por diferentes formas, mas ndo convertem radicais livres em produtos
mais estaveis. Podem quelar metais pré-oxidantes e desativa-los,
repondo  hidrogénio para antioxidantes primarios, decompor
hidroperdxidos a espécies ndo radicais, desativar o oxigénio, absorver
radiacdo ultravioleta ou agir como sequestrante de oxigénio. Eles séo
classificados como sinergistas, pois promovem a atividade dos
antioxidantes primarios. Pode-se citar o 4cido citrico, &cido ascorbico e
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acido tartdrico como bons exemplos (REISCHE; LILLARD;
EITENMILLER, 2002).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por estudos com
antioxidantes naturais. Isso se deve a importancia do conhecimento das
propriedades antioxidantes de varios alimentos. Pesquisas associadas ao
desenvolvimento de novas técnicas e metodologias de andlise de
componentes bioativos, potencial antioxidante e determinagdes totais de
compostos ou grupos de compostos sdo consideradas importantes para
obtencdo de resultados mais confiaveis e precisos (BOROSKI, 2015).

2.2.1 Betalainas

As betalainas sdo compostos N-heterociclicos solUveis em agua
gue estdo localizados nos vacuolos das plantas, seu precursor comum €
0 é&cido betaldmico. Na natureza identificou-se mais de cingquenta
estruturas. As betalainas ndo pertencem ao grupo dos alcal6ides, pois na
natureza se apresentam na forma acida devido a presenca de varios
grupos carboxilas. Produzem coloracdo vermelha, amarela, rosa e
laranja em flores e frutas, sendo que a beterraba constitui a principal
fonte deste pigmento (CAl et al., 2005; VOLP et al., 2009).

As betacianinas podem ser classificadas por sua estrutura quimica
em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina. Até o
presente  momento foram descritos aproximadamente 50 tipos de
betacianinas (vermelhos) e 20 tipos de betaxantinas (amarelos). As
beterrabas contém ambos os corantes, cerca de 75-95% de betacianina
(betanina) e de betaxantina (vulgaxantina I) (CAl et al., 2005).

As betalainas sdo compostas de acido betaldmico (Figura 2), um
azoto contendo a estrutura do pigmento no nicleo, a condensacdo
espontanea do acido betalamico com os derivados glicosil ou aminas da
origem a betacianina violeta e a betaxantina amarela.
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Figura 2 — Estruturas do 4cido betalamico, betacianina e betaxantina.
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Fonte: GONCALVES et al., 2015.

Dentre suas propriedades funcionais, as betalainas séo
identificadas como um antioxidante natural. Apds estudos de
biodisponibilidade, alguns autores sugerem que as betalainas betanina e
indicaxantina estdo envolvidas na protecdo da particula de LDL-
colesterol contra modificacdes oxidativas (TESORIERE, 2004;
NETZEL, 2005). Os primeiros estudos j& indicavam que a beterraba
vermelha, alimento que possui maior fonte desta substancia, apresentava
um significativo efeito inibitério no céncer de pele e de pulmdo em
ratos. A atividade de varias betaxantinas e betacianinas sobre os radicais
livres esta muito ligada a sua estrutura, que é muito semelhante a das
betalainas. Sendo assim, a beterraba e os compostos presentes nela ja se
apresentam como alguns dos antioxidantes mais potentes e este
potencial antioxidante foi atribuido a caracteristicas estruturais das
betalainas (STINTZING; CARLE, 2004; VOLP et al., 2009).

Em estudo realizado por Davis (2004), as betaninas, em forma de
extrato de beterraba, demonstraram atuar também na prevencdo de
alguns tipos de cancer, dentre eles os canceres de pele e figado, devido a
suas propriedades antioxidantes. Sdo relatadas também outras
propriedades das betalainas, como a atividade antiviral e antimicrobiana.

2.3 METODOS DE EXTRACAO

O aumento do conhecimento cientifico sobre o impacto dos
alimentos e aditivos sintéticos na salide humana e a conscientizacdo dos
consumidores de que compostos naturais podem substitui-los tem
gerado interesse no desenvolvimento de novos processos que permitam
a extracdo de compostos bioativos a partir de matrizes naturais
(OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013).
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A extracdo € uma operagdo unitaria que tem por objetivo a
separacdo de compostos de uma matriz, seja ela sdlida ou liquida, por
meio de processos quimicos, fisicos ou mecéanicos (EGGERS; JAEGER,
2003). O processo de separagdo de um ou mais componentes de uma
mistura complexa é um requisito em vérias unidades da inddstria
alimenticia e farmacéutica. Geralmente, 0 maior objetivo dessas
indUstrias com essa operacdo é remover um componente especifico,
agregando valor ao produto (VIGANO, 2015). Esse componente
especifico pode ser desde um residuo a uma substancia interessante
presente em matrizes vegetais.

No caso da separagdo de substidncias de matrizes vegetais,
classifica-se como extracao/separacdo solido-liquido e pode ser divida
em convencional e ndo-convencional. Os métodos convencionais séo
conhecidos como técnicas classicas baseadas na aplicagdo de solventes
organicos, aplicacdo de calor ou agitacdo. Os métodos ndo
convencionais sdo técnicas que usam liquidos pressurizados, ultrassom,
enzimas, pulso elétrico, micro-ondas. Em contrapartida aos
convencionais, as técnicas ndo convencionais apresentam-se como uma
alternativa mais econémica e menos agressiva ambientalmente
(VIGANO, 2015).

Quando se trata de extra¢do é importante levar em conta o tipo de
material que se esta trabalhando, bem como os compostos de interesse a
serem extraidos, pois cada método apresenta particularidades, algumas
sendo limitantes, outras vantajosas. No que tange a extragdo de
compostos antioxidantes de matrizes vegetais, compostos que podem ser
chamados de bioativos, pode-se fazer uso de técnicas convencionais de
extracdo, como Soxhlet, maceracdo e ultrassom, que utilizam solventes
organicos ou, como alternativa, técnicas a alta pressdo, como a extra¢do
supercritica e liquido pressurizado.

As extracdes com solventes organicos podem utilizar uma ampla
variedade de solventes, como: alcodis metilico, etilico e propilico,
hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, agua, éter de petroleo.
Séo técnicas comumente aplicadas nas industrias quimica, farmacéutica
e de alimentos para a produgdo de extratos diversos (MEZZOMO,
2008).

Vale a pena ressaltar que a técnica empregada na extracdo de
compostos de alto valor agregado de diferentes produtos naturais €
fundamental para definicdo da qualidade do produto. A extragdo por
processos convencionais € possivelmente responsavel pela degradacédo
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térmica e contaminagdo do extrato com residuos de solvente. Paralelo a
isso, a grande competitividade na &rea de fitoterdpicos destaca a
importancia do emprego de técnicas modernas de extracdo
(REVERCHON, DE MARCO, 2006).

2.3.1 Soxhlet

Em 1879, Von Soxhlet desenvolveu um novo sistema de
extracdo, e esta técnica de lixiviagdo vem sendo amplamente utilizada
ao longo dos anos (SOXHLET, 1879 apud LUQUE DE CASTRO,
PRIEGO-CAPOTE, 2010). A extracdo em aparato Soxhlet tem sido
uma técnica-padrdo a mais de um século e utilizada como referéncia
primaria para comparar novos métodos de extracdo (LUQUE DE
CASTRO, PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Utilizada originalmente na determinacdo de gordura do leite, a
amostra é colocada no aparato, que é gradualmente cheio pelo solvente
condensado advindo do baldo de destilacdo. Quando o liquido atinge o
nivel de volume excessivo, o soluto é retirado por um sifdo, sendo este,
descarregado novamente no baldo de destilacdo. Essa operacdo €
repetida até que a extracdo se complete (SOXHLET, 1879 apud
LUQUE DE CASTRO, PRIEGO-CAPOTE, 2010)

A extragdo em Soxhlet é comumente utilizada na extracdo de
compostos sélidos utilizando solventes volateis e exigindo o emprego do
aparelho Soxhlet. Opera em ciclos de preenchimento do extrator onde se
encontra a matriz vegetal. E uma extragdo altamente eficiente em
virtude de que, em cada ciclo da operacdo, 0 material vegetal entra em
contato com o solvente renovado (SIMOES et al., 2003; LUQUE DE
CASTRO, PRIEGO-CAPOTE, 2010).

A extracdo em aparato Soxhlet tem vantagens atraentes, como: a
amostra é exposta ao contato repetido com porc¢des do solvente puro, o
que facilita a transferéncia de massa; ndo é necesséria a filtragdo apos a
extracdo e a produtividade pode ser aumentada através da realizacdo de
varias extracdes simultineas e paralelas; pelo baixo custo do
equipamento. E uma metodologia muito simples e que requer pouco
treinamento do operador (LUQUE DE CASTRO, et al., 1994; AOAC,
1990; 1SS0, 1998).

As maiores desvantagens da extracdo em aparato Soxhlet em
comparagdo com outras técnicas € a longa duragdo da extracdo, grande
guantidade e desperdicio de solvente, gerando problemas ambientais. As
amostras geralmente séo extraidas no ponto de ebulicdo do solvente,



39

durante longos periodos, resultando na decomposicdo térmica de
substancias termo sensiveis. E uma técnica limitada pelo extrator e
dificil de automatizar.

2.3.2 Maceragao

A maceracgao consiste em um processo estatico no qual a matéria-
prima permanece em contato com um solvente organico por tempo pré-
determinado, sob agitacdo ocasional. Geralmente realizada em
temperatura ambiente em um recipiente fechado e sem renovagdo do
liquido extrator, esta é uma das técnicas extrativas mais usuais devido a
simplicidade e baixo custo em relagdo a outras técnicas (VINATORU,
2001).

O processo de maceracdo depende muito da polaridade do
solvente extrator e da natureza da matéria-prima. Essa técnica nado
conduz ao esgotamento da matéria-prima, seja devido & saturagdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre
a concentracdo de soluto existente na matéria-prima e no solvente. A
velocidade com que se obtém o equilibrio é fungdo do tamanho dos
fragmentos de matéria-prima e do grau de intumescimento das células,
bem como da viscosidade e da polaridade do solvente (JACQUES,
2005; MELECCHI, 2005).

A maceracdo é largamente aplicada nas indUstrias farmacéutica,
quimica e de alimentos para a producdo de extratos. E o método
escolhido quando os principios ativos podem sofrer alteracdo pelo calor
ou pela presenca de oxigénio e sdo sollveis a temperatura ambiente, em
um solvente organico (MELECCHI, 2005). Como desvantagens, esta
técnica tem longos periodos de extracdo e a impossibilidade de extrair
totalmente os principios ativos da matéria-prima, uma vez que solvente
e amostra entram em equilibrio.

2.3.3 Extragéo assistida por ultrassom (US)

Ultrassom é um tipo especial de onda sonora que causa um
fendmeno quimico e fisico. Os mecanismos de extracdo envolvem dois
tipos de fendbmenos fisicos: difusdo através das paredes da célula e
lavagem da célula uma vez que a sua parede foi destruida. Ambos
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fendmenos sdo afetados pela irradiacdo do ultrassom (VINATORU,
2001). Os efeitos fisicos do ultrassom estdo associados com frequéncias
mais baixas, de 20 — 100 kHz, enquanto que os efeitos quimicos
dominam as frequéncias de 200 — 500 kHz (SOUZA et al., 2016). O
efeito mais importante de um sonicador em um liquido é causado por
cavitacdo acustica. Quando as ondas mecénicas sdo transmitidas através
de um fluido, induz em uma série de compressdes e rarefagdes nas
moléculas. Tais alteracdes de pressdo causam a producdo, crescimento e
colapso das bolhas. Este fendbmeno é conhecido como cavitacdo acustica
(ESCLAPEZ et al., 2011).

Na extracdo assistida por ultrassom (US), o principal efeito é o
estresse  mecanico das células da matriz vegetal, aumento da
permeabilidade das paredes celulares, o que facilita a hidratacdo e
dilatacdo do material através do aumento do tamanho dos poros da
parede celular, o que facilita o processo de difusdo e transferéncia de
massa (BENELLI et al., 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 extragdo através do aumento da &rea de contato do sélido com
0 solvente. Todos os beneficios referentes a essa técnica estdo
diretamente ligados a poténcia e frequéncia do aparelho (VINATORU,
2001; YANG, ZHANG, 2008).

2.3.4 Extracéo Supercritica (ESC)

A extracdo com fluido supercritico & uma alternativa aos métodos
comumente utilizados na separacdo de compostos ativos de ervas e
produtos naturais (MICHIELIN et al., 2009). E uma operacao unitéria
de transferéncia de massa que se utiliza de fluidos com temperaturas e
pressfes acima de seus pontos criticos, sendo denominados fluidos
supercriticos, como mostra a Figura 3. De acordo com Herrero,
Cifuentes e lbafies (2006), sob estas condi¢Bes, o fluido apresenta
simultaneamente propriedades de gas e de liquido, sendo que a
densidade do fluido é semelhante a do liquido enquanto que a
viscosidade € semelhante & do gas, a respeito da difusividade, seu valor
é intermediario ao do gas-liquido, aumentando seu poder de solvatagéo e
de transferéncia de massa. Na Tabela 3 sdo apresentados os valores dos
intervalos de vérias propriedades de gases, liquidos e fllidos
supercriticos.
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O estado supercritico pode ser definido como um estado em que
liquido e gas ndo se distinguem um do outro.

O fluido supercritico mais utilizado é o dioxido de carbono
(COy), por possuir propriedades criticas de temperatura de 31,1 °C e
pressdo de 73,8 bar, sendo barato, ecoldgico, seguro, apresentando alta
difusividade combinada com forca de solvente facilmente ajustavel.
Uma outra vantagem do CO; é que a pressdo ambiente ele esta no estado
gasoso, facilitando a recupera¢do do extrato. Quando se trata da
preparacdo de amostra de produtos naturais ou alimentos, a capacidade
de operacdo em baixas temperaturas ¢ muito importante, pois permite a
extracdo de compostos termicamente labeis ou facilmente oxidaveis
(BRUNNER, 1994; HERRERO et al., 2010).

Figura 3: Representacdo do diagrama de fases de um componente puro.
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/ /

I /
Liquido Fludo 7/
7/, Supercritico 7/

Solido

/
/ /
S /7

Ponto Critico (PC)

IJt -

Ponto triplo (PT)
Gas

Temperatura

Fonte: Adaptado de MUKHOPADHYAY (2000) apud ANDRADE (2015).
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Tabela 3: Valores dos intervalos de varias propriedades de gases, liquidos e
fluidos supercriticos.

Estado do fluido Densidade  Viscosidade  Difusividade
(p; g/cmd) (1 ; gs/cm) (DaB ; cm?/s)

Gaés 1073 10 101
P=1atm; T=21°C
Liquido 1 102 <10°
P=1atm; T=15-30°C
Supercritico 0,3-0,8 10%4-103 102 - 10+
P=P¢c X T=Tc

Fonte: Adaptado de HERRERO, CIFUENTES, IBANES (2006).

A extracdo supercritica possui vantagens em relagdo as técnicas
convencionais, pois possibilita o ajuste continuo do poder de solvatacdo
e, consequentemente da seletividade do solvente, ndo se utilizando de
solventes organicos poluentes, desta forma, ndo necessitando de uma
etapa posterior de eliminacdo do solvente (REVERCHON, DE
MARCO, 2006). A utilizacdo de solventes reconhecidos como seguros
(GRAS, do inglés Generally Recognized As Safe), a alta eficiéncia em
termos de processo de extracdo (no que diz respeito ao rendimento e
tempos de extracdo) e a possibilidade de se acoplar diretamente
cromatografia gasosa ou cromatografia com fluido supercritico,
proporciona o destaque deste método em relacdo aos convencionais
(HERRERO, CIFUENTES, IBANES, 2006).

Zougagh et al. (2004) destacam as maiores vantagens da ESC em
relagdo as demais técnicas:

a) Manifesta um alto coeficiente de difusdo e baixa
viscosidade. Como consequéncia, difusividade e solubilidade em
tais fluidos tendem a ser muito maiores que nos liquidos,
resultando em uma cinética de reacdo relativamente rapidos;

b) O poder de solvatacdo do fluido pode ser facilmente
manipulado pela mudanga na pressdo ou temperatura,
consequentemente, uma alta seletividade é obtida. Este poder de
solvatacdo facilmente ajustdvel faz da ESC um processo de
extracdo muito Util quando se trata de matrizes complexas;

c) Na ESC, o fluido puro é continuamente forcado a
passar pela coluna de extracdo, fazendo com que todos os
compostos da matriz possam ser extraidos nesse processo.
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Como desvantagens podemos citar o alto custo de implementagéo
do processo, em funcdo dos equipamentos utilizados, a dificuldade de
extracdo de compostos muitos polares quando se utiliza somente CO;
como solvente supercritico, a necessidade de mao de obra qualificada
bem como a periculosidade de se trabalhar a altas pressdes
(MELECCHI, 2005).

De acordo com Guindani et al. (2016), o maior custo em relacéo a
operacdo de extracdo supercritica esta ligado as utilidades, estando
relacionado ao aporte de energia necessario para o funcionamento da
bomba, agua de resfriamento e vapor saturado para cada ciclo de
extracdo. O custo com o investimento, atualmente, ndo é o custo
predominante devido ao maior conhecimento e crescimento da
tecnologia, 0 que tem tornado 0s equipamentos mais acessiveis
(AGUIAR, 2012).

2.3.4.1 Curvas de extragdo supercritica

Assim como para o sélido, para o solvente a extracdo € um
processo transiente. O comportamento do processo pode ser observado
pela determinacdo da quantidade de extrato pelo tempo de extragdo
(BRUNNER, 1994).

A cinética de extracdo supercritica geralmente é feita atraves da
curva de extracdo, sendo apresentada como um grafico de massa
acumulada de extrato em fungdo do tempo de extracdo. A obtencéo
dessa curva depende dos parametros de processo e dos fendmenos que
ocorrem no leito fixo durante o periodo de extracdo. O comportamento
das curvas de extracdo pode ser influenciado por alguns fatores, como
vazdo de solvente utilizada, tamanho de particula formadora do leito,
pressdo e temperatura. E dificil realizar a comparagdo de curvas
advindas de diferentes matérias-primas e equipamentos, mas
informacGes fornecidas, como a duragdo da etapa de taxa constante de
extracdo sdo Uteis para se comparar uma série de experimentos levando
em consideracdo o mesmo substrato e equipamento (BRUNNER, 1994).

Diferentes mecanismos de transferéncia de massa controlam as
curvas de extracdo, que podem ser divididas em trés periodos:
velocidade constante de extracdo (CER), velocidade decrescente de
extracdo (FER), difusional (SOVOVA, 1994; BRUNNER, 1994;
FERREIRA, MEIRELES, 2002):
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a) Etapa com velocidade constante de extracdo: nesta
etapa, a conveccdo é o mecanismo dominante e, portanto, a
resisténcia a transferéncia de massa esta na fase fluida, sendo que
a superficie externa da particula esta coberta com soluto de “facil
acesso’’;

b) Etapa com velocidade decrescente de extracdo: 0s
mecanismos de transferéncia de massa por difusdo e por
convecgdo ocorrem em paralelo. Nesta etapa, ocorrem falhas na
cobertura do soluto sobre a superficie externa, dando inicio a
difusdo presente no interior da particula;

c) Etapa difusional: neste periodo a resisténcia a
transferéncia de massa esta na fase solida. O soluto praticamente
ndo mais se apresenta na camada externa das particulas.

Figura 4: Representacdo da curva de extracao.
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Fonte: (MARTINEZ, 2005).

Um dos objetivos da determinacdo da curva de extracdo é

justamente a determinagdo de pardmetros de processo, tais como tempo
de extracdo, caracterizacdo das etapas de extracdo supercritica e
determinacdo da solubilidade, como também na modelagem da
transferéncia de massa do sistema. Através da modelagem pode-se obter
informacgfes a respeito da pressdo, temperatura e vazdo de solvente, o
gue possibilita a ampliacdo de escala do processo de extragdo (SILVA,
2004; ANDRADE, 2015).
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2.3.4.2 Fendbmenos de transporte envolvidos

A extracdo supercritica ocorre basicamente através de dois
fendmenos: solubilizacdo e separagdo. Durante a extracdo o solvente flui
através do leito de particulas, solubilizando os compostos presentes na
matriz, sendo carregados para fora do extrator, onde por meio da
reducdo de pressdo, ocorre a separacdo dos solutos do solvente
(PEREIRA, MEIRELES, 2010).

No processo de ESC a transferéncia de massa e calor estdo
presentes. A capacidade do fluido em transportar a massa é determinada
por sua viscosidade, enquanto que a capacidade de transportar energia €
determinada por sua condutividade térmica e o transporte molecular ¢é
determinado pelo coeficiente de difusdo. O aumento da pressao
influencia diretamente estas propriedades de transporte (BRUNNER,
1994).

Muitos parametros influenciam no transporte de substancias,
como tamanho, geometria, distribuicdo de particulas e a distribuicdo
inicial das substéncias dentro do substrato sélido. A distribuigdo das
substancias na particula é variada, podendo estar absorvidas na
superficie externa, sobre a superficie dos poros, uniformemente
distribuidas dentro do sélido ou no interior das células vegetais. Cada
uma destas distribui¢cbes possui influéncia no processo de extragdo. O
fluido supercritico passa através do leito e extrai os componentes até a
matriz ser esgotada. A concentragdo do extrato aumenta na direcao deste
fluxo (BRUNNER, 1994).

De acordo com Brunner (1994), a extracdo de compostos solGveis
de materiais vegetais solidos ocorre em vdrias etapas paralelas e
consecutivas:

1) A matriz da planta absorve o solvente supercritico e
outros fluidos sdo liberados. Isto ocasiona o inchaco das
membranas e do interior das células do material, diminuindo a
resisténcia ao transporte de massa;

2) Em paralelo, os compostos do extrato sdo dissolvidos
pelo solvente;

3) Os compostos dissolvidos sdo transportados para a
superficie externa do sélido, predominando o mecanismo de
difusdo neste caso;

4) Os compostos dissolvidos passam através da superficie
do s6lido, podendo ocorrer uma mudanga de fase;
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5) Os componentes sdo transportados da superficie do
solido para a massa de fluido supercritico. Subsequentemente,
ocorre a remoc¢do dos compostos dessa massa de solvente.

A extracdo dos compostos do material sélido ocorre através do
contato do substrato sélido com um fluxo continuo do solvente
supercritico. O substrato s6lido, na maior parte dos casos, forma um
leito fixo, através do qual o fluido supercritico flui e extrai componentes
do produto até que o substrato seja empobrecido (BRUNNER, 1994).

2.3.5 Extragdo com Liquido Pressurizado (ELP)

A extracdo com liquido pressurizado (ELP) baseia-se no uso de
solventes a alta pressdo e temperatura, mas sem alcancgar seu ponto
critico. O maior objetivo dessa técnica é promover a extracdo de
compostos de matrizes sélidas ou semi-sélidas em um curto periodo de
tempo e usando uma pequena quantidade de solventes (VIGANO, et al.,
2015). A ELP permite uma extragdo rapida e reducdo do consumo do
solvente, é uma técnica distinta com baixo custo e baixo impacto
ambiental, superando as desvantagens dos métodos convencionais
(OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013).

Na ELP se utilizam temperaturas que vado de 40 a 200 °C
evitando atingir o ponto critico do solvente, aumentando a cinética do
processo durante a aplicacdo de pressdes elevadas (35 a 200 MPa) para
manter seus solventes no estado liquido (OSORIO-TOBON;
MEIRELES, 2013). A maior vantagem da ELP é que o solvente
pressurizado permanece no estado liquido mesmo que as temperaturas
sejam superiores 0 seu ponto de ebulicdo. Essa condicdo melhora o
poder de solvatacdo do liquido e a cinética de dessorcdo da matriz
solida. Além disso, assim como na ESC, o processo ocorre sem ter
contato com luz ou oxigénio, sendo uma 6tima alternativa na extracéo
de compostos nutracéuticos (JU, HOWARD, 2003; MEIRELLES et al.,
2012).

De acordo com Mustafa e Turner (2011), em 1995, a Dionex
Corporation apresentou na Conferéncia Pittcon (principal conferéncia e
exposicdo anual sobre ciéncia laboratorial) o primeiro equipamento de
ELP, sendo apresentado como Tecnologia de Extracdo Acelerada com
Solvente (Acelerated Solvent Extraction - ASE®). Esta técnica também
é conhecida como a extracdo com liquido pressurizado, extracdo com
solvente pressurizado e extracdo acelerada com solvente. Quando
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utiliza-se 4gua como solvente de extragdo, a técnica é denominada como
Extracdo pressurizada com &gua quente (Pressurized Hot-Water
Extraction - PHWE), extragcdo com &gua sub-critica ou de extracdo de
agua sobreaquecida.

Os processos de ELP podem ser divididos em dindmicos e
estaticos. No modo dindmico o solvente é bombeado continuamente
pelo extrator através da matriz, enquanto que a valvula de saida da
célula de extragio é mantida aberta (OSORIO-TOBON; MEIRELES,
2013). No modo estatico, o solvente preenche o extrator, enquanto que a
valvula de saida da célula de extracdo é mantida fechada, permanecendo
em contato com a matriz durante um tempo determinado, sendo possivel
utilizar-se de varios ciclos de solvente. Embora a extragéo dinamica seja
mais eficiente que a estatica, por evitar a saturacdo do solvente, a
extracdo estatica permite maior penetracdo do solvente nos nano e micro
poros da matriz devido ao maior tempo de contato entre as fases
(NIETO et al., 2010).

De acordo com Vigano et al. (2015), o processo de ELP pode ser
dividido em dois estagios. O primeiro estagio corresponde ao periodo
gue a extracdo é controlada pela solubilidade enquanto que o segundo
estagio é controlado pela difusdo dos solutos no solvente. A Figura 5
apresenta a cinética da curva de extragdo do liquido pressurizado.

Figura 5- Cinética de extracdo com liquido pressurizado.
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Fonte: Adaptada de MUSTAFA, TURNER (2011).
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Mustafa e Turner (2011) destacam que em matrizes controladas
pela difusdo normalmente existem fortes interacbes entre matriz e
analitos, ou caminhos de difusdo longos demais para que os analitos
possam passar através da matriz. Neste caso, a temperatura do solvente e
0 tamanho de particula podem ser fatores importantes na melhora da
eficiéncia de extracdo. Enquanto que em matrizes controladas pela
solubilidade, as interacdes analito-matriz sdo bastante fracas e a taxa de
extracdo depende, principalmente, da compartimentacéo do analito entre
a matriz e o fluido de extragdo. Neste caso, o rendimento é melhorado
utilizando extracdo em modo dindmico.

A utilizagdo de misturas de solventes pode auxiliar no aumento
da solubilidade e interagdo com o composto de interesse e a utilizacdo
de temperaturas elevadas proporcionam maior rendimento da extracgéo.
O uso de alta temperatura promove a eficiéncia da extracdo e ajuda no
rompimento das interagBes analito-amostra na matriz, diminuindo a
tensdo superficial do solvente, soluto e matriz, reduzindo a viscosidade
do solvente liquido e promovendo um aumento na taxa de difusdo
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

O desempenho das ELP depende muito do tipo de solvente,
tempo de extracdo, pressdo e temperatura. Destaca-se também a
importancia da natureza da matriz, as caracteristicas especificas dos
compostos alvo e sua localizagdo dentro da matriz (OSORIO-TOBON;
MEIRELES, 2013). A temperatura é o principal parametro responsavel
pela aceleracdo da extragdo. Temperaturas elevadas diminuem a
viscosidade do solvente, ajudando-o a penetrar a matriz, e
consequentemente melhorando o processo de extracdo. Além disso, a
temperatura elevada diminui a tensdo superficial do solvente, matriz e
compostos, melhorando a penetragdo do solvente na matriz,
possibilitando um maior contato entre solvente e compostos de interesse
(MUSTAFA; TURNER, 2011). A utilizacdo de temperaturas elevadas
também aumenta o coeficiente de difusdo aumentando as taxas de
transferéncia de massa, no entanto, em algumas extracdes, a utilizacdo
de temperaturas moderadas ¢ preferivel tendo em vista a degradacéo de
compostos (CAMEL, 2001; NIETO et al., 2010).

A pressdo € um pardmetro que ndo apresenta forte influéncia,
tendo em vista que liquidos ndo sdo fluidos compressiveis (OSORIO-
TOBON; MEIRELES, 2013). No entanto, quando a pressio de vapor
dos componentes alvo é importante para sua solubilizagdo no solvente, a
pressdo pode ter um papel muito importante no processo de ELP. Por
outro lado, a utilizagdo de altas pressbes facilita a extragdo de
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componentes situados no interior dos poros da matriz, devido a um
aumento de pressao, forcando o solvente a penetrar em lugares onde a
pressao atmosférica ndo seria possivel (JIANG et al., 2007).

A extracdo com liquido pressurizado € uma alternativa aos
métodos convencionais, uma vez que possibilita bons rendimentos e
qualidade de extrato se utilizando de menor tempo de extracdo e
guantidades de solvente reduzida, sendo mais amigavel ao meio
ambiente no que diz respeito a diminuigdo dos impactos ambientais
(OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013).

2.4 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

O interesse em produtos que possam ndo apenas alimentar, mas
nutrir, tem sido despertado nos consumidores, bem como a busca por
produtos e empresas que assumam responsabilidade ambiental. Desta
forma, a busca por compostos bioativos de alta qualidade impulsiona as
pesquisas por novas fontes de matérias-primas, como plantas e residuos
vegetais e por novos métodos de extracdo, que venham a ser mais
seguros e limpos do ponto de vista ambiental.

Nos processos de extragdo de compostos com potencial bioativo a
utilizacdo de solventes se faz presente e de um modo geral, os solventes
organicos sdo os mais utilizados, o que pode gerar uma grande
guantidade de residuos mesmo que se trabalhe com o reciclo de
solvente. Logo, a pesquisa por solventes mais limpos do ponto de vista
ambiental é muito importante, pois diminui os impactos proporcionando
um produto de qualidade, como é o caso do uso de alguns fllidos
supercriticos e liquidos pressurizados.

Neste trabalho estudou-se os residuos da beterraba de mesa (Beta
vulgaris L.), folha e talo. Esta raiz apresenta um grande potencial
bioativo, gracas a presenca de antioxidantes, como a betalaina. E
também utilizada como um remédio popular para o tratamento de
doencas hepéticas e renais, estimulacdo do sistema hematopoiético e
imunoldgico. Esse tipo de antioxidante, como apresentado na revisao
bibliogréfica, apresenta potencial na prevencdo de doencas
cardiovasculares e de varios tipos de canceres, como de pele e figado.

A realizacdo deste trabalho é muito importante, uma vez que
ainda ndo se tem estudos investigando o emprego de diferentes métodos
de extracdo com diferentes solventes na obtencdo de extratos com
potencial bioativo para os residuos de beterraba vermelha.






3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo relatados os materiais e métodos utilizados
para a obtencdo e preparo da matéria prima, sua caracterizacdo fisico-
quimica, caracterizacao do leito de particulas, extracdes a baixa e a alta
pressdo. Os ensaios foram realizados em sua maioria no LATESC, salvo
a caracterizacdo da matéria-prima (Laboratério de Anélises — LABCAL,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/UFSC) e a
composicdo dos extratos (Central de Analises EQA/UFSC).

3.1 OBTENCAO E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS
VEGETAIS

Em dois lotes as folhas e os talos de beterraba foram colhidos e
cedidos nos meses de novembro e dezembro de 2015, por produtores do
oeste catarinense vinculados ao Viveiro Florestal Universitario da
Unochapecd (Chapecd, SC) e ao Programa dos Trabalhadores Rurais
Sem Terra (Abelardo Luz, SC). As folhas e talos apresentaram tamanho
variado, com folhas na coloracdo verde arroxeada, estando integras e
livres de pestes e manchas e os talos apresentavam-se na cor vinho.
Realizou-se uma pré-lavagem para retirada de terra com agua clorada,
seguida de secagem superficial com papel toalha. As folhas foram
separadas do talo manualmente, sendo divididas em lotes, embaladas em
saco de polietileno, envoltas em papel aluminio, sendo congeladas em
freezer doméstico (-18°C) e transportadas até Laboratério de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) para realizacdo de anélises
experimentais.

A secagem das folhas e talos foi realizada em estufa com
circulagdo de ar (DeLeo, Porto Alegre/RS, Brasil) na temperatura de 45
°C. O tempo de secagem para a folha foi de 10 h, enquanto que para o
talo o tempo estabelecido foi de 24 h. O tempo foi determinado com
base no teor de umidade obtido ap6s a secagem, valores tratados nas
secOes 4.1.1 e 4.2.1, respectivamente. A matéria prima foi triturada em
moinho tipo Willey (DeLeo, Porto Alegre/RS, Brasil). Em seguida,
folhas e talos foram armazenados separadamente em pequenas porcdes,
em sacos de polietileno, protegidas da luz através de uma camada de
papel aluminio e congelada a -18°C em freezer doméstico. Todo o
procedimento foi realizado visando ao abrigo da matéria-prima da luz,
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reduzindo a oxidacdo das amostras. A Figura 6 mostra a matéria-prima
in natura, desidratada e triturada.

Figura 6 — Folha de beterraba in natura (a); folha desidratada (b); folha triturada
(c); talo in natura (d), talo desidratado (e) talo triturado (f).

Fonte: Autora.
3.2 CARACTERIZA(}AO DAS MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS

As andlises de caracterizagdo das matérias-primas vegetais (teor
de umidade e volateis, cinzas, gordura, fibra bruta e proteina) foram
realizadas no LABCAL.

A determinagdo do teor de umidade e compostos volateis da folha
e talo de beterraba desidratados foi realizada conforme as normas do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), onde 5 g de amostra foram aquecidos
a 105 °C por 3 h em cépsulas de aluminio, resfriados em dessecador e o
processo repetido até se obter peso constante. O resultado foi expresso
em g/100 g de amostra.

A quantificacdo do teor de cinzas foi realizada de acordo com
IAL (2008), sendo que 5 g de amostra em cépsulas de porcelana,
carbonizadas por 2 h em chapa elétrica e incineradas a 550 °C até
eliminacéo completa do carvéo, obtendo-se cinzas brancas.

A determinagdo de lipidios foi realizada através do método de
extracdo direta em Soxhlet, 032/1V (IAL, 2008), onde 5 g de massa da
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amostra foram colocadas em cartucho de papel filtro, sendo transferido
para o extrator de lipidios (Extrator de lipidios Tecnal, TE-044),
utilizando-se como solvente 150 mL de hexano (P.A, Lafan).

A quantidade de fibra bruta presente na matéria-prima foi
determinada através de 2 g de amostra envolvidas em papel filtro e
submetida a extragdo continua em Digestor de fibra (Tecnal, TE
1468/50), de acordo com metodologia do IAL (2008). O residuo foi
aquecido em estufa para eliminacdo do solvente. Adicionou-se 100 mL
de solucdo &cida e 0,5 g de agente de filtracdo, mantendo-se um refluxo
por 40 min sob aquecimento. Posteriormente, filtrou-se em terra
diatomécea, lavou-se com &gua fervente até ndo se observar reacdo
acida. Por fim, lavou-se com 20 mL de etanol e 20 mL de éter, aqueceu-
se em estufa a 105 °C por 2 h e resfriou-se em dessecador com a
operacdo sendo repetida até peso constante. Em seguida, o residuo foi
incinerado, sendo esta operagdo repetida até peso constante. O teor de
fibra foi calculado pela perda de peso da amostra durante todo o
processo.

As proteinas presentes nas folhas e talos da Beta vulgaris L.
foram determinadas pelo método de Kjeldahl (RDC, 2003 — método n°
360). Assim, 0,2 g de foram adicionados de 2 g da mistura catalitica e 5
mL de acido sulfurico concentrado. Os tubos foram colocados no bloco
digestor a 450 °C, até que o conteldo ficasse limpido e transparente
(azul ou verde claro). Posteriormente, realizou-se a destilagdo da aménia
e titulacdo do borato de aménio com &cido citrico 0,1 N. Para os
célculos utilizou-se fator de conversdo geral do nitrogénio em proteina
de 6,25.

Os carboidratos foram determinados como a diferenca entre 100 e
a soma do contetido de proteinas, gorduras, fibra alimentar, umidade e
cinzas.

3.2.1 Determinacdo da massa especifica real das particulas (pr)

A massa especifica real foi determinada no LATESC em
picnémetro com gés hélio (Micrometrics, Accu Pyc 1l 1340, S&o Paulo -
SP). Esta técnica segue o principio de Arquimedes de deslocamento de
fluidos. Nesta analise o hélio penetra nos poros da matriz sélida,
determinando o volume verdadeiro de um sélido por variagdo da presséo
de gas em uma camara de volume conhecido. A utilizagdo dessa técnica
geralmente apresenta bons resultados, uma vez que o gas Hélio possui
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uma baixa tensdo superficial, penetrando nos poros da matriz vegetal
sem alterar as caracteristicas das particulas (GUINDANI, 2014)

3.3 Caracterizacgao do leito de particulas da ESC
3.3.1 Determinagéo do diametro médio de particulas

Para determinar o perfil granulométrico das particulas, pesaram-
se 100 g de amostra em balanca semi-analitica (Gehaka, BG 2000, +
0,02 g Sao Paulo/SP). Posteriormente, as amostras foram dispostas em
agitador de peneiras (Bertel Metalurgic, Caieiras/SP) e agitadas durante
30 min com peneiras da série Tyler de 20, 25, 32, 48, 65 e 80 Mesh
(W.S. Tyler, Wheeling, EUA), em duplicata. A massa das fracdes
retidas (xi) foi medida e o didmetro medio de particulas (Dp) foi
calculado de acordo com as equagdes 1 e 2, propostas por Gomide et al.
(1983):

1)

xXi=— (2)

Onde:
Dp= diametro médio superficial das particulas (mm);
Dpi= didmetro médio da peneira i (mm);
Mi= massa de amostras retidas na peneira i (g);
m= massa total das peneiras (g);
n = ndmero total de fracdes;
O didmetro médio de particula foi expresso em milimetro (mm).

3.3.2 Determinacéo da massa especifica aparente do leito de ESC

(pa)

A massa especifica aparente das particulas de folha e talo de
beterraba foi determinada através da relagdo entre a massa de amostra
utilizada nas extracdes e o volume por ela ocupado no leito de ESC.

As massas das amostras foram medidas em balanca analitica
(Shimadzu, AY220, + 0,0001 g, Sao Paulo/SP), e o volume determinado
através das medidas da altura e didmetro do extrator com uso de
paquimetro (Starrett, 125 MEA, Brasil £ 0,0002 m). Utilizaram-se as
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Equacgbes 3 e 4, onde p. € a massa especifica aparente da amostra
(g/cm3), m é a massa (g), V é o volume (cm3), A é aaltura (cm)eréo
raio do extrator (cm).

Pa:% ©))
V=n.r2.A 4
3.3.3 Porosidade do leito de ESC (¢)

Sabendo os valores referentes a massa especifica real e aparente
das amostras de folha e talo da beterraba, a porosidade do leito (¢) de
ESC pode ser calculada por meio da Equacéo 5:

e=1- (5)

Onde ¢ ¢ a porosidade (adimensional), pa € a massa especifica
aparente (g/cm?) e pra massa especifica real (g/cm?3) da amostra.

3.3.4 Determinacéo da massa especifica do CO- supercritico (p)

A massa especifica do CO; supercritico (p) nas condicdes de
operacdo planejada foi determinada utilizando a equacdo de Angus,
Armstrong e De Reuck (1976), baseada em dados experimentais, através
de uma planilha eletrénica de calculo. Este valor foi aplicado na
avaliacdo da influéncia da pressdo e temperatura na variagdo de massa
especifica do solvente.

3.4 EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

As extracdes a baixa pressdo (EBP) sdo aquelas realizadas a
pressdo atmosférica com solventes. Os métodos de EBP foram
realizados a fim de comparagdo com 0s meios de extracao a alta presséo,
em termos de rendimento dos extratos e potencial antioxidante e
também com o objetivo de selecionar um cossolvente para utilizacdo na
ESC e como solvente na ELP, selecionando os solventes que
apresentaram melhores resultados de rendimento, potencial antioxidante
e/ou contetdo de fendlicos totais.
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Os solventes selecionados para 0s ensaios de extracdo a baixa
pressdo foram etanol (P. A. 99,8% NEON, Vila Prudente, Sdo Paulo),
hexano (P. A. Lafan, Varzea Paulista, S8o Paulo), agua destilada e
mistura de etanol P. A. e dgua na proporgdo de 1:1 (v/v). Os indices de
polaridade e as constantes dielétricas desses solventes séo apresentados
na Tabela 4, conforme observa-se a seguir:

Tabela 4 - indices de polaridade e constantes dielétrica dos solventes utilizados
nas EBP.

Solvente indice de Constante
polaridade! dielétrica?
Agua 9,0 78,4
Etanol+Agua 7.2 n.d.
Etanol 5,2 24,8
Hexano 0 1,9

Fonte: Byers (2009); 2Gu et al. (2004); n.d.: ndo determinado.

Os extratos obtidos apds a extragcdo atraves dos aparatos de
Soxhlet, maceracdo e ultrassom passaram por processo de eliminagéo do
solvente, em rotaevaporador (Fitason, Mod. 801 e 802, S&o Paulo/SP)
com arrefecimento por banho termostatico na temperatura de 45°C
(Microquimica, MQBTZ99-20, Palho¢a/SC). Ap6s o processo de
rotaevaporagdo, os extratos foram acondicionados em frascos &mbar e
armazenados em freezer (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -
18°C. As extracbes foram feitas em duplicata e o resultado expresso
como média * desvio padrao.

3.4.1 Extracao em aparato Soxhlet (SOX)

A extracdo em aparato Soxhlet (SOX) foi realizada de acordo
com a metodologia 032/IV do Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008). Foram
utilizados 5 g de amostra para cada extracdo e 150 mL de solvente a ser
utilizado, garantindo uma proporcao de 1:30 (m/v). A temperatura do
solvente foi mantida proxima da temperatura de ebulicdo do mesmo,
proporcionando um gotejamento de 4 a 5 gotas por segundo, sendo a
duracdo da extracdo de 8 h.

A estrutura do aparato € composta de manta de aquecimento
(Fisatom 102E, Sé&o Paulo/SP), baldo de fundo redondo (destilagdo) com
solvente, aparato Soxhlet, cartuxo de papel filtro (poro 14 pm) com
amostra, condensador e banho termostatico (Micro-Quimica, MQBMP-
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01, Palhoga/SC,). A Figura 7 apresenta a extracdo realizada em aparato
Soxhlet.

Figura 7: Extracdo de folha de beterraba em aparato Soxhlet.

Fonte: Autora.

3.4.2 Extracdo através de maceracdo (MAC)

A extracdo utilizando o processo de maceracdo foi realizada
conforme adaptado de Oliveira (2015) a temperatura ambiente (25 °C)
mantendo-se a propor¢do amostra-solvente igual a 1:5 (m/m). Foram
medidas 5 g em balanca analitica (Shimadzu, AY?220, +0,0001, S&o
Paulo/SP) e 25 mL de solvente foram colocados em frasco ambar. Os
frascos foram fechados e mantidos ao abrigo da luz por 4 dias, sendo
agitados uma vez ao dia manualmente. Apés a extracéo, o sistema foi
filtrado com auxilio de bomba de vacuo (Fisatom Brasil, 825T, Séao
Paulo/SP) em funil de Buchner com papel-filtro e o filtrado recolhido
em Kitasato. Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminagdo do solvente através do rotaevaporador (como
descrito na secdo 3.4) e armazenados em freezer doméstico (Freezer
250, Brastemp, S&o Paulo/SP) a -18 °C. As extracGes foram realizadas
em duplicata e o resultado expresso como média + desvio padrao.

3.4.3 Extracdo assistida por ultrassom (US)

Os parametros para US foram estabelecidos de acordo com o0s
melhores resultados obtidos por Souza et al. (2016) na extracdo de
compostos fendlicos de folhas de Phyllanthus amarus com &gua
desionizada variando os pardmetros tempo, intensidade do ultrassom e
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proporcdo solvente/amostra. Aproximadamente 5 g de matéria-prima
foram pesadas em balanca analitica (ShymadzuAY?220, + 0,0001, Séo
Paulo/SP) sendo adicionado 150 mL de solvente mantendo-se a
propor¢do de solvente igual a utilizada na extracdo em aparato Soxhlet
(2:30, m/v). O béquer com a amostra e o solvente foram dispostos no
ultrassom (Eco-sonic QR500, Indaiatuba/SP) ajustando a altura da base
de modo que a micro ponta ficasse 0,5 cm dentro da solugdo. A extracao
foi conduzida durante 7 min com uma poténcia de 500 W. O
equipamento € apresentado na Figura 8. A diferenca de temperatura
(AT) foi acompanhada no inicio e no término da extragao.

Ap0s a extracdo o sistema foi filtrado com auxilio de uma bomba
de vacuo (Fisatom, 825T, S&o Paulo/SP) em funil de Buichner com papel
filtro, sendo o filtrado recolhido em Kitasato.

Figura 8 — Equipamento de Ultrassom.

Fonte: Autora.

Os filtrados obtidos foram submetidos ao processo de eliminacéo
do solvente por rotaevaporador (como descrito na se¢do 3.4) e
armazenados em freezer domeéstico (Freezer 250, Brastemp, S&o
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Paulo/SP) a -18 °C. As extragfes foram realizadas em duplicata e 0
resultado expresso como média + desvio padréo.

3.5 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

O método dindmico de extracdo foi aplicado neste trabalho, tanto
nos experimentos cinéticos quanto na determinagdo do rendimento
global de ESC. De acordo com Ferreira et al. (1999), o método dindmico
¢ caracterizado pela passagem continua do solvente supercritico pela
matriz sélida.

3.5.1 Unidade de ESC

As ESC foram realizadas em uma unidade de extracdo
desenvolvida pelo Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da
Technische Universitdt Hamburg-Harburg (TUHH, Alemanha),
apresentada na Figura 9 e descrita por Zetzl et al. (2003), e adaptada no
Laboratério de  Termodindmica e  Extracdo  Supercritica
(LATESC/UFSC). O equipamento opera até uma pressao de 300 bar e
vazOes de solvente variando de 1,67 g/min a 36,67 g/min. O fluido
supercritico utilizado como solvente foi o CO, com 99,9% de pureza,
gue provém de um cilindro equipado com tubo pescador (White Martins
LTDA, Joinville/SC — Brasil), adicionado de cossolvente (etanol e a
mistura etanol+agua). As Figuras 9 e 10 apresentam a unidade de
extracdo e um esquema detalhado dos componentes utilizados nesta
unidade, respectivamente:
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Figura 9 - Unidade de extrag&o.

Fonte: Autora.

Figura 10 - Fluxograma da extracdo com fluido supercritico

’

V3 v4

Fonte: Mazzutti, 2016.
Onde:

1 - Cilindro de COg;

2 - Reservatorio de cossolvente;
3- Coluna de extracao;

4- Frasco coletor;



61

5- Bomba de COg;

6- Bomba de cossolvente;

7- Rotametro;

8 - Compressor de ar;

9 - Banho de resfriamento do COy;

10 - Banho de aquecimento;

11 - Banho de aquecimento da coluna de extrag&o;
V1 - Vaélvula de entrada de ar comprimido na bomba;
V2- Valvula de CO; no extrator;

V3 — Valvula de saida de CO; no extrator;

V4 — Valvula de expansao (micrométrica)

M1 — Mandmetro de controle do cilindro de COg;
M2 — Mandmetro de controle da bomba;

M3 — Mandmetro de controle do extrator.

3.5.2  Procedimento experimental

Como base para o procedimento de ESC, utilizaram-se literaturas
desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do LATESC (ANDRADE et al.
2012; MEZZOMO et al. 2013, MAZZUTI, 2016). Conforme
apresentado na Figura 10, a unidade de extragcdo com fluido supercritico
consiste de um cilindro de diéxido de carbono com tubo pescador 99,9%
de pureza (1) (White Martins, Joinville/SC), que alimenta diretamente a
linha de extracdo com uma pressdo de 60 bar. A linha de solvente (CO3)
¢ imersa em um banho termostatico (Thermo Haake, C10 — K10,
Niedersachen/Alemanha) utilizando uma mistura de agua e etileno
glicol programado a uma temperatura inferior a 0°C (9), garantindo
assim, que o mesmo esteja no estado liquido antes de sua entrada no
multiplicador de presséo (5) (Maximator, booster M111,
Niedersachen/Alemanha), que trabalha sendo alimentado por uma linha
de ar comprimido, filtrado e mantido na pressdo minima de 1 bar. A
pressdo na unidade de ESC € controlada através da pressdo do ar
comprimido, uma vez que a bomba opera a uma vazéo de 1:130.

Durante o processo de extracdo, a bomba encaminha o CO;
pressurizado a uma pressdo estabelecida para a linha de extracéo,
passando pelo extrator (3), o qual consiste de um cilindro de ag¢o inox
encamisado de 32,90 cm de comprimento, 2,04 de diametro interno e
107,74 mL de volume, com as extremidades rosqueadas. A linha de
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saida do extrator € mantida submersa em um banho de aquecimento com
circulagdo (Microquimica, MQBTZ99 - 20, Palho¢a/SC) a uma
temperatura de 65 °C (10), evitando o congelamento da linha e da
valvula agulha micrométrica (V4) durante 0 processo de
despressurizacao da mistura soluto/solvente. A temperatura de operacéao
do extrator € mantida constante através de um banho termostatico de
aquecimento (Thermo Haake, DC30 — B30, Niedersachen / Alemanha)
(12).

No inicio do processo de extracdo as valvulas V2, V3 e V4 permanecem
fechadas, o cilindro (1) é aberto e o booster (5) é acionado através da
regulagem do ar comprimido (V1) que entra na bomba que estabelece a
pressdo de trabalho desejada, ou seja, multiplica a pressdo do ar
comprimido para o sistema na ordem 1:130. Apds o estabelecimento da
pressao desejada, o fluxo de CO, é aberto e mantido constante através
da regulagem das valvulas V3, conectada na saida do extrator, e V4, na
despressurizagdo da mistura solvente + solutos. Apés passar pela V4, o
CO- é expandido a gas, soluto é precipitado e coletado em fracos ambar
(4) e a vazdo de CO; é medida através do rotdmetro(Automation
Products, ABB 10A61) (7). Para a utilizacdo de cossolvente, a bomba de
liquidos (6) (Waters 515 HPLC, UK) é conectada a linha antes da
entrada do extrator e a mistura de solventes se realiza através de
adaptador antes da entrada do extrator.

3.5.3 Experimentos cinéticos

A curva global de extracdo fornece informagdes sobre o
comportamento cinético da ESC, possibilitando a determinacdo do
tempo mais viavel para um processo. Foram realizados dois ensaios
cinéticos apenas com a folha de beterraba e CO; puro, conforme
apresentado na Tabela 5, com o objetivo de determinar o tempo ideal de
extracdo dos compostos da folha de beterraba. A temperatura foi
determinada tendo em vista a ndo degradacdo dos compostos fenélicos.
Foram utilizados 15 g de folha de beterraba seca e moida, medidos em
balanca analitica (Shimadzu, AY220, Séo Paulo/SP). Os frascos ambar
utilizados para coleta de extrato foram previamente pesados em balanca
analitica (Shimadzu, AY220, S&o Paulo/SP). A coleta dos extratos foi
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realizada em tempos pré-determinados, conforme os parametros para
cada ensaio cinético apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros para ensaios cinéticos da folha de beterraba a uma vazéo
de 0,5 kg CO2/h.

Ensaio Pressao (bar) Temperatura (°C)
El 200 45
E2 300 55

As curvas cinéticas de extracdo foram construidas através da obtencao
da massa de extrato acumulado em fungdo do tempo de processo. As
extracdes foram encerradas em um tempo de 6,5 h para E1 e em 5,5 h
para E2, como sera detalhado posteriormente na secéo 4.6. Desta forma,
através da literatura, definiram-se os parametros de extracdo, com a
utilizacdo de cossolvente. Com base em alguns trabalhos realizados no
Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC), os
pardmetros massa de amostra, temperatura de extragdo, Vvazdo
(ALMEIDA et al., 2012), tempo e pressdo (MICHIELIN et al., 2009)
foram pré-determinados. A massa utilizada em todos os experimentos de
ESC foi de 15 g, temperatura igual a 40 °C, vazdo de 0,5 kg COx/h e
pressdo de 250 bar durante 4 h.

3.5.4 Emprego de cossolvente

Para adicdo de cossolvente a extracdo supercritica (ESC-CS),
utilizou-se uma bomba de cossolvente (Waters 515 HPLC, UK) que
trabalha em vazdes de 0,1 a 10 mL/min, acoplada ao equipamento de
ESC. Como solventes de extracdo foram utilizados etanol (EtOH) e uma
mistura Etanol+Agua 90:10 (v/v) (EtOH+H,0). As condicdes de
concentracdo foram 4, 7 e 10 % (m/m), calculadas em relagdo a massa
total de CO; utilizado. O rendimento global de extracdo (X,) foi
calculado através da razdo de massa de extrato obtida e a massa de
matéria-prima utilizada para formar o leito.

A escolha dos solventes utilizados como cossolvente baseou-se
nos resultados obtidos nas EBD quanto ao rendimento e conteido de
fendlicos totais, enquanto que a concentracdo de cossolvente foi
determinada com base em testes realizados, onde verificou-se que, a
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guantidade méaxima de cossolvente agua que a matriz suportava durante
0 tempo de extracdo era de 10 %.

3.6 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (ELP)

Na ELP, assim como na ESC, o método de extracdo empregado
foi o dindmico, que consiste na passagem continua do solvente através
do leito de particulas dentro de uma coluna de extracdo. Este método de
extracdo foi empregado apenas para a folha de beterraba seca e moida.
Nesse estudo, foram utilizadas duas unidades experimentais de extragdo
com liquido pressurizado com diferentes volumes, conforme sera
mostrado a seguir.

3.6.1 Unidade de ELP em escala maior (LP1)

Inicialmente, as extracBes de liquido pressurizado foram
realizadas em uma unidade adaptada do equipamento de ESC descrita
por Zetzl et al. (2003), no presente trabalho nomeada de LP1, que se
encontra no Laboratdério LATESC. O equipamento, ilustrado
esquematicamente na Figura 11, foi adaptado a fim de flexibilizar o uso
da unidade para outros propdsitos.

Na unidade de liquido pressurizado o solvente (1) é bombeado
através de uma bomba de cromatografia liquida de alta eficiéncia (2)
(Waters 515 HPLC, UK) que opera até pressdo maxima de 340 bar e
vazoes variando de 0,001 a 10,000 mL/min, passando através da coluna
de extracdo (4), a qual é aquecida por um banho termostatico (3)
(MQ@BMP-01, Microquimica, Palho¢a/SC) que assegura a temperatura
de processo. A coluna de extragdo constitui-se de um cilindro de ago
inox encamisado de 34,0 cm de comprimento, 2,2 cm de raio com
extremidades rosqueadas. Uma valvula de blogqueio (5) (HIP, 10-
11NFA-REG, PA USA) e uma valvula black pressure (6) (Tescom, UK)
foram utilizadas para controlar e manter a pressdo do sistema.
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Figura 11 - Fluxograma de extracdo com liquido pressurizado LP1. (1)
Suprimento do solvente; (2) Bomba de Solvente; (3) Banho termostatico; (4)
Coluna de extragdo com mandmetro; (5) Vavula de bloqueio; (6) Valvula back
pressure; (7) Recipiente de coleta do extrato. (Destaque para o preenchimento
da coluna de extracao).

Fonte: Autora.
3.6.2 Ensaios cinéticos

Os ensaios cinéticos de ELP foram realizados com adaptacGes da
metodologia proposta por Trentini et al. (2015). Os pardmetros para 0s
ensaios estabeleceram-se em temperatura e vazédo de liquido constantes
de 40 °C e 3 mL/min, respectivamente, e com as pressdes de 75, 100 e
125 bar. A célula de extragdo foi aquecida previamente, preenchida com
algoddo, esferas de vidro (aproximadamente 40 mL) e 5 g de amostras
aferidas em balanca analitica (SHIMADZU, AY220, Séo Paulo/SP),
conforme detalhe do empacotamento do leito da célula visualizado na
Figura 11, que visa ndo formacdo de caminhos preferenciais no leito de
extracdo. Apo6s o acionamento da bomba de cromatografia na vazédo
desejada, a ceélula de extracdo foi preenchida com o solvente e
pressurizada. As valvulas permaneceram fechadas até que a pressdo de
processo, visualizada no manémetro seja atingida e, neste momento,
abre-se a vélvula de bloqueio lentamente até que a pressdo possa ser
controlada de modo que a bomba de solvente ndo desarme ao atingir a
pressdo maxima programada. A back pressure é aberta controlando a
pressdo do sistema e da-se inicio a extracdo. O solvente entra em contato
com a amostra solubilizando os compostos e 0s carregando através do
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sistema, sendo coletado em frasco &mbar (previamente pesados) no final
da linha.

O extrato foi coletado de 3 em 3 minutos e apés 12 minutos de
extracdo a cada 5 minutos, totalizando 122 minutos de ensaio. O extrato
recolhido foi rotaevaporado, conforme procedimento descrito na se¢do
3.4, e armazenado posteriormente em freezer (Freezer 250, Brastemp,
S&o Paulo/SP) a -18 °C.

3.6.3 Determinacéo do rendimento global de extracdo com ELP

O leito de extracdo para 0s ensaios de determinacdo de
rendimento de ELP, como pode ser visualizado na Figura 11 foi
formado de maneira similar ao procedimento de empacotamento para 0s
ensaios  cinéticos (se¢cdo  3.6.2). As extracbes utilizaram
aproximadamente 5 g de folha de beterraba, aferidas em balanca
analitica (Shimadzu, AY220, Sdo Paulo/SP), e foram aplicadas pressdes
de 75, 100 e 125 bar, temperatura de 40 °C e vazdo de 3 mL/min,
utilizando etanol como solvente durante 90 minutos. Posteriormente, a
melhor condicdo de extracdo, dentre as diferentes pressfes, foi
determinada avaliando a qualidade do extrato (procedimentos descritos
nas se¢des 3.7.1 a 3.7.4), foi reproduzida avaliando o tipo de solvente,
ou seja, utilizando mistura de etanol e dgua nas proporcGes de 90:10 e
70:30 (v/v), respectivamente. O rendimento global de extracdo (X,) foi
calculado através da razdo de massa de extrato obtida apos
rotaevaporagdo (conforme secdo 3.4) e a massa de matéria-prima
utilizada para formar o leito, como segue na sec¢do 3.7. Os ensaios foram
realizados em duplicata.

3.6.4 Montagem e testes de equipamento de ELP em escala
menor (LP2)

A construgdo de uma segunda e mais compacta unidade de ELP
foi realizada no LATESC, baseada no equipamento descrito por Santos
et al. (2012). Essa unidade mais compacta, denominada neste trabalho
por LP2, apresenta uma célula de extragcdo de menor volume (30,7 mL)
do que a apresentada no LP1 e, portanto, reduz o volume de solvente
utilizado durante a extracdo. Todas as ligacbes do sistema sao feitas de
tubos de ago inoxidavel 1/8". Uma foto do equipamento LP2 é
apresentado na Figura 12.
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O extrator LP2 foi construido de maneira que se possa trabalhar
com os modos de extracdo dindmico e estatico. Para se trabalhar com o
modo estatico de extracdo, além da valvula de bloqueio ja instalada na
entrada da célula de extragdo, outra valvula de bloqueio pode ser
facilmente adicionada na saida da célula.

O equipamento LP2 constitui-se de uma bomba de solvente (2)
(Waters 515 HPLC pump, UK), um banho termostatico (3)
(Microquimica, model MQBMP-01, Palhoca, Brazil) valvula de
bloqueio macrométrica (5) (HIP, model 10-11NFA, USA), mandmetro
na entrada da coluna (Wika, Germany) coluna de extragdo de aco
inoxidavel 316 L encamisada (4) com extremidades rosqueadas (AlSI
316, projetada e desenvolvida por Souza (2015), valvula back pressure
(6) (Swagelok, KPB series, UK). Neste equipamento utilizou-se a
pressdo de 100 bar, vazdo de 3 ml/min, temperatura de 40 °C por 90
minutos, utilizando etanol como solvente.

Figura 12 - Unidade de liquido pressurizado LP2. (1) Suprimento de solvente;
(2) Bomba de solvente; (3) Banho termostatico; (4) Célula de extragdo; (5)
Vélvula de bloqueio; (6) Valvula back pressure.

Fonte: Autora.
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3.7 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE
EXTRAGAO (Xo)

O rendimento global de extracdo (Xo,) foi calculado através da
razdo de massa de extrato (Mexrao) Obtida e a massa de amostra
(Mamostra) Utilizada para realizar a extragdo. Os ensaios foram realizados
em duplicata e o resultado expresso como média + desvio padrao.

Mextrato
Mamostra

Xo=( )x 100
3.8 DETERMINAGCAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS

E DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

As determinagBes do contetido de fenolicos totais e do potencial
antioxidante dos extratos de folha e talo de Beta vulgaris L. foram
realizadas no LATESC. O potencial antioxidante in vitro dos extratos
foi avaliado por trés técnicas distintas, sendo elas: método do radical
DPPH, método FRAP de reducdo do ferro e ABTS. A determinagéo do
contelldo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu.

Tendo em vista a grande diversidade quimica existente,
principalmente entre os compostos fendlicos, varios ensaios in vitro tém
sido desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes
amostras. Entre esses diversos métodos e sistemas de solventes para a
extracdo de compostos antioxidantes em vegetais, existem alguns fatores
que afetam o processo, como: tipo de solvente e polaridade que pode
afetar a transferéncia de elétrons e atomos de hidrogénio e a presenca de
compostos ndo antioxidantes nas solucdes testadas (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006 apud BERGAMASCH, 2010).

Os métodos in vitro sdo potenciais da atividade antioxidante de
um determinado composto puro ou extrato. Dentre os métodos
espectrofotométricos in vitro mais utilizados estdo o ensaio do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), autoxidacdo do sistema beta-
caroteno/4cido linoleico, método ABTS (2,2-azino-bis (3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico) e o FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) (ROBARDS, 2003).

O ensaio do DPPH tornou-se bastante popular no estudo de
antioxidantes naturais, sendo uma das razdes por ser apresentar como
um método simples e altamente sensivel, preciso para uso em frutas e
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extratos vegetais (ATMANI et al., 2009). O ensaio ABTS pode avaliar a
atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica, vale ressaltar
que a reacdo com doadores de hidrogénio apresenta baixa seletividade, e
dependendo do composto, como por exemplo, alguns polifendis e
produtos de origem natural, a reacdo com ABTS é muito lenta podendo
influenciar no resultado (SURVESWARAN, et al., 2007). Ambos,
DPPH e ABTS sdo eficientes na determinacdo de compostos
antioxidantes priméarios. O método FRAP oferece resultados rapidos e
reprodutiveis, baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o
Fe** em Fe?*, sendo aplicado na identificacdo de compostos
antioxidantes secundarios (BERGAMASCHI, 2010). Levando em
consideracdo a variedade de compostos, a utilizagdo de mais de uma
metodologia para analise do potencial antioxidante se faz necessaria.

3.8.1 Conteudo de fendlicos totais (CFT)

A determinacgdo do contelido de fendlicos totais (CFT) presentes
nos extratos de folha e talo de Beta vulgaris L. foi realizada através do
método de Folin-Ciocalteu (KOSAR et al., 2005; SINGLETON et al.,
1999). Para este método avaliou-se também o CFT das amostras secas in
natura, folha e talo, preparadas através do padrdo internacional (ISO
14502-1) para determinacdo de substancias caracteristicas de cha verde
e preto.

Para a construgdo da curva analitica padrdo de acido gélico,
preparou-se uma solucdo estoque de 0,02 mg/mL de &cido galico
monihidratado (=98 % de pureza, Sigma Aldrich) em 4dgua destilada. Em
tubos de ensaio foram preparadas as diluigdes do padrdo nas
concentragdes de 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL. A
reacdo de oxidacdo foi realizada em tubos de ensaio de 10 mL, sendo
transferidos para estes 100 puL. de cada uma das fragoes, com excegdo do
branco, através de micropipeta 6000 pL de agua destilada e 500 pL do
reagente fenol de Folin-Ciocalteu 2N (Sigma Aldrich). Apo6s 30 s e
antes de 8 min, foram adicionados 1500 pL de solucdo aquosa de
carbonato de sddio a 20 % (m/v) P.A. (Lafan). Para completar o volume
de 10000 pL foram adicionados 1900 pL de &gua destilada, os tubos
foram agitados em vortex, incubados ao abrigo da luz em temperatura
ambiente (+ 25°C) por 2 h para que a reagdo ocorresse. A absorbancia
de cada uma das solugdes foi medida a 765 nm em espectrofotdmetro
(Femto 800 XIl). A curva analitica de acido galico foi representada
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através do grafico de absorbancia versus concentracdo de acido galico
(mg/L) e esté apresentada no Apéndice A.

Os extratos de folha e talo de Beta vulgaris L. avaliados foram
diluidos em alcool etilico absoluto P.A. (NEON) na fracdo final de
1,667 mg/mL em frascos &mbar, com utilizacdo de banho indireto de
ultrassom (Sonicator Unique USC 2500) durante 10 min para total
solubilizacdo das amostras. Seguiu-se 0 mesmo procedimento de reacéo
de oxidacdo descrito para a curva analitica de &cido galico com 100 pL
de cada amostra. Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo
de extrato foram correlacionados com a curva analitica, e o CFT foi
determinado através da diferenca entre o valor da absorbancia e do
controle da amostra, a absorbancia foi substituida na equacéo do &cido
galico e o valor da concentragdo (C) foi calculado. Em seguida, o CFT
foi calculado conforme a Equacdo 6. Os ensaios foram realizados em
triplicada e os resultados expressos em miligrama equivalente ao acido
galico por grama de extrato (mMgeac/Qextrat), COMO média * desvio
padréo.

C*1000
C extrato

CFT (mg eac/d extrato) = (6)
Onde CFT corresponde ao contetido de fenélicos totais (Mg eac/q extrato),
C é a concentracdo (mg/L) equivalente ao acido galico e Cextrao @
concentracao do extrato (mg/L).

3.8.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH

O potencial antioxidante determinado pela captura do radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Mensor et al. (2001). Este ensaio se baseia no
potencial antioxidante de uma substancia em sequestrar o radical,
reduzindo-o a hidrazina. Quando uma substancia que age como doador
de dtomos de hidrogénio é adicionada a solucdo de DPPH, a hidrazina é
obtida com mudanca na colorag&o do violeta ao amarelo pélido (ALVES
etal., 2010).

Os extratos de talo e folha de Beta vulgaris L. foram diluidos em
etanol P.A na concentracdo de 1 mg/mL em frascos ambar com a
utilizacdo de banho indireto de ultrassom (Sonicador Unique USC 2500)
durante 10 min sem aquecimento, para melhor solubilizacéo,
produzindo a “solucdo méde de extrato”.
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A solucdo de DPPH foi preparada em uma concentragdo de 0,3
mM, a partir da solugcdo méde de extrato, sendo preparadas diluicdes com
etanol como solvente de 0 a 500 pg/mL para as extracOes feitas da folha
e de 0 a 900 pg/mL para as de talo, totalizando 2,5 mL. Em cada tubo,
adicionou-se 1 mL do radical DPPH 0,3 mM. Os tubos foram
homogeneizados em vértex e incubados ao abrigo da luz durante 30
min. A leitura da amostra (AbSamostra) foi feita em espectrofotémetro a
um comprimento de onda de 517 nm. O controle da amostra (AbScontrole)
continha etanol puro e os tubos em branco (AbsSpranco) COntinham extrato
e etanol, num volume de 3,5 mL. Com os valores das respectivas
absorbancias, o potencial antioxidante (PA%) foi calculado conforme a
Equacdo 7. Na Figura 13, apresenta-se a amostra referente & extracdo em
aparato Soxhlet da folha com etanol como solvente, demonstrando a
mudanca da coloragdo do violeta para o amarelo/esverdeado,
representando o consumo do radical.

@)

PA% = 100- [(Absamostra—Absbranco)*100]

Abscontrole

Apoés a determinacdo do PA, calcula-se a concentracdo efetiva
para reduzir em 50% a atividade oxidativa do radical DPPH (CEsp). Para
se calcular o CEso, conforme descrito por Maia (2016), é necessario
plotar o grafico da concentracdo de extrato versus a absorbancia. Se a
PA equivalente a 50% estiver contida nos pontos, com coeficiente de
regressdo préximo a 1, considerando também que 20%<PA<80%,
obtém-se a equacdo da reta, substitui-se o y por 50%, calculando dessa
forma o CEsp (X).
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Figura 13 - Mudanca de coloragcdo do meio reacional de captura do radical
DPPH.

Fonte: Autora.
3.8.3  Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS

Inicialmente, preparou-se o radical ABTS* a partir da reacdo de 5
mL da solugdo estoque ABTS (Sigma Aldrich) 7 mM preparado com
agua com 88 pL da solugdo de persulfato de potéssio (Vetec) 140 nM
preparada em 4gua. A solucdo foi armazenada ao abrigo da luz durante
16 horas para estabiliza¢do do radical. No momento em que se iniciou a
andlise, aliquotas do radical foram diluidas em etanol até obter-se uma
absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 + 0,05 nm.

Os extratos de folha e talo de Beta vulgaris L. foram diluidos em
etanol P.A. Posteriormente, as solugcdes de extrato foram preparadas em
frasco &mbar utilizando banho indireto de ultrassom (Sonicador Unique
USC 2500), durante 10 min, auxiliando na solubilizacdo do extrato.
Quatro concentra¢es em etanol da solugdo de extrato foram preparadas
e 0 meio reacional consistiu na adicdo de 30 pL da diluicdo do extrato
em 3 mL de radical ABTS*. Os tubos foram armazenados ao abrigo da
luz em temperatura ambiente por 6 min, sendo feita a leitura das
absorbancias a 734 nm.

A curva padrao trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) (Sigma Aldrich) foi construida através de uma solucéo
estoque de trolox 2 mM com etanol PA (NEON), realizando dilui¢Ges a
partir desta solucdo nas concentrag@es de 100, 500, 1000 e 1500 uM. Do
mesmo modo que realizou-se para o0 extrato, 0 meio reacional da curva
padrdo trolox foi realizada, adicionando-se 30 pL de cada uma das
concentragbes mais 3 mL de radical ABTS*, os tubos foram
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armazenados ao abrigo da luz ap6s agitagdo em vortex por 6 min, sendo
realizada leitura em espectrofotbmetro a 734 nm.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicbes dos
extratos, plotou-se a absorbancia no eixo Y e a diluicdo (mg/L) no eixo
X, em seguida, foi determinada a equacdo da reta. Para calcular a
atividade antioxidante, substituiu-se na equacdo da reta a absorbancia
equivalente a 1000 pM do padrao trolox. O valor obtido para o termo x
corresponde & diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de
trolox (Equacéo 8).

y=ax +b (8)

Onde y ¢é absorbancia correspondente a 1000 pM de trolox e x ¢ a
diluicdo (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox.

A partir do resultado encontrado (x) na equagdo 8, dividiu-se por
1000 para ter o valor em g (Equacdo. 9). O resultado final foi calculado
pela divisao de 1000 (uM) pelo valor de X (g) e multiplicado por 1 (g)
para encontrar o valor final (Z) que é expresso em pmol trolox / g de
extrato (Equagéo 10).

X (9) == ©)

_ 1000

Z_X(g).1 (10)

3.8.4 Potencial antioxidante pelo método de reducdo do ferro
(FRAP)

Inicialmente preparou-se a solucdo de Trolox 2 mM para
construgdo da curva padrdo. Foram feitas diluigBes de O, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 puM. Dessas dilui¢des, passou-se 200
uL para tubos de ensaio mais 200 puL da solucdo de Cloreto Férrico
Anidro 3 mM em duplicata. Os tubos foram agitados manualmente e
colocados em banho maria a 37 °C por 30 min. Posteriormente,
adicionou-se 3,6 mL da solucdo de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
(Sigma Aldrich) e os tubos foram homogeneizados em vortex e
colocados em banho de gelo por 10 min para estabilizacdo da reacdo. As
absorbancias foram lidas em espectrofotémetro (FEMTO, 800-XI) no
comprimento de onda de 620 nm. Para construcdo da curva, plotou-se a
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“ t3]

concentracdo de Trolox pM no eixo e as respectivas absorbancias no
eixo “y”, calculando a equacdo da reta. A curva é apresentada no
Apéndice A e abaixo, a Figura 14 mostra o aspecto da curva padréo de

trolox parao TPTZ.

Figura 14 — Curva padréo de trolox para o TPTZ.

Fonte: Autora.

Para o preparo das “solu¢des mae”, dissolveu-se 0,01g de extrato
de folha e talo de Beta vulgaris L. em 5 mL de alcool etilico P.A.
Utilizou-se de ultrassom durante 5 min sem aquecimento, para melhor
solubilizacdo dos extratos. O meio reacional foi preparado
semelhantemente a curva padrdo de Trolox, sendo que, 200 pL de
solucdo mae foram pipetados em triplicata em tubos de ensaio,
adicionando-se de 200 pL de Cloreto Férrico Anidro 3 mM, para o
branco, ao invés da solucdo mée, adicionou-se 200 pL de alcool etilico
P.A., os tubos foram agitados manualmente e colocados em banho-
maria a 37 °C durante 30 min. Apos isso, adicionou-se 3,6 mL de TPTZ
aos tubos e agitou-se em vortex, sendo colocados em banho de gelo por
10 min. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro (FEMTO,
800-XI) a 620 nm.

Para os célculos utilizaram-se as Equagdes 11 e 12.

(Abs—Absb)—A
Cumol/L = % (11)

Cpmol/g de amostra = CumoI/L *100* (1/Csolugao-mée) (12)
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Onde: Abs é a absorbancia da amostra e Absy é a absorbancia do branco,
A e B s8o os coeficientes da reta, Cumon € @ concentragdo obtida na
equacao 8 e Csolugio-mze € @ concentracdo da solucdo-mae (m/V).

3.9 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

O perfil de compostos volateis dos extratos de folha e talo de
beterraba foi realizada na Central de analises do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina, de acordo com a metodologia descrita por
Aguiar et al. (2014). A extragdo dos compostos volateis foi realizada
utilizando-se um sistema de headspace estatico, em que 0 amostrador do
headspace esta acoplado ao injetor do cromatografo a gas. O amostrador
automatico Combi PAL possui recipiente para amostra que permite o
seu aquecimento (forno) e agitacéo.

Os extratos que apresentaram maior quantidade de CFT e os de
maior rendimento foram escolhidos para a realizacdo desta analise.
Adicionou-se 0,1 g de extrato aos vials, sendo adicionados 3 mL de
NaCl 15 % (m/v) (Vetec).

A andlise foi estatica e utilizou um PAL Syr HS 2,5 mL para
Combi-PAL. Para a amostragem de headspace pelo sistema de
amostragem automatico foi utilizado um injetor de amostra Combi PAL.
A instrumentac&o consistiu em utilizar um cromatégrafo a gas acoplado
a espectrometro de massa (GC Sampler 80 789 A GC system; 5975
MSD) equipado com coluna HP-5 mS 19091S-433 (dimenses: DI
0,250 mm, comprimento 30 m, film 0,25 um) com fase estacionaria de
silica com (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane. A temperatura do detector
foi programada para 35 °C por 2 min, aumentando para 80 °C a
2 °C/min, para 150 °C a 4 °C/min, para 230 °C a 8 °C/min, e 230 °C (2
min). A temperatura do injetor era de 250 °C. O gas de arraste foi o
hélio a uma vazdo de 1 mL/min. O modo de injecdo foi splitless e o
volume de amostra injetado foi de 1000 pL. A temperatura da interface
foi de 240 °C e a faixa de massa de aquisicdo foi de 35-550 m/z.

A identificacdo dos compostos volateis foi feita por comparagéo
dos espectros de massa armazenados na biblioteca NIST (Standard
Reference Data Series of the National Institute of Standard and
Technology — Mass-spectral library with Windows Search Program) do
sistema de dados de CG-MS. A composicdo percentual de cada
componente foi determinada a partir da area do componente dividida
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pela érea total de todos os componentes isolados sob estas condicoes.
Apenas compostos com confiabilidade > 70 % foram considerados.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global de extragdo, conteldo de
fendlicos totais e potencial antioxidante, pelas diferentes metodologias,
foram avaliados estatisticamente por analise unidirecional de variancia
(ANOVA). Ao serem verificadas diferencas significativas ao nivel de 5
% de significancia (p < 0,05) entre as médias dos resultados, deu-se
continuidade a andlise aplicando o teste de Tukey. Dessa forma, a
analise estatistica foi realizada para detectar diferengas significativas
entre os valores de rendimento de extracdo, conteldo de fendlicos totais
e potencial antioxidante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo serd dividida entre os resultados referentes a extracao
da folha de beterraba (secéo 4.1) e extracdo do talo de beterraba (secédo
4.2). Os resultados foram apresentados desta forma de modo a facilitar a
discussdo dos mesmos, uma vez que, embora sejam parte integrante da
mesma hortalica, representam partes vegetais distintas e, assim,
apresentaram resultados diferentes. E importante ressaltar que os ensaios
realizados para ESC do talo foram escolhidos com base nos melhores
resultados apresentados pelos extratos da folha.

4.1 FOLHA DE BETERRABA

4.1.1 Caracterizacdo da matéria-prima e do leito de particulas

Como pode ser visualizado na tabela 6, a desidratacdo das
amostras promoveu uma grande perda de agua e volateis, resultando
num valor de 8,48 (g/100g), uma vez que Monteiro (2009) retratou para
a folha in natura um valor de umidade de 91,76 (g/100g). A folha
desidratada apresentou carboidratos e proteinas como seus constituintes
majoritarios, o que ja era esperado por se tratar de uma matéria-prima
fibrosa e de alto valor nutritivo.

Os valores para carboidratos, proteina, gordura, fibra e cinzas
encontrados neste trabalho apresentam variagdo em relacéo aos descritos
na literatura para folha in natura (MONTEIRO, 2009), onde foi
encontrado 43,20 ¢/100g, 4,73 g/100g e 14,20 ¢g/100g para proteina,
carboidratos e fibras, respectivamente em base seca. Em comparagdo
com os valores para raiz crua apresentada pela Tabela de Composicéo
Nutricional (UNICAMP, 2006), de 86 %, 13,57 g/100g, 0,71 g/100g,
79,28 ¢/100g, 24,28 ¢/100g, 0,9 ¢/100g para umidade, proteinas,
lipidios, carboidratos, fibras e cinzas, respectivamente em base seca.

Em estudo realizado por Tivelli et al., (2011) para parte aérea,
foram apresentados valores de 90,9 %, 24,17 g/100g, 3,30 g/100g, 50,55
0/100g, 14,28 g/100g e 21,98 g/100g para umidade, proteinas, lipidios,
carboidratos totais, fibras e cinzas, respectivamente em base seca; e em
trabalho de Melo e Farias (2014), para folha e talo de beterraba os
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valores encontrados em base seca para cinzas, proteinas, lipidios e
carboidratos, respectivamente, foram de 22,22g/100g, 23,00 g/100qg,
0,64 g/100g e 54,02 g/100g.

A diferenca dos resultados obtidos para a composi¢do nutricional
da folha de beterraba em comparacdo com outros trabalhos da literatura,
pode ser condicionado a existéncia de inimeras variaveis como: plantio,
colheita, solo, intensidade solar, chuvas, entre outros, mesmo se tratando
da mesma matéria-prima.

Tabela 6 — Composicéao nutricional da folha de beterraba seca.

Nutriente Composicao (g/100g)
Carboidratos totais 36,77
Proteina 25,13
Gordura (lipidios) 4,22
Fibra bruta (matéria fibrosa) 6,72
Umidade e volateis 8,48
Cinzas 18,78

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores para cada parametro
referente ao leito de particulas formado pela folha de beterraba. O valor
apresentado pelas particulas da folha (0,258 mm) esta de acordo com
Reverchon e Marco (2006), os quais afirmam que o valor médio a ser
utilizado em extragdes supercriticas esté entre 0,25 — 2 mm.

O percentual médio retido em cada peneira, para a folha de
beterraba foi: 1,71% (20 Mesh), 1,49 % (25 Mesh), 19,53 % (32 Mesh),
45,57 % (48 Mesh), 22,26 % (65 Mesh) e 9,44 % (80 Mesh), indicando
gue a maioria das particulas ficou retida na peneira de 0,3 mm de
abertura (48 Mesh). Quanto menor o tamanho das particulas, maior sera
0 rendimento de extracdo obtido (BRUNNER, 1994), isso acontece
devido ao fato de que um menor tamanho de particulas promove uma
maior area de exposicao do soluto ao solvente.
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Tabela 7 — Caracterizagdo do leito de particulas para a folha de beterraba.

Parametro Valor

Diametro médio das particulas (mm) 0,2580
Massa especifica real (g/cm3) 1,4724+0,0008

Massa especifica aparente (g/cm3) 0,2830

Porosidade 0,8077

Os valores de massa especifica real e porosidade sdo bem
proximos aos encontrados por Almeida (2006) para folha de hortela,
onde obteve 1,4409 g/cm?® para massa especifica real e 0,8956 para
porosidade. Os valores referentes a massa especifica aparente obtidos
por Maia (2016) com a mangaba, Andrade (2015) com pimenta-do reino
e pimenta rosa e Guindani (2014) com torta de semente de chia sdo
superiores a folha de beterraba, com 0,5603 g/cm?3, 0,6470 e 0,3700
g/cms e 0,4700 g/cm3, respectivamente.

412 Cinéticade ESC

A cinética de ESC foi realizada e utilizada para a definicdo do
tempo de extracdo e pardmetros para os ensaios de rendimento, nas
diferentes condicdes de operacdo. Desta forma a cinética de ESC foi
realizada com a folha de beterraba em duas condic¢des: 200 bar/45 °C
(pcoz= 0,812 g/cm?®) e 300 bar/55 °C (pco2= 0,850 g/cm?3), mas apenas
com a segunda condicdo obteve-se extrato, em pouca quantidade e no
momento da despressurizacdo, provavelmente devido a polaridade e a
baixa solubilidade dos compostos da matriz sélida no solvente nessas
condi¢cdes. Em tese, dependendo da matéria-prima, proporcionalmente
guanto menor a massa especifica do solvente menor sera seu poder de
solvatacdo. Neste caso isso ndo se verificou, pois o alto valor da massa
especifica do CO, ndo foi suficiente para extracdo dos compostos
polares presentes na folha, devido a sua baixa polaridade (HERRERO;
CIFUNTES; IBANEZ, 2006). A maioria das substdncias com
propriedades antioxidantes, bem como as betalainas, sdo compostos
hidrossoltveis. A solubilidade dos solutos no solvente supercritico é
dependente, além dos fatores temperatura e pressdo, da massa
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molecular, polaridade e pressdo de vapor dos solutos (BRUNNER,
1994).

Os pardmetros que afetam o processo de extragdo supercritica
podem ser divididos em: caracteristicas do material e pardmetros de
processo. As caracteristicas especificas do material incluem sua massa
especifica, diametro do poro, porosidade, geometria e teor de umidade,
enquanto que os parametros do processo incluem pressdo e temperatura
de extracdo, vazdo do solvente, tempo, temperatura e pressdo de
separacdo (MARTINEZ; VANCE, 2007).

A Figura 15 apresenta a curva cinética da extragcdo supercritica a
300 bar e 55 °C. Analisando o comportamento da curva de extracdo, na
Figura 15, foi possivel verificar as trés etapas de extracdo, embora néo
tdo distintas, tornando possivel o ajuste das trés retas aos dados
experimentais. No Apéndice B sdo apresentados 0s dados
experimentais, tempo e massa acumulada, utilizados na construgdo da
curva cinética de ESC.

A inclinacdo da primeira reta representaria a velocidade de
transferéncia de massa da etapa CER. O tempo correspondente a
interseccdo entre as duas primeiras retas é o tempo de duracdo da
extracdo em CER, o qual pode representar o tempo minimo de duracéo
de um ciclo de ESC; o tempo de interseccdo entre a segunda e terceira
retas € o tempo de duracdo da extracdo em FER, que em geral,
representa a duragdo maxima que um ciclo de ESC pode ter para manter
a viabilidade econdmica do processo (MEIRELES, 2007).
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Figura 15 — Cinética de extragdo supercritica de folha de beterraba a 300 bar, 55
°C e com vazdo de 0,5 kgCOy/h.
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Embora ja4 se estivesse na etapa difusional, a cinética foi
conduzida até 360 min, garantindo a extracdo maxima possivel da
matéria-prima. Finalizando a cinética de extracdo ap6s os 360 min,
como descrito em materiais e métodos, a massa acumulada durante a
cinética apenas com CO. puro ndo foi suficiente na extracdo dos
compostos presentes na folha de beterraba, por serem polares, sendo que
0s parametros de extracdo foram determinados, ndo através da cinética
de extracdo, mas sim, através da literatura, onde se utilizou o
cossolvente como auxiliar. Mesmo nao se utilizando dos parametros da
cinética de ESC neste trabalho, sua realizacdo foi muito importante,
tendo em vista a analise do comportamento da matéria-prima quando
exposta a extracdo com CO; puro.

Utilizando os dados obtidos pela cinética de extracao, calculou-se
0S parametros cinéticos da extracdo, conforme apresentados na Tabela 8.



82

Tabela 8 — Pardmetros da cinética de extracdo supercritica de folha de beterraba
a 300 bar, 55 °C e vazdo de 0,5 kgCO,/h.

Etapa de extracdo

Parametro CER FER DCP
Tempo de duragdo i i
da extracdo (min) 0-120 120-240 >240
Massa de extrato (g) 0,0367 0,0236 0,0102
Rendimento massico 0.2446 0.1573 0.0680
(%) H H ]
Taxa de extragdo 0,0003 0,0002 0,0001
(g/min)

CER: etapa de extracdo constante; FER: etapa de extracdo decrescente; DCP:
Etapa de extracdo difusional.

A necessidade de fixar um tempo de extracdo estd ligada
diretamente & determinagdo do rendimento global de extragdo (Xo),
possibilitando a analise da influéncia das demais varidveis, como
temperatura e pressdo empregadas. De acordo com a Figura 15, o tempo
necessario para que a etapa controlada pela difusdo fosse alcancada
aconteceu por volta dos 240 min, analisando o rendimento massico a
extracdo realizada apenas com didxido de carbono apresenta
rendimentos muito baixos em relacdo a demais estudos cinéticos.

Mazzuti (2017) obteve um acimulo méssico aos 240 min da
cinética de extragdo de aproximadamente 0,175 g e 0,125 g para P.
lanceolata e P. major, respectivamente. Cruz (2016), aos 240 min
acumulou 1,45 g de extrato para a semente de Butia catarinensis. Desta
forma, como foi descrito na se¢do 3.5.3, 0s parametros de extracdo com
cossolvente foram fixados de acordo com estudos ja realizados no
LATESC.

4.1.3 Testes preliminares com cossolventes na ESC

Para se determinar as condi¢cdes de cossolvente, foram
realizadas extragdes na pressdo de 250 bar, 40 °C (pco2= 0,879 g/cm3), a
uma vazdo de 0,5 kgCO./h com uma concentracdo de cossolvente de 10
% (m/m). Foram realizadas extracbes com cossolvente etanol (PA, 99,9
%), etanol e &gua (70/30, v/v) e 4gua (100%). Na extracdo realizada com
cossolvente 4gua e com a mistura etanol e agua (70/30, v/v), a extracdo
precisou ser interrompida aos 40 min e 100 min, respectivamente, pois a
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matriz no leito absorveu agua de forma demasiada, formando uma
espécie de “massa tampao” ¢ impedindo a passagem do CO2, ocorrendo
a obstrucdo total do sistema. Desta forma, foi fixada a concentracdo
maxima de cossolvente durante a extracdo em 10 % para quantidade
méaxima de agua, selecionando a proporcao de etanol e agua em 90/10
(V/v).

414 Cinéticade ELP

Assim como para a ESC, a curva cinética de ELP ¢é importante na
determinacdo do tempo ideal de processo. Na Figura 16 sao
apresentadas as curvas obtidas nas pressdes de 75, 100 e 125 bar a uma
vazdo de 3 mL/min, 40 °C com etanol (100%).

Figura 16 — Cinéticas de extracdo com liquido pressurizado para a folha de
beterraba a 75, 100 e 125 bar e temperatura de 40 °C com etanol a 3 mL/min.
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Analisando as curvas de extracdo, percebe-se que com o0 aumento
da pressdo houve um aumento no rendimento, embora a temperatura e
vazdo permanecessem fixas. 1sso pode ser explicado através da
influéncia da pressdo como um parametro de extracdo, embora ela ndo
seja a principal responsavel pela aceleracdo da extracdo e aumento de
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rendimentos. Isto se explica pelo fato de que liquidos nao sdo fluidos
compressiveis, ou seja, quando a pressao de vapor dos componentes
alvo é importante para sua solubilizacdo no solvente, a pressdo pode ter
um papel importante como pardmetro durante o processo de ELP. A
utilizacdo de altas pressdes facilita a extracdo de componentes situados
no interior dos poros da matriz, pois, devido a esse aumento de pressao,
o0 solvente é forgado a penetrar em lugares onde a baixas pressdes ndo
seria possivel (JIANG et al., 2007; RIZVI, 2010; OSORIO-TOBON;
MEIRELES, 2013).

O tempo de extragdo é um dos parametros a ser avaliado, pois ele
influencia ndo s6 no rendimento, como também na qualidade dos
extratos. Neste trabalho, o tempo de extragéo foi estabelecido em 90 min
para as trés condicBes de pressdo, periodo no qual a extracdo ja entrou
na parte em que é conduzida pela difusdo. Este tempo é suficiente para
ter bons rendimentos sem degradar compostos, uma vez que a
temperatura utilizada é baixa e o extrato ndo entra em contato com a luz
ou oxigénio, em comparacdo aos métodos convencionais, como em
aparato Soxhlet. As tabelas apresentadas no Apéndice C mostram o
acumulo de massa por tempo de extracdo para as trés pressoes,
justificando a escolha deste tempo de processo.

4.15 Rendimento global de extragdo (Xo)

Os resultados referentes ao rendimento global de extracdo obtidos
nas técnicas a baixa e alta pressdo para a folha de beterraba sdo
apresentados na Tabela 9.

O melhor rendimento de extracdo para folha de Beta vulgaris L.
foi 59,8+0,8 % para extracdo em Soxhlet utilizando agua como solvente.



Tabela 9 - Rendimento global de extragdo para a folha de beterraba.

Método Solvente Rendimento (Xo) %
Folha seca in natura Metanol 70%* 1,925k¢
Extracdo a baixa pressdo
Agua 59,8*A+0,8
Agua+EtOH 37,4 °8+0,7
Soxhlet EtOH 219051
Hexano 1,8 &CH+0 7
Agua 6,7 EF+1 5
Maceracio Agua+EtOH 53 ?hi’EFJ_rO,S
EtOH 1,6 %CH+0,7
Hexano 7,6 ©E+0 7
Agua 31,3°%¢+0,6
Ultrassom Agua+EtOH 38,9 _t_"BJ_rO,l
EtOH 4,04 "iFS+0,2
Hexano 0,15 kH+0
Extracdo a alta pressao
Extracdo Supercritica
CO,+4% EtOH 2,4 140 8
CO,+4% EtOH+Agua
(90/10) 1,1 %¢40,2
CO+7% EtOH 1,17 %¢+0,01

250 bar / 40°C CO,+7% EtOH+Agua
(90/10) 2,05 :4+0 41
C0O,+10% EtOH 4,06 "i+0,08
CO,+10% EtOH+Agua
(90/10) 14,45 1+1 3
Extracdo com Liquido Pressurizado LP1
75 bar EtOH 7,0 #9+0,3
100 bar EtOH 12,3 ¢+0,9
100 bar EtOH+Agua
40°C / 3mLmin’! (90/10) 23,24 46+0.4
100 bar EtOH+Agua
(70/30) 36,03 P¢+0,04
125 bar EtOH 13,35 ¢'+0,24
Extragdo com Liquido Pressurizado LP2
40°C / 3mLmin?t 100 bar EtOH 8,8 %%+0,4

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras mindsculas indicam analise
de todos os resultados, b) letras mailsculas indicam anélise somente entre as
extracdes a baixa pressdo e c) simbolos gregos sinalizam andlise somente entre
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as técnicas a alta pressdo. *Metodologia de acordo com Padrdo Internacional
ISO 14502-1.

Como pode ser observado, os extratos obtidos utilizando dgua e a
mistura agua e etanol proporcionaram os melhores rendimentos nas
técnicas a baixa pressdo, com exce¢do da maceracdo, que os resultados
para os diferentes solventes ndo diferiram significativamente. O fato de
se obter maiores rendimentos com esses solventes se deve a sua
polaridade (apresentadas na Tabela 4). O alto rendimento das extragdes
utilizando &gua como solvente pode estar relacionado com a possivel
solubilizaco de carboidratos hidrossollveis, como pectinas,
mucilagens, gomas e hemiceluloses (BENELLI, 2010).

Este comportamento também foi observado para os extratos
obtidos a alta pressdo. Quanto maior a quantidade de agua presente
como cossolvente (ESC) e como mistura de solventes (ELP), maior o
rendimento obtido.

Entre as ESC, aquela com incremento de 10 % de cossolvente
agua e etanol apresentou um maior rendimento (14,4+1,3 %) em relacdo
as demais. Este comportamento se deve a maior solubilizacdo de
compostos polares na mistura cossolvente/CO, reduzindo desta forma a
seletividade do processo e aumentando o rendimento. Esse
comportamento se deve & interagdo cossolvente/soluto e ao inchamento
da matriz (PEREIRA, MEIRELES, 2010).

Da mesma forma, para ELP, o maior rendimento observado foi
para a mistura etanol e &gua (70:30) na extracdo a 100 bar. Isso
consolida a influéncia da polaridade do solvente no rendimento, e que
para a folha de beterraba, quanto maior a polaridade do solvente, maior
o0 rendimento.

Comparando as técnicas de extracdo para um mesmo solvente,
verifica-se que os maiores rendimentos foram obtidos quando se
empregou a técnica Soxhlet, com excecdo do rendimento com o solvente
hexano, cujo rendimento foi maior na técnica de maceragdo. O alto
rendimento em aparato Soxhlet pode ser dado em funcdo do longo
periodo de extracdo e pela amostra sempre entrar em contato com o
solvente puro, durante vérios ciclos. De acordo com Markon et al.
(2007) a extracdo em Soxhlet ocorre na temperatura de ebulicdo do
solvente. Sendo assim, a tensdo superficial e a viscosidade do solvente
sdo reduzidas, possibilitando que o solvente alcance espacos da matriz
gue contém solutos com maior facilidade, solubilizando uma maior



87

guantidade e diferentes tipos de solutos. Quando comparadas a
extracBes em temperaturas inferiores, como € 0 caso da extracdo com
ultrassom isso ndo ocorre. Este mesmo comportamento foi verificado
por Cruz (2016) na extragdo de compostos de butia da praia.

A técnica de maceragdo com A&gua proporcionou baixo
rendimento, diferente das demais EBP. Isso pode ser explicado pela
absorcdo do solvente pela amostra, o que dificultou o processo de
filtracdo e consequentemente a obtencdo do extrato. O rendimento para
esta técnica com o solvente hexano foi superior se comparado as demais
técnicas a baixa pressdo, provavelmente devido a presenca de
compostos apolares que foram mais facilmente extraidos pelo contato
prolongado da matriz com o solvente.

4.1.6 Conteudo de fendlicos totais e potencial antioxidante
4.1.6.1 Conteldo de Fendlicos Totais (CFT)

Os resultados referentes ao conteido de compostos fendlicos para
as extracbes a baixa e alta pressdo para folha de beterraba sdo
apresentados na Tabela 10. A curva padrdo de &cido galico, utilizada
para o calculo do CFT consta no Apéndice Il.

O CFT dos extratos da folha de beterraba de mesa variou entre
3+2 e 252,2+1,5 mgeac/Qexrato. O €xtrato que apresentou o maior CFT
foi o extraido por ELP a 100 bar, com 252,2+1,5 mgeac/Qextrato, Valor
préximo ao obtido para o antioxidante sintético BHT por Cruz (2016),
de 266,4 mgeac/Qextrao. ENtre as extracbes a alta pressdo, ELP
apresentou maiores resultados utilizando etanol como solvente, se
comparado a ESC com cossolvente etanol. Isso pode ser explicado pela
utilizacdo do método dindmico de extracdo (possibilitando a passagem
do solvente puro pela matriz) e uma temperatura de 40 °C (evitando a
degradacdo de compostos termos sensiveis).
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Tabela 10 — Contetdo de fendlicos totais (CFT) para folha de beterraba.

Método Solvente CFT (mgeac/Jextrato)
Folha seca in natura Metanol 70% 33105C+4
Extracdo a baixa presséo
Agua 3P+2
Agua+EtOH 457843
Soxhlet EtOH 47722
Hexano 169":C+2
Agua 179¢+3
Macerago Agua+EtOH 19940
EtOH 21,3%+0,6
Hexano 219C+2
Agua 21942
Ultrassom Agua+EtOH 239C+2
EtOH 732A+4
Hexano 229C+4
Extracdo a alta pressao
Extracdo Supercritica
CO,+4% EtOH 6,2:°+0,6
CO,+4% EtOH+Agua
(90/10) 70544
CO,+7% EtOH 495546
250 bar / 40°C CO,+7% EtOH+Agua
(90/10) 994344
CO,+10% EtOH 18¢hn+3
CO,+10% EtOH+Agua
(90/10) 11Mn0+3
Extracdo com Liquido Pressurizado
75 bar EtOH 196P+3
100 bar EtOH 2524942
100 bar EtOH+Agua
40°C / 3mL/min (90/10) 19¢hn+2
100 bar EtOH+Agua
(70/30) 7,099+0,7
125 bar EtOH 159%v+7
Extracdo com Liquido Pressurizado LP2
40°C/ 3mL/min 100 bar EtOH 10445+1

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras mindsculas indicam analise
de todos os resultados, b) letras maitsculas indicam andlise somente entre as
extragdes a baixa pressao e c) simbolos gregos sinalizam analise somente entre
as técnicas a alta pressdo. *Metodologia de acordo com Padréo Internacional
ISO 14502-1.
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Nos extratos de folha de beterraba obtidos por ELP a variagdo da
pressdo influenciou no CFT, pela mudanca da pressdo de vapor dos
solutos presentes na matriz quando a pressdo é elevada. Embora os
liquidos sejam incompressiveis, a alteracdo da pressdo pode alterar a
pressdo de vapor dos compostos de interesse, alterar a conformacéo da
matéria-prima, disponibilizando os solutos, facilitando sua extracdo pelo
solvente.

Em trabalho realizado por Paes et al. (2014) para residuos de
blueberry (Vaccinium myrtillus L.), a quantidade de CFT foi inferior a
obtida para folha de beterraba, utilizando temperatura de 40 °C, 200 bar
e vazdo de 10 mL/min e etanol como solvente na ELP. Os resultados de
CFT obtidos para o residuo in natura foram de 87,36 mMgeac/Qextrato €
para o liofilizado de 101,71 mgeac/Qextrato.

Machado et al. (2015) estudaram a influéncia da temperatura na
obtencdo de extratos dos residuos de amora, tendo como pardmetros o
tempo em 30 min, pressdo em 75 bar, 5 g de amostra e as temperaturas
de 60, 80 e 100 °C. A variacdo na temperatura ndo apresentou influéncia
sobre o CFT, que variou de 3,18 a 4,12 mgeac/Jextrato.

Analisando os resultados referentes as técnicas a baixa pressao, a
extracdo assistida por ultrassom com etanol apresentou o melhor
resultado quanto ao CFT (734 mgeac/Qextrato),  diferindo
estatisticamente dos demais solventes e métodos EBP. As extracfes
realizadas com a mistura agua e etanol e etanol puro pela metodologia
Soxhlet também mostraram uma quantidade de fenolicos superior as
demais (44,7+2,7 e 472 mgeac/Jextrato). Biscaia (2007), afirma que o
etanol e misturas etanol agua sdo os solventes mais indicados na
extracdo de compostos antioxidantes, pois devido as suas caracteristicas
polares, promovem a extracdo de compostos como acidos fendlicos, que
geralmente sédo classificados como polares.

O menor resultado para as EBPs foi obtido para Soxhlet com
agua como solvente. Percebe-se que, embora para esta técnica e solvente
tenha sido obtido o maior rendimento, a qualidade do extrato foi
prejudicada provavelmente devido as altas temperaturas empregadas
durante a extracdo que proporcionaram o arraste de substancias como
carboidratos e fibras. Também segundo Shaidi e Naczk (1995) apud
Santos-Sartori et al. (2013), ndo existe sistema de extracdo com
solventes que seja satisfatorio para o isolamento de todos ou de classe
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especifica de antioxidantes naturais, devido a diversos fatores. A
natureza quimica desses compostos nos alimentos varia do simples ao
altamente polar. Ha grande variedade de compostos bioativos nos
vegetais (como os acidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes
guantidades presentes, além da possibilidade de interacdo dos
compostos antioxidantes com carboidratos, proteinas e outros
componentes dos alimentos. Alguns desses complexos, assim como
alguns fendlicos com alta massa molecular, sdo altamente insollveis em
agua.

Para a extracdo supercritica, 0 melhor resultado foi obtido com a
concentracdo de cossolvente de 7% etanol e agua (99+4 mgeac/Qextrato)-
Quando se empregou a concentragcdo de cossolvente 10 % etanol e dgua
para ESC e também para as ELP utilizando as misturas etanol e 4gua os
valores obtidos de CFT foram baixos. Percebeu-se que, assim como
observado na EBP, a agua nestes casos pode ter influenciado nas
interacdes com carboidratos, proteinas e outros componentes.

Kalt et al. (2001) relatou que existe uma grande variacdo entre o
contelido de fendlicos totais presentes nas frutas e vegetais e essas
diferencas estfo relacionadas & variabilidade das matérias-primas e a
complexidade dos grupos constituintes. E importante destacar que as
diferencas encontradas na literatura para uma mesma fruta ou vegetal
guanto ao contetdo de compostos fenolicos dependem das diferentes
técnicas empregadas na extragdo e na quantificacdo destes compostos.
Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacdo, identificacdo,
guantificacdo e aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos,
enfrentando muitos problemas metodoldgicos, pois, além de englobarem
uma gama enorme de substancias, sdo, na maioria das vezes, de grande
polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas (ANGELO,
JORGE, 2007).

O valor de CFT para folha de beterraba seca in natura foi de
33+4 mgyeac/Qextrato- ESSE Valor ndo diferiu significativamente de todas as
EBP, com excessdo da realizada em aparato Soxhlet com agua e
ultrassom com EtOH. A pré-extracdo foi realizada conforme a ISO
14502-1 para caracterizacdo de substancias presentes no cha verde e
preto. Percebe-se que, alguns métodos de extracdo e solventes sdo mais
eficientes quando se trata de compostos fenélicos, como é o caso do
Soxhlet com EtOH. Quando se analisa técnicas a alta pressdo, tanto a
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ESC com 4 e 7% de cossolvente EtOH+Agua quanto as ELP1 e ELP2
com EtOH como solvente apresentaram resultados superiores a matéria
prima seca in natura.

ELP é uma técnica aplicavel em processos onde se tem
compostos sensiveis a degradacdes, seja pela temperatura, contato com
oxigénio ou luz, pois proporciona condi¢fes de operacdo que evitam a
acdo dessas varidveis. O uso de altas pressfes facilita a extracdo de
compostos localizados dentro dos poros da matriz, devido a um aumento
de pressdo, que forca o solvente a penetrar em locais que normalmente
ndo atingiria em pressdes atmosféricas (MEIRELES, OSORIO-
TOBON, 2013), possibilitando melhores resultados para CFT em
relacdo as EBP e a folha seca in natura.

Analizando o gréfico na Figura 17, que traz um comparativo
entre o rendimento global e o CFT de cada extracdo, percebe-se que a
CFT ndo esta ligada diretamente ao rendimento obtido durante o
processo de extracdo, pois, 0 rendimento se mostrou inversamente
proporcional ao CFT apresentado, o que pode ser atribuido a falta de
seletivade apresentada por essas extragdes.

E perceptivel também que o solvente que apresentou os melhores
resultados na extracdo de compostos fendlicos foi o etanol, de forma
geral, como jad havia sido explorado. Analisando os métodos de
extracdo, as extragdes a alta pressdo obtiveram destaque em relacdo as
EBP, sendo que o processo de ELP apresentou os melhores resultados
nas trés pressdes testadas, com destaque para a LP1 a 100 bar, quando
empregou-se o etanol como solvente. Desta forma, é possivel concluir
gue o emprego de tecnologias a alta pressao, especialmente por meio de
liquido pressurizado, sdo eficazes na extracdo de CFT, sendo superiores
aos métodos convencionais.
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Figura 17 — Comparativo entre rendimento global e CFT dos extratos de folha

de beterraba.
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4.1.6.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH

A atividade antioxidante dos extratos da folha de beterraba foi
avaliada pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
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expressa em CEsg. O valor de CEsg representa a concentragdo efetiva
para que se atinja 50% de atividade antioxidante. Diante disso, quanto
menor o valor de CEsg, maior é a atividade antioxidante do extrato. Os
resultados da avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos a baixa e
alta pressdo para folha de beterraba sdo apresentados na Tabela 11. Os
resultados apresentados pelos extratos de folha de beterraba variaram de
CEsp 58,45+5,9 e <1700 pg/mL.

A analise estatistica das atividades antioxidantes foram realizadas
separadamente para extracdes a baixa pressdo e para alta pressao,
facilitando a identificagdo da diferenca de atividade antioxidante dos
extratos.

Entre as técnicas a baixa pressdo, avaliando a influéncia do
solvente na extracdo de compostos com potencial antioxidante percebe-
se que o solvente etanol foi 0o mais eficiente para as trés técnicas. O
melhor resultado entre as EBP foi observado para maceragdo com etanol
139+7 pg/mL, esse resultado ndo diferiu significativamente (p<0,05) da
amostra maceracdo com solvente etanol e 4gua, Soxhlet etanol e hexano
e ultrassom com etanol. Pode-se concluir que, 0s antioxidantes ativos
nesse teste sdo preferencialmente menos polares, e, portanto, com maior
afinidade pelo etanol, no que diz respeito as técnicas EBP.

Entre os extratos obtidos através das técnicas a alta presséo, para
a ESC, a melhor condigdo de extracdo foi com 10% de cossolvente com
a mistura etanol e agua (150+7 pg/mL). Na extragdo supercritica a
utilizacdo de agua juntamente com o etanol como cossolvente auxiliou
no processo de extracdo, aumentando ndo sé o rendimento, mas a
gualidade do extrato (potencial antioxidante).
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Tabela 11 - Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos da folha de
beterraba através do método DPPH, expressos através da concentragdo efetiva a
50 % de atividade (CEsy).

Método Solvente CEso (ug/mL)

Extracdo a baixa presséo

Agua 1085°5C+43
Agua+EtOH 523%EF+19
Soxhlet EtOH 3029517
Hexano 398fFe+9
Agua 673 PE+25
Maceracio Agua+EtOH 3049"C+19
EtOH 1399MiC+7
Hexano 872¢CP+2
Agua <1700%A
Ultrassom Agua+EtOH 732““_3511
EtOH 275M9M.C+4
Hexano 123178422
Extracdo a alta pressao
Extracdo Supercritica
CO,+4% EtOH 334%P+5
CO,+4% EtOH+Agua
(90/10) 266hi+31
CO,+7% EtOH 346%P+6
250 bar / 40°C CO,+7% EtOH+Agua
(90/10) 322%EhP+18
CO,+10% EtOH 326EP+11
CO,+10% EtOH+Agua
(90/10) 1502hi-0+7
Extracdo com Liquido Pressurizado
75 bar EtOH 5846
100 bar EtOH 65542
100 bar EtOH+Agua
40°C / 3mL/min (90/10) 470419
100 bar EtOH+Agua
(70/30) 304%hPr+19
125 bar EtOH 120"9+3
Extragdo com Liquido Pressurizado LP2
40°C / 3mL/min 100 bar EtOH 138¢Mi9+18

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras mindsculas indicam analise
de todos os resultados, b) letras maidsculas indicam analise somente entre as
extracdes a baixa pressdo e c¢) simbolos gregos sinalizam analise somente entre
as técnicas a alta pressao.
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O liquido pressurizado se comportou de forma inversa, uma vez
gue o emprego das misturas etanol e &gua, mesmo elevando o
rendimento, prejudicou a qualidade do extrato. A existéncia de
compostos hidrossollveis na matriz associada a utilizagdo de &gua como
solvente acabaram prejudicando os resultados de CEso, 0 que pode estar
associado a pouca seletividade que solventes polares proporcionam.

As extracOes realizadas por meio de ELP apresentaram melhores
resultados quando se utilizou etanol como solvente. As ELP realizadas a
75 e 100 bar se mostraram superiores as demais, apresentando valores
de CEsp de 58+6 e 65+2 pg/mL, respectivamente. N&o se pode definir
um comportamento tendencioso da atividade antioxidante frente as
variages de temperatura e pressao. Este comportamento aleatério pode
estar associado aos diferentes compostos extraidos em cada uma das
condicbes experimentais, refletindo em variagbes no potencial
antioxidante (BENELLI, 2010).

Os valores obtidos para a folha séo inferiores ao encontrado por
Cruz (2016) para o antioxidante sintético BHT, 67 pug/mL,
apresentando-se assim, o extrato de folha de beterraba por ELP com
etanol, como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos utilizados em
alimentos industrializados, assim como destacado por REYNERTSON
et al. (2008), os quais indicaram que valores de CEso inferiores a 100
pg/mL demonstram um forte potencial antioxidante.

Bergamaschi (2010) obteve para folha de rabanete extraidos a
baixa pressdo assistida por ultrassom com etanol (80 %) e agua 0s
valores de CEso de 2710 e 1170 pg/mL. Neste mesmo trabalho, avaliou-
se a folha e talo de cenoura, e os resultados de CEsp para 0s mesmos
solventes foi de 2530 e 1310 pg/mL, respectivamente. Os resultados
obtidos para folha de beterraba com solvente dgua e mistura etanol dgua
(50:50) por ultrassom foram inferiores aos obtidos por Bergamasch
(2010).

Os valores encontrados para folha de beterraba na extracéo
supercritica com cossolvente apresentaram um CEsp menor em
comparacdo com a literatura. Para o butid da praia, Cruz (2016)
encontrou no emprego de 5% e 7,5% de cossolvente etanol, valores
superiores a 7000 pg/mL. Benelli (2010) encontrou para o bagaco de
laranja pelo método de extracéo supercritica com 5 e 8% de cossolvente,
a pressdo de 250 bar e temperatura de 50°C, valores de CEsy de 41446 ¢
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403+22 pg/mL, demonstrando um potencial antioxidante inferior aos
encontrados para os extratos de folha de beterraba obtidos por ESC com
emprego de cossolvente para a analise de DPPH.

4.1.6.3 Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS

Esta analise teve o objetivo de verificar a capacidade dos extratos
de folha de beterraba em sequestrar o radical cétion 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), comparado a um padréo
antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- &cido
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 (RE et
al. 1999).

Os resultados do potencial antioxidante pelo método ABTS dos
extratos obtidos através dos métodos a baixa e alta pressdo, sao
apresentados na Tabela 12. Os resultados variaram de 4,4+0,1 a 858+21
(MOl trolox/ g extrato)-

Entre as técnicas a baixa pressdo a extracdo com etanol em
Soxhlet (586+82 pMOlolox/Qextrato) fOi @ que apresentou o melhor
resultado diferindo significativamente das demais. Percebe-se que o
solvente etanol foi o que apresentou os melhores resultados de TEAC
para as técnicas a baixa pressdao embora solventes mais apolares, como
hexano, também apresentaram bons resultados, como é o caso da
maceracao e ultrassom.

De acordo com Re et al. (1999) essa € uma metodologia
recomendada para medir a atividade de compostos de natureza tanto
hidrofilica quanto lipofilica, o que explica os resultados significativos
para ambos os solventes.

Os resultados obtidos para ESC sdo satisfatorios quando
comparados a de alguns extratos obtidos a baixa pressdo. A comparacao
com resultados de ESC de outros trabalhos € dificultado em virtude da
falta de estudos com essa matéria-prima e que apresentem as mesmas
condicdes e parametros de operagdo. Oliveira (2015) trabalhou com a
semente da torta de maracuja e utilizando as mesmas condicdes de
pressdo, temperatura e 5 % de cossolvente etanol no mesmo extrator,
obteve para a torta de maracuja 2943 umolteac/Qextrato, Valor este inferior
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aos obtidos para folha de beterraba com 4, 7 e 10 % de cossolvente
etanol.

Dentre as técnicas a alta pressdo, comparando ESC e ELP,
percebe-se que as extragdes com liquido pressurizado demonstraram
maior potencial antioxidante, bem como para as demais técnicas de
extracdo. As ELP apresentam um potencial antioxidante medido pelo
método de ABTS superior as demais e 0 solvente etanol destacou-se
nesta técnica também. As extracdes com liquido pressurizado a 125 bar
e no equipamento LP2, apresentaram os maiores resultados, 823+48 e
858+21 (UMOlolox/Qextrato) respectivamente. Estes resultados foram
estatisticamente diferentes das demais técnicas.

Floegel et al. (2011), estudaram diversas variedades de frutas e
vegetais in natura, além de derivados destes (por ex., sucos). Neste
estudo, eles compararam metodologias de quantificagdo de compostos
antioxidantes. Dentre as frutas estudadas, encontram-se as berry, como a
blueberry e a cranberry, estas apresentaram potencial antioxidante de
477£29 e 120£8 (Meq.vitamina c/100g), estes resultados s&o inferiores aos
observados para folha de beterraba com etanol a 125 bar no ELP1 e 100
bar no ELP2.

Paes et al. (2014) obteve para residuos de blueberry (Vaccinium
myrtillus L.) utilizando ELP a uma temperatura de 40 °C, 200 bar, vazédo
de 10 mL/min e etanol como solvente um valor de 69,0 (umol TEAC/g)
para amostra in natura e de 80,5 (umol TEAC/g) para amostra
liofilizada, ambos inferiores aos obtidos para folha de beterraba.
Percebeu-se também, que o LP2 mostrou um maior potencial em relacdo
ao LP1 nas mesmas condigdes. O fato de se utilizar uma célula menor,
com comprimento das conexdes e tubulagdes menor, diminui-se a perda
de extrato, aumentando a concentracdo de compostos com potencial
antioxidante.
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Tabela 12 - Potencial antioxidante determinada pelo método ABTS para os
extratos da folha de beterraba.

Método Solvente TEAC (umol troiox/ g
extrato)
Extracdo a baixa presséo
Agua 4.4H+0,1
Agua+EtOH 58N:FGH+12
Soxhlet EtOH 586°7£82
Hexano 14,9'6H+0,2
Agua 14219PEF+14
Macerago Agua+EtOH 977nDEFCLD
EtOH 254%C+24
Hexano 149"9DPE+24
Agua 384%E+27
Ultrassom Agua+EtOH §20NEFGH ]
EtOH 384°B+6
Hexano 173%¢P+42
Extracdo a alta pressao
Extracdo Supercritica
CO,+4% EtOH 111709413
CO,+4% EtOH+Agua
(90/10) 142%3412
CO,+7% EtOH 113fhde+14
250 bar / 40°C CO,+7% EtOH+Agua
(90/10) 1395419
CO,+10% EtOH 99fhe+24
CO,+10% EtOH+Agua
(90/10) 1577942
Extracdo com Liquido Pressurizado
75 bar EtOH 397%P+6
100 bar EtOH 400°F+14
100 bar EtOH+Agua
40°C / 3mLmin™* (90/10) 252%r+]
100 bar EtOH+Agua
(70/30) 103fehdet]
125 bar EtOH 823~*+48
Extracdo com Liquido Pressurizado LP2
40°C / 3mLmin™! 100 bar EtOH 858~*+21

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras mindsculas indicam analise
de todos os resultados, b) letras maitsculas indicam andlise somente entre as
extragdes a baixa pressao e c) simbolos gregos sinalizam analise somente entre
as técnicas a alta presséo.
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Os métodos para a avaliagdo da atividade antioxidante in vitro
representam indicadores das potenciais atividades bioldgicas, refletindo
apenas uma biodisponibilidade tedrica. Maiores avaliagbes sdo
necessarias para a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes
nos extratos e para verificar sua contribuicdo na atividade antioxidante
total, assim como para testar sua atividade antioxidante em sistemas
bioldgicos (CRUZ, 2016).

4.1.6.4 Potencial antioxidante pelo método FRAP

Os resultados referentes a determinacdo do potencial antioxidante
por reducdo do ferro para os extratos obtidos pelas diferentes técnicas de
extracdo sdo apresentados na Tabela 13. Os resultados variaram de 6+1
a 27523 pPmOlrolox/Jextrato.

Comparando as técnicas a baixa pressdo percebe-se que
maceracdo e ultrassom se comportaram de forma similar quanto a
polaridade dos solventes. O extrato obtido por maceragdo utilizando o
solvente etanol, entre as EBP, foi o que apresentou maior valor (259+5
MOl rrolox/Qextrato) @sSim como para 0 método ABTS, sendo que este
valor diferiu de todos os demais (p<0,05). De forma geral, o solvente
etanol apresentou-se com os melhores resultados nas EBP, seguido do
hexano. Bergamaschi (2010), através de extracBes assistidas por
ultrassom com etanol (80 %) com diversos vegetais, obteve para folha e
talo de rabanete (127 pumol/g), folha e talo de cenoura (101 pmol/g) e
folha e talo de nabo (193 umol/g), resultados semelhantes aos obtidos
por meio do ultrassom para folha de beterraba com etanol (139,5
pumol/g) e com hexano (161 umol/g).

Entre os resultados obtidos para os extratos a alta pressdo,
comparando os solventes, percebeu-se que quando se utilizou etanol
puro (como solvente ou cossolvente), os resultados foram melhores em
comparacgdo com as misturas de etanol e dgua na técnica ELP. Por outro
lado, para a ESC isso ndo se aplicou ao incremento de 4 e 7 % onde 0s
resultados ndo diferiram entre si (4 %) ou foram melhores quando se
utilizou a mistura (7 %).
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Tabela 13 - Determinagdo do potencial antioxidante (PA) pelo método de
reducdo do ferro (FRAP) dos extratos obtidos da folha de beterraba a baixa e

alta pressao.

Método Solvente

PA (IJ.mOlTroon/gextrato)

Extracdo a baixa presséo

Agua 1349PE+4
Agua+EtOH 91"F+6
Soxhlet EtOH 182%%+12
Hexano 123%E+10
Agua QkHiq
Maceracio Agua+EtOH 18%H+5
EtOH 2590445
Hexano 146°+P+12
Agua 6YHE1
Ultrassom Agua+EtOH 45,11°+0,7
EtOH 1407.CPE+3
Hexano 161°B°+3
Extracdo a alta pressao
Extracdo Supercritica
CO,+4% EtOH 130,28+0,7
CO,+4% EtOH+Agua
(90/10) 124240
CO,+7% EtOH 1874042
250 bar / 40°C CO,+7% EtOH+Agua
(90/10) 218°7+6
CO,+10% EtOH 240>P+3
CO,+10% EtOH+Agua
(90/10) 71n+4
Extracdo com Liquido Pressurizado
75 bar EtOH 271,5*+0,4
100 bar EtOH 275%+3
100 bar EtOH+Agua
40°C/ 3mL/min (90/10) 18042
100 bar EtOH+Agua
(70/30) 10%9+1
125 bar EtOH 10105+8
Extragdo com Liquido Pressurizado LP2
40°C / 3mL/min 100 bar EtOH 68,5""+0,5

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras mindsculas indicam analise
de todos os resultados, b) letras maidsculas indicam analise somente entre as
extracdes & baixa pressdo e c) simbolos gregos sinalizam andlise somente entre

as técnicas a alta pressao.
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Analisando os resultados, a ELP apresentou valores para o
método de reducdo do Fe3* para Fe?* superiores aos obtidos com a ESC
nas pressbes de 75 e 100 bar utilizando etanol como
solvente.Analisando os resultados obtidos com o solvente etanol e
diferenciando as técnicas de extracdo, percebe-se que ELP a 75 e 100
bar e a maceracdo apresentaram os melhores valores em relacdo as
demais, estes, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). O
etanol apresentou-se, assim como para CFT, DPPH e ABTS, o solvente
gue melhor extraiu compostos com potencial antioxidante.

Halvorsen et al. (2009) utilizou amostras vegetais trituradas
com 4agua, formando uma pasta, homogeneizadas em sonicador em
metanol, centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para realizacéo das
analises. Nesse estudo eles encontraram valores de FRAP para raiz de
beterraba (1980 pmol/g), couve (2650 pmol/g), alcachofra (2080
umol/g), brécolis (350 umol/g) e rabanete (390 umol/g) que diferem dos
obtidos neste trabalho. O valor para raiz de beterraba é muito superior
aos extratos, mas deve-se levar em consideracdo a influéncia do pré-
tratamento, método de extracdo, armazenamento e que mesmo sendo
parte integrante do mesmo vegetal, possuem estrutura celular,
morfolégica e composicdo nutricional diferentes, fatores estes que
causam discrepancias nos valores de reducéo do FRAP.

O método FRAP ¢é um indicador adicional da atividade
antioxidante, mas é importante considerar suas limitacdes, como a de
que qualquer composto com potencial redox menor que o do par Fe¥* e
Fe?*, possa teoricamente reduzir o Fe®* em Fe?*, contribuindo para o
valor do FRAP e induzindo a resultados maiores e falsos
(MAGALHAES et al., 2008). O que explica a grande variacio entre
diferentes residuos vegetais e até mesmo entre 0s mesmos residuos
obtidos por diferentes técnicas, provavelmente ocorreu pelo mecanismo
especifico do FRAP na avaliagdo do potencial antioxidante, uma vez
gue este método é limitado a medicdo de compostos que promovam a
transferéncia de elétrons (PRIOR, XIANLI, SCHAICH, 2005).

A Figura 18 mostra um comparativo entre as trés técnicas de
determinacdo in vitro do potencial antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP)
para os extratos obtidos da folha de beterraba.
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Figura 18 — Comparativo entre as trés técnicas para determinagdo in vitro do
potencial antioxidante dos extratos da folha de beterraba.
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Fonte: A autora.

Analizando a Figura 18, pode-se perceber que o método que
apresentou os melhores resultados para o conjunto de analises
antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) foi o liquido pressurizado
utilizando etanol como solvente. Tanto como que para o CFT, aqui, nas
andlises do potencial antioxidante, a agua se mostrou como ineficiente
na extracdo de compostos bioativos que apresentassem potencial
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antioxidante, isso pode ser devido a falta de seletividade proporcionada
por esse solvente, como foi destacado nas discussdes anteriormente.

4.1.6.5 Consideracdes sobre a folha de beterraba

Analisando os diferentes resultados para a folha de beterraba,
percebe-se que o0 solvente que apresentou melhor capacidade na
extracdo de compostos com potencial antioxidante foi o etanol, tanto nas
EBP quanto como cossolvente na ESC e solvente na ELP. Dentre todas
as metodologias empregadas, a extracdo por liquido pressurizado
utilizando etanol como solvente merece destaque por ter apresentado 0s
melhores resultados em relacdo aos CFT e também ao potencial
antioxidante, analizado através das metodologias in vitro DPPH, ABTS
e FRAP. A folha de beterraba apresentou um potencial antioxidante
comparavel a antioxidantes sintéticos, provando a possibilidade de seu
emprego como um aditivo concorrente aos empregados atualmente na
industria alimenticia e cosmética, agregando valor a este residuo
agricola.

4.2 TALO DE BETERRABA
4.2.1 Caracterizacio da matéria-prima e do leito de particulas

A composicdo nutricional do talo de beterraba é apresentada na
Tabela 14. A umidade do talo in natura, segundo Monteiro (2009) é de
93,73%, mostrando que a desidratacdo proporcionou que a matéria-
prima estivesse abaixo dos 15% de umidade, valor adequado para ESC
(MAIA, 2016). Os resultados para proteina, carboidratos e fibra
encontrados neste trabalho foram inferiores aos de Monteiro (2009), que
encontrou os valores de 16,11 (g/100g), 18,66 (g/100g), 0,16 (g/100g) e
37,96 (g/100g), respectivamente, com excessdo dos lipidios, que
apresentaram um valor de 0,16 (g/100g).
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Tabela 14 — Composicéo nutricional do talo de beterraba desidratado.

Nutriente Composicao
(9/100g)

Carboidratos totais 49,69
Proteina 13,66

Gordura (lipidios) 1,84
Fibra bruta (matéria fibrosa) 10,09
Umidade e volateis 6,62
Cinzas 18,10

Em estudo realizado por Tivelli et al., (2011) para parte aérea
(folha e talo) da beterraba, foram apresentados valores de 24,17
(9/100g), 3,30 (g/100g), 50,55 (g/100g), 14,28 (g/100g) e 21,98
(9/100g) para proteinas, lipidios, carboidratos totais, fibras e cinzas,
respectivamente em base seca, todos superiores aos obtidos para o talo
de beterraba desidratado.

De acordo com a tabela brasileira de composic¢do dos alimentos
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, 2006), os valores
para esta cultivar (raiz crua) apresentam-se superiores aos encontrados
para a composi¢do do talo, com valores de 13,57 g de proteina, 0,71 g
de lipidios, 79,28 g de carboidratos, 24,28 g de fibra e 6,43 g de cinzas.
A diferenca entre os valores pode se dar pelo fato de que, neste trabalho
as andlises foram realizadas com a matéria-prima ja seca e triturada,
sendo que desta forma a concentracdo dos nutrientes é maior do que na
matéria-prima in natura. Além disso, existem inUmeras varidveis a
serem consideradas nestes resultados, como: local de plantio,
sazonalidade, estagio de maturacdo, condi¢des do solo e do clima, época
da colheita, gendtipo das plantas, exposicdo solar e manuseio pos-
colheita.

A caracterizacdo do leito de particulas utilizado na ESC ¢é
fundamental para a compreensdo dos fenbmenos de transferéncia de
massa que ocorrem durante o processo de extracdo (GUINDANI, 2014).
Na Tabela 15, sdo apresentados os valores para cada parametro referente
ao leito de particulas formado pelo talo de beterraba.
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Tabela 15 — Caracterizagdo do leito de particulas para o talo de beterraba.

Parémetro Valor
Diametro médio das particulas 0,267
(mm)
Massa especifica real (g/cm3) 1,604+0,001
Massa especifica aparente 0,290
(9/cm?)
Porosidade 0,819

O valor apresentado pelas particulas do talo (0,267 mm) esta de
acordo com Reverchon e Marco (2006), que afirmam que o valor médio
a ser utilizado em extragBes supercriticas esta entre 0,25 — 2 mm. O
percentual médio retido em cada peneira, para o talo de beterraba foi:
8,28 % (20 Mesh), 7,91 % (25 Mesh), 24,4 % (32 Mesh), 33,06 % (48
Mesh), 17,89 % (65 Mesh) e 8,46 % (80 Mesh), indicando que a maioria
das particulas ficou retida na peneira de 0,3 mm de abertura (48 Mesh).

O interesse nas etapas de secagem, moagem/trituracdo da
matéria-prima esté relacionado com o aumento da superficie de contato
entre solvente e soluto. Mazutti (2016) encontrou para a P. major e P.
lanceolata valores de diametro médio das particulas de 0,22 e 0,21 mm,
e massa especifica real de 1,70 e 1,45 g/cm3, respectivamente, valores
estes, muito préximos ao obtidos no presente trabalho, qualificando o
talo para os ensaios de ESC. Os valores encontrados para o alecrim em
estudo de extracdo realizado por Genena (2005), tanto para a densidade
especifica aparente quanto para a porosidade, foram muito préximos aos
encontrados para o talo de beterraba (0,3348 g/cm3 e 0,7483,
respectivamente).

4.2.2 Rendimento global de extracao (Xo)

O foco principal deste trabalho foi a realizacdo dos ensaios
utilizando a folha de beterraba, em virtude da falta de estudos com o
residuo da Beta vulgaris L., achou-se por bem, investigar as
particularidades apresentadas pelo talo. Essas informagdes sdo
importantes no que diz respeito ao estudo completo do residuo e
também, na compreensédo das diferencas presentes em ambas as partes.
Desta forma, os métodos EBP utilizados para o talo de beterraba foram
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0s mesmos utilizados para a folha, quanto a ESC, utilizou-se a melhor
condicdo com base no rendimento e para esta parte do residuo ndo se
realizou as ELP, uma vez que neste trabalho objetivou-se a montagem
do equipamento e a realizagdo de apenas alguns testes.

O rendimento global de extracdo obtido através dos métodos a
baixa pressdo e ESC sdo apresentados na Tabela 16. Os rendimentos
variaram de 0,510,3 a 47,2+0,7 entre todas as técnicas e solventes.

Analisando a influéncia da técnica no rendimento do extrato de
talo de beterraba, percebe-se que a extracdo em aparato Soxhlet
apresentou os maiores resultados, assim como na extracdo da folha de
beterraba. Pode-se observar que a possibilidade de renovagdo do
solvente durante a extracdo, a duracdo do processo e o emprego de altas
temperaturas favorece a dissolu¢cdo das substancias no solvente
possibilitando um rendimento superior. E importante ressaltar que, o
emprego de altas temperaturas e a falta de seletividade deste processo
acaba prejudicando a qualidade do extrato, justamente pela
decomposicdo térmica das espécies alvo (CASTRO e PRIEGO-
CAPOTE, 2010. Segundo Jochmann (2000), a temperatura influencia o
poder de solvatacdo do solvente supercritico mediante dois mecanismos,
0 primeiro devido a reducdo da densidade do solvente com o aumento
da temperatura e o segundo com relacdo ao aumento da pressdo de
vapor do soluto (ou volatilidade) com o aumento da temperatura.
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Tabela 16 — Rendimento global de extragdo para o talo de beterraba.

Método Solvente Rendimento (Xo) %
Talo seco in natura Metanol 70%* 4,269
Extrac8o a baixa pressao
Agua 47,2°+0,7
Agua+EtOH 512042
Soxhlet EtOH 9,0%0,7
Hexano 7,19+0,6
Agua 15,8°+0,3
Maceragio Agua+EtOH 299+1
EtOH 5,09+0,4
Hexano 35612
Agua 36,7°+0,5
Ultrassom Agua+EtOH 53,02+0,7
EtOH 4,79+0,2
Hexano 0,6'+0,1
Extracdo a alta pressdo
ESC (250 bar/40 °C/ CO2+10% EtOH 0,5'+0,3
0,5 kgcoa/h) CO+10%
’ EtOH+Agua (90/10) 679+1

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey. *Metodologia de acordo com Padrdo
Internacional 1SO 14502-1.

Verifica-se que o solvente que apresentou os melhores resultados
para 0 Xo foi a mistura agua e etanol, com exce¢do da técnica por
maceracgdo, onde o hexano apresentou-se como melhor alternativa. A
polaridade, neste caso, é a varidvel que mais vai influenciar no
rendimento no que diz respeito ao solvente a ser empregado. Este
comportamento indica que o talo de beterraba possui grande quantidade
de compostos sollveis em solventes com polaridade alta, entre 9,0
(polaridade da agua) e 5,2 (polaridade do etanol) (BYERS, 2009). A
polaridade de um composto é definida em funcdo da habilidade da
molécula em participar de interagdes, de todos os tipos, com outras
moléculas polares presentes no sistema (BARWICK, 1997).

A solubilidade de diferentes compostos naturais varia de acordo
com os solventes empregados, solutos polares séo sollveis em solventes
polares como etanol e &gua, por exemplo, e solutos apolares dissolvem-
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se em solventes apolares como hexano. A solubilidade dos compostos
naturais geralmente aumenta com o aumento nos indices de polaridade
(JADHAV et al., 2009).

Quanto ao comportamento dos extratos obtidos por maceracao,
percebeu-se que quando foi utilizada agua e a mistura agua e etanol
como solvente a matriz absorveu o solvente, prejudicando o processo de
separacdo amostra/solvente. A proporcdo utilizada de solvente/amostra
foi diferente, na maceracéo utilizou-se de 1:5 enquanto que para Soxhlet
e ultrassom de 1:30.

A ESC com cossolvente EtOH e EtOH+agua (90/10)
proporcionou valores de Xg estatisticamente diferentes, enquanto que o
primeiro apresentou resultado semelhante a extracdo assistida por
ultrassom com hexano sendo estes, os menores resultados obtidos, ja o
segundo ndo apresentou diferenca significativa das demais extragdes
com etanol e Soxhlet hexano. Observa-se que, para todas as técnicas, a
mistura agua e EtOH foi a que apresentou os maiores resultados.

Maia (2016) avaliou a extracdo de mangaba desidratada
(Hancornia speciosa), e seus resultados com o solvente agua para as
EBP foram superiores aos encontrados para o talo de beterraba. O autor
encontrou para os solvente dgua e etanol os valores para maceracdo
26+4 % e 21,0+0,7, Soxhlet 69+4 e 53,8+0,8 e para ultrassom 61+2 e
32+2, respectivamente. O autor ndo fez uso da mistura etanol e agua.
Para este fruto, assim como para o talo, Soxhlet apresentou melhores
resultados em relacdo as demais quanto ao Xo.

4.2.3 Conteudo de fenolicos totais e potencial antioxidante

4.2.3.1 Conteudo de Fenolicos Totais (CFT)

Os resultados referentes a composicdo fendlica dos extratos
obtidos a baixas e alta pressdo sdo apresentados na Tabela 17. Os
valores para CFT variaram de 11+5 a 98+6 (Mgcae/Jextrato)-

O método que apresentou maior eficiencia na extracdo de
compostos fendlicos para o talo de beterraba quanto ao CFT foi a ESC
utilizando etanol como cossolvente, apresentando um valor
significativamente diferente de todos os demais resultados (986
mgcae/Jextrato). A ESC € uma técnica que apresenta alta seletividade, € a
extracdo dos compostos fenolicos foi facilitada com o emprego de um
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solvente de polaridade intermediaria. O emprego de baixa temperatura,
em relacdo a extracdo em aparato Soxhlet também é uma vantagem, pois
diminui a degradacdo dos compostos com potencial antioxidante
(ZOUGAGH, et al., 2004; REVERCHON, MARCO, 2006).

Analisando os solventes empregados percebe-se que a mistura
agua e etanol e o etanol puro apresentaram os melhores resultados para
todas as técnicas, mais uma vez, com exce¢do de maceragao. Percebe-se
gue a extracdo em aparato Soxhlet se destacou na extracdo utilizando os
solventes etanol e a mistura dgua e etanol, apresentando um CFT de
55,0£0,7 e 54+3 mgeac/Jextrato, respectivamente. Mesmo empregando
uma alta temperatura, este método apresentou-se como superior em
relacdo as demais EBP. Quanto a diferenca no comportamento do CFT
em relacéo aos solventes na técnica de maceragdo, assim como no Xo, 0
hexano superou os demais solventes, apresentando um CFT de 3145
(mgeac/Qextrat). Como explicado anteriormente, esta técnica ndo se
apresentou como uma boa op¢do para as amostras que utilizaram o
solvente dgua e a mistura agua e etanol. Interessante destacar que a
amostra obtida por maceracdo com hexano, ap6s 0 processo de
rotaevaporagdo permaneceu oleosa, 0 que ndo aconteceu nas demais
técnicas para este solvente.
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Tabela 17 — Contetdo de fendlicos totais (CFT) obtidos para o talo de beterraba
e padrdes antioxidantes.

Método Solvente CFT (mgeac/Jextrato)
Talo seco in Metanol 70%* 26°%+3
natura
Extrac8o a baixa pressao
Agua 11945
Agua+EtOH 54b+3
Soxhlet EtOH 55,0°0,7
Hexano 24°0et+4
Agua 16870+1
Maceragio Agua+EtOH 15M9+2
EtOH 220efo+2
Hexano 31%9+5
Agua 14%9+1
Ultrassom Agua+EtOH 250de+5
EtOH 334
Hexano 147944
Extraco a alta pressdo
CO,+10% EtOH 082+6
ESC250 bar / 40°C CO,+10%
/0,5 Kg/h EtOH+Agua
(90/10) 230det+D

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey. *Metodologia de acordo com Padrdo
Internacional 1SO 14502-1.

O talo seco in natura apresentou um valor de 26+3
(mgeac/Qextrato) que foi inferior ao obtido em aparato Soxhlet com EtOH
e Agua+EtOH e com ESC com 10% de EtOH. Percebe-se que, de uma
forma geral, o etanol se apresentou como o melhor solvente na extracao
de compostos fendlicos para o talo de beterraba e neste caso, as
variaveis de processo em aparato Soxhlet (tempo de contato
amostra/solvente, temperatura, ciclos de solvente) e ESC (pressdo,
temperatura, solvente+cossolvente) contribuiram nos maiores resultados
de CFT se compararmos com a amostra seca in natura.

Bergamaschi (2010) trabalhou com extracdo por ultrassom de
diversos residuos de origem vegetal, entre eles, o talo da beterraba. O
conteldo de fendlicos totais determinados foi de 56,92 e 12,50
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(mgeac/Qextrato) Utilizando etanol (80 %) e &gua, respectivamente. Esses
resultados comparados aos obtidos por ultrassom deste estudo,
demostram que para o solvente dgua (14+1 mgeac/Qextrato), fOi Obtido um
valor superior ao de Bergamaschi, enquanto que para a mistura
agua+EtOH (255 mQeac/Qextrato) € para etanol puro (33+4
MOeac/Qextrato) foram inferiores.

Tiveron (2010) estudou diversas hortaligas, entre elas a beterraba.
Os extratos foram obtidos da matéria-prima liofilizada e sonificada com
etanol (80%), sendo os sobrenadantes utilizados para as analises. O
resultado apresentado para o CFT foi de 2,9+0,2 (Mgeac/Qextrato), inferior
a todos os resultados das técnicas utilizadas para o talo de beterraba.
Melo e Farias (2014) em estudo da composi¢do centesimal, fendlica e
potencial antioxidante em partes comestiveis ndo convencionais de seis
olericolas (por exemplo folhas e talos da beterraba), realizaram uma
extracdo simples utilizando etanol (95 %) em agitacdo, seguida de
repouso e filtracdo. Os autores obtiveram um valor igual a 5,4+0,5
Mgeac/Jextrato. ESSE Valor, mesmo se comparando a técnica de maceragéo
com etanol (22+2 mgeac/Qexirato) € inferior aos resultados obtidos neste
trabalho.

De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), existem varios
fatores que podem interferir no conteido de metabolitos secundarios nas
plantas, dos quais os compostos fendlicos fazem parte. Dentre esses
fatores estdo a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, adicdo de nutrientes, poluicdo atmosférica, danos
mecanicos e ataques de patdgenos.

De forma geral, os compostos fendlicos séo caracterizados como
polares, embora alguns possam ser solubilizados por hexano ou diéxido
de carbono. Esta caracteristica pdde ser verificada nos resultados
obtidos nas técnicas de extragdo aplicadas ao talo de beterraba.

A Figura 19 apresenta um comparativo entre o rendimento e o
CFT dos extratos obtidos através do talo de beterraba. Analisando a
figura entende-se que extratos com maiores rendimentos apresentaram
uma quantidade de CFT menor se comparada aos métodos de extracéo
mais seletivos, como é o caso da ESC com 10% de cossolvente etanol.
Isso, como explicado anteriormente, tem relacdo com o método de
extracdo e com o solvente utilizado. Percebeu-se que no caso do talo,
assim como para a folha, o solvente que apresentou melhor capacidade
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de extracdo de CFT foi o etanol, neste caso, juntamente com a mistura
agua e etanol (1:1).

Figura 19 — Comparativo entre X, e CFT para 0s extratos de talo de beterraba.

C02+10% EtOH+Agua (90/10)
CO2+10% EtOH
US- Hexano

US- EtOH

US- Agua+EtOH
Us- Agua

MAC- Hexano
MAC- EtOH
MAC- Agua+EtOH
MAC- Agua

SOX- Hexano
SOX- EtOH

SOX- Agua+EtOH
SOX-Agua

e

o

20 40 60 80 100 120

mRendimento (X0) % = CFT (mgGAE/gextrato)

Fonte: A autora.

Observando apenas as EBP, a extracdo com etanol e com a
mistura agua e etanol através do aparato Soxhlet apresentaram um 6timo
conteido de CFT, ja em comparacdo com 0s ensaios a alta pressdo, a
ESC utilizando como cossolvente etanol a 10 % apresentou o melhor
resultado para CFT em relacdo a todos os demais métodos utilizados na
extracdo do talo de beterraba.

4.2.3.2 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH

Os resultados do potencial antioxidante dos extratos de talo de
beterraba a baixa e alta pressdo analisados pelo método de captura do
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radical DPPH estdo dispostos na Tabela 18. Os valores de CEsg
variaram de 59,4+3,2 a concentracfes superiores a 2000 pg/mL.

Avaliando as técnicas de extragdo, a que apresentou melhores
resultados num aspecto geral para extracdo de compostos antioxidantes
foi a maceracéo.

Tabela 18 —Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de talo de
beterraba através do método DPPH, expressos através da concentragdo efetiva a
50 % de atividade (CEsp).

Método Solvente CEso (ug/mL)

Extracdo a baixa pressao

Agua 1294,6P+0,8
Soxhlet Agua+EtOH 12325+186
EtOH 59,432
Hexano 800¢+5
Agua 7970042
Maceragio Agua+EtOH 702%+40
EtOH 518¢+4
Hexano 1131b¢d+35
Agua <2000?
Ultrassom Agua+EtOH <1500P
EtOH 11479460
Hexano 1428P+69
Extracdo a alta pressédo
ESC250 bar / 40°C | —=02r10% EIOH <1500°
0.5 Kgh' CO2+10%
EtOH+Agua (90/10) 7380433

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey.

Segundo Reynertson et al. (2008), valores de CEsg até 50 pg/mL
sdo considerados muito ativos, valores de 50 — 100 pg/mL sdo
moderadamente ativos, de 100 a 200 pg/mL possuem uma certa
capacidade de inibi¢do, enquanto que superiores a 200 pg/mL sdo
considerados inativos no que diz respeito aos radicais livres no método
da captura do radical livre por DPPH. Logo, 0 extrato obtido através do
aparato Soxhlet utilizando etanol como solvente foi o (nico que se
apresentou muito ativo, com um valor de 59,4+3,2 mgcag/MLextrato. ESte



114

resultado é inferior ao potencial antioxidante encontrado para o
antioxidante sintético BHT (67 pg/mL) no trabalho realizado por Cruz
(2016), o que indica o alto potencial antioxidante do extrato de talo de
beterraba e seu possivel emprego como antioxidante industrial.

Avaliando os solventes empregados nos processos de extracao, 0s
melhores resultados encontrados estdo ligados ao etanol, evidenciando a
polaridade intermediaria dos solutos presentes na matriz do talo de
beterraba. Em contrapartida, 0 emprego de etanol na ESC, acabou
apresentando um resultado inferior ao da mistura etanol e agua, isso
pode ser explicado pela facilidade da solubilizagdo dos compostos
presentes na matriz pela 4gua, possibilitando sua extracdo e
consequentemente, quantificagio. Agua e solventes hidroalcodlicos s&o
preferidos quando o objetivo é a obtencdo de corantes ou produtos
antioxidantes para a indUstria de alimentos (GOMEZ-PLAZA et al,
2006).

Comparando ao trabalho de Bergamaschi (2010), na extracdo via
ultrassom do talo de beterraba utilizando como solvente etanol (80 %) e
agua, obteve um CEso de 260 pg/mL e 640 pg/mL, respectivamente,
melhores que os encontrados para o talo utilizando etanol puro e agua
como cossolvente desse estudo.

4.2.3.3 Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS

Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados obtidos para os
extratos a técnicas de baixa e alta pressdo quanto sua determinagéo do
potencial antioxidante pelo método de captura do radical ABTS. Esta
andlise objetiva a verificacdo da capacidade dos compostos presentes
nos extratos de talo de beterraba em sequestrar o radical cation 2,2-
azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), comparado a
um padrdo antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico). Este método se apresenta como uma excelente
ferramenta para determinar o potencial antioxidante de compostos
doadores de hidrogénio e de compostos terminadores de cadeias (RE et
al. 1999).
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Tabela 19 — Potencial antioxidante pelo método de captura do radical ABTS dos
extratos obtidos do talo de beterraba pelos métodos a baixa e alta pressdo.

Método Solvente TEAC (Hmol/gextrato)*

Extracdo a baixa pressao

Agua 49,20%+0,03
Soxhlet Agua+EtOH 6,709+0,05
EtOH 730%+14
Hexano 24,6519+0,2
Agua 10,309+0,01
Maceracio Agua+EtOH 41,6¢+0,4
EtOH 1179+3
Hexano 0,09+0
Agua 99+4
Ultrassom Agua+EtOH 17943
EtOH 83°+2
Hexano 41,4°+0,5
Extracdo a alta presséo
ESC250 bar / 40°C CO2+10% EtOH 137°+33
/0,5 Kgh-t COz+10% 799+12
EtOH+Agua (90/10)

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey. *TEAC: equivalente ao trolox.

Os resultados obtidos com esta analise in vitro variaram do 0,0 ao
730 (Mmol/Qextrato). Avaliando a melhor técnica quanto a extragcdo de
compostos com potencial antioxidante, pode-se destacar a realizada em
aparato Soxhlet e extracdo supercritica. Ambos o0s métodos
apresentaram para o etanol valores de 730+14 e 137£33 (Mmol/Qextrato)
respectivamente.

O etanol se mostrou como melhor solvente quanto a extragdo de
compostos antioxidantes detectaveis pelo método de captura do radical
ABTS, para todas as técnicas a baixa pressdo e quando utilizado na
concentracao de 10 % como cossolvente ao CO; na ESC.

Quando avaliou o potencial antioxidante dos extratos do talo de
beterraba obtidos por ultrassom, Bergamaschi (2010) encontrou 121,48
(MMrrolox/Qextrato)  Utilizando etanol (80 %) e 79,67 (UMTrolox/Qextrato)
utilizando agua, respectivamente. Esses valores sdo superiores aos
obtidos na técnica em ultrassom neste trabalho, com exce¢do do
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resultado obtido para etanol (83+2), que foi superior ao de agua obtido
por Bergamaschi. Essa diferenca envolve inimeras variaveis, pode-se
levar em consideracdo as diferencas entre as matérias-primas, como a
terra de cultivo, clima, regido, periodo de colheita, manuseio, método de
armazenamento e processamento, entre outros.

Tiveron (2010) estudou diversas hortalicas, entre elas a beterraba.
Os extratos foram obtidos da matéria-prima liofilizada e sonificada com
etanol (80%), o sobrenadante foi utilizado para a analise de ABTS,
sendo encontrado um valor de 11,1+1,2 puMrolox/Gextrato Para a beterraba.
Comparando com o resultado obtido por maceracgdo utilizando etanol
como solvente, as amostras dos extratos apresentaram o mesmo valor
para o potencial antioxidante, embora as técnicas ndo sejam as mesmas
na obtencdo do extrato, percebe-se uma semelhanca entre essas duas
partes da hortalica.

Ao se comparar com 0 antioxidante sintético BHT, Cruz (2016),
gue em seu trabalho apresentou um valor de 52384236 UMTeac/Gextrato,
percebe-se que os valores antioxidantes apresentados nos extratos de
talo pelo método de captura do radical ABTS (resultados do presente
trabalho) sdo baixos. Deve ser levado em consideragdo, que 0s extratos
vegetais sdo instaveis, podendo sofrer degradacao pela luz, oxigénio, pH
e outros. No caso do extrato obtido por Soxhlet, que apresentou o
melhor resultado para o método de ABTS, sua extragdo foi realizada a
alta temperatura, durante um longo periodo e posteriormente ainda foi
submetido a eliminacdo do solvente, estando exposto a muitas variaveis
que influenciaram na diferenca se comparado ao BHT.

Ainda assim, o extrato do talo da beterraba apresenta-se como
uma alternativa em substituicdo aos antioxidantes sintéticos, lembrando
que, para o teste de DPPH esta mesma amostra apresentou um potencial
antioxidante maior que o proprio BHT.

4.2.3.4 Potencial antioxidante pelo método FRAP

O método de FRAP para determinacdo do potencial antioxidante
foi desenvolvido como uma alternativa para fluidos bioldgicos e
solucgdes aquosas de compostos puros, podendo ser aplicado no estudo
do potencial antioxidante em extratos de alimentos, bebidas e da
eficiéncia antioxidante de substéncias puras (BEGAMASCHI, 2010). Os
antioxidantes presentes no extrato vegetal sdo avaliados como redutores
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do Fe*® a Fe*?, sendo quelados por 2,4,6-Tri (2-Piridil) -s-Triazina
(TPTZ), para formar o complexo Fe*2-TPTZ (cor azul) (BENZIE e
STRAIN, 1996).

Os resultados obtidos para o potencial antioxidante dos extratos
do talo de beterraba a baixa e alta pressdo determinados pelo FRAP sédo
apresentados na Tabela 20. Os potenciais antioxidantes variaram de 0 a
63354 (UMOlTrolox/Qextrato), demonstrando uma grande diferenga entre 0s
processos e solventes utilizados. Avaliando a influéncia do solvente na
extracdo, percebe-se que, com excecdo da técnica assistida por
ultrassom, para todas as demais, 0 solvente etanol foi mais eficaz na
extracdo de compostos antioxidantes secundarios, que sdo 0s que a
metodologia FRAP é capaz de medir. O melhor resultado foi obtido
utilizando 10 % de etanol como cossolvente na ESC. Ja as extracdes que
utilizaram agua ou a mistura etanol e agua, apresentaram 0s menores
resultados.

Shaidi e Naczk (1995), destacam que a natureza quimica dos
compostos antioxidantes nos alimentos varia do simples ao altamente
polarizado e ha grande variedade de compostos bioativos nos vegetais
(acidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes quantidades
presentes, além da possibilidade da interagdo dos compostos
antioxidantes com carboidratos, proteinas e outros componentes dos
alimentos. Alguns desses complexos com alto peso molecular sédo
altamente insollveis em agua, explicando os resultados obtidos tanto
para a folha quanto que para o talo de beterraba quando se utilizou dgua
na extracao.
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Tabela 20 - Determinagdo do potencial antioxidante (PA) pelo método de
reducdo do ferro (FRAP) dos extratos obtidos do talo de beterraba a baixa e alta
pressao.

Método Solvente PA
(Hm0|Trolox/gextrato)

Extracdo a baixa pressao

Agua 5,5+0,8
Agua+EtOH 17¢'+3
Soxhlet EtOH 63923
Hexano 156°+0
Agua 6,440
Maceragio Agua+EtOH 744
EtOH 163°+11
Hexano 30%+2
Agua 0+0
Ultrassom Agua+EtOH 1,570
EtOH 30%f+2
Hexano 87°45
Extracéo a alta pressdo
CO,+10% EtOH 633254
ESC 250 bar / CO,+10% 70%9+4
40°C /0,5 Kgh't EtOH+Agua
(90/10)

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) para o Teste de Tukey.

Comparando ao trabalho de Bergamaschi (2010), na extracao via
ultrassom do talo de beterraba utilizando como solvente etanol (80 %),
foi encontrado um valor de 619 pmoltrolox/Qextrato € para a agua de 398
MMOlrrolox/Qextrato.  ESSES  resultados sdo superiores aos que foram
encontrados para 0s extratos de talo com os diferentes solventes
testados. Embora as técnicas utilizadas para ambos os trabalhos seja
extracdo assistida por ultrassom e agua como solvente, a diferenca
nesses resultados pode ser explicada pelas diferencas nas etapas de
extracdo. Bergamaschi ndo especifica o tipo de ultrassom utilizado, se é
sonda ou banho, dificultando a andlise dos interferentes como um todo.

Bergamaschi (2010) utilizou um tempo de extracdo de 15 min,
seguido de centrifugacdo e posterior filtracdo, sendo o sobrenadante
recolhido e armazenado durante no maximo uma semana. Neste trabalho
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a extracdo assistida por ultrassom (sonda com microponta) foi
conduzida durante 7 min na poténcia maxima, filtrados e submetidos a
rotaevaporagao para eliminacdo do solvente. E importante destacar que
a utilizacdo de microponta e alta frequéncia na extragdo assistida por
ultrassom, segundo Vinatoru (2010), aumenta o rendimento mas
aumenta paralelamente a degradacdo dos constituintes da matéria-prima.
Desta forma, uma explicacdo para a diferenca entre os resultados
apresentados pela mesma matéria-prima, mesmo solvente estejam nas
particularidades do processo e equipamento de ultrassom.

Na Figura 20 sdo apresentados os valores do potencial
antioxidante do talo de beterraba para os testes in vitro (DPPH, ABTS e
FRAP).

4.2.3.5 Consideracoes sobre o talo de beterraba

Os extratos obtidos com o talo de beterraba, assim como 0s
provenientes da folha, apresentaram preferéncia pelo solvente etanol.
Levando em consideracdo os resultados obtidos para as analises do
potencial antioxidante, percebeu-se que, embora o extrato advindo da
ESC com 10 % de cossolvente etanol tenha apresentado um rendimento
(como discutido na secédo 4.2.3.1) inferior aos demais, a sua qualidade e
potencial antioxidante apresentou-se superior as EBP, com execdo do
teste in vitro DPPH, onde o extrato obtido através do Soxlhet com etanol
apresentou um valor de CEsg comparavel a antioxidantes sintéticos.
Sendo este residuo, também, além de uma fonte de minerais e vitaminas,
uma alternativa no que diz respeito ao emprego como antioxidante
natural em alimentos ou cosméticos.
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Figura 20 — Comparativo entre as trés técnicas para determinagdo in vitro do
potencial antioxidante dos extratos do talo de beterraba.

C02+10% EtOH+Agua (90/10)
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Fonte: A autora.

4.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

A determinacdo da composicdo quimica dos extratos da folha e
talo da beterraba (Beta vulgaris L.) foi realizada apenas para alguns
extratos, selecionados em funcdo dos resultados de rendimento e/ou
CFT. Assim, os extratos selecionados para folha de beterraba, obtidos
pelas técnicas a baixa e a alta pressdo, foram: Soxhlet com etanoal,
Soxhlet com agua, ultrassom com etanol, ESC com 7 % de cossolvente
etanol e agua (90:10), ELP1 a 100 bar com etanol e ELP2 a 100 bar com
etanol. Para o talo de beterraba foram selecionados os extratos: Soxhlet
com etanol, Soxhlet com etanol e 4gua, e ESC com 10 % de cossolvente
etanol.

A Tabela 21 apresenta a lista dos componentes identificados nos
extratos selecionados da folha e talo de beterraba obtidos pelas técnicas



121

a baixa pressdo (Soxhlet e ultrassom) e a alta pressdo (ESC e ELP). No
total, 71 compostos foram identificados nos extratos, mas apenas 48
apresentaram uma confiabilidade maior ou igual a 70 %.

Analizando os resultados apresentados, percebeu-se que 0s
componentes majoritarios dos extratos da folha e talo de beterraba
identificados pelo CG-EM, por headspace foram o Dimetilsilanodiol, 2-
Etil-1-hexanol e 2,2-dimetoxi-1,2-difenil-etanona.

As amostras que possibilitaram a maior quantidade de compostos
identificaveis tanto para a folha quanto que para o talo, foi Soxhlet com
solvente etanol. Isso pode ser atribuido a falta de seletividade
apresentada pelo método, que é devido ao refluxo de solvente puro e ao
tempo de extracéo.

O composto dimetilsilanodiol j& é empregado em cosméticos com
finalidade no tratamento de acne. Possui acdo queratolitica, anti-
inflamatoria e anti-edema. O Salicilato de Dimetilsilanodiol combate o
efeito citodestrutivo dos radicais livres, reestruturando a membrana
celular e combatendo a peroxidacéo lipidica (POLYTECHNO, 2007).

O composto 2-Etil-1-hexanol (nome industrial isooctanol), foi
identificado nas nove amostras. De acordo com The Dow Chemical
Company (2002), o 2-Etil-1-hexanol tem como aplicagdes a fabricagdo
de ésteres de baixa volatilidade, herbicidas, entre outros.

Comparando os extratos obtidos com as técnicas a alta pressao
para a folha, percebe-se que a ESC em relagdo a ELP apresentou maior
nimero de compostos identificaveis por CG-EM em headspace.

Apesar de os residuos de beterraba apresentarem bons resultados
nas andlises anteriores de CFT e antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP),
ndo foi possivel a identificacdo de quantidades significativas de
compostos fenodlicos na andlise de CG-EM. Segundo Bergamaschi
(2010), esse fato evidencia a possibilidade de compostos fendlicos
estarem unidos a outros grupos e/ou compostos, ndo sendo possivel sua
identificacdo por CG-EM.

Embora a andlise realizada por CG-EM ter se mostrado como
uma boa ferramenta na identificagdo dos compostos dos extratos obtidos
da folha e talo de beterraba, o uso de outros métodos, como HPLC,
poderia detectar a presenca de outras substancias com maior polaridade,
como as betalainas.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho avaliou-se o potencial antioxidante dos extratos
obtidos através de técnicas a alta e baixa pressdo de residuos
provenientes da producgdo agricola da beterraba de mesa. As folhas e
talos da beterraba, assim como sua raiz, sdo fonte de carboidratos,
proteinas e fibras, mostrando-se como um alimento nutritivo e de
qualidade para ser inserido na dieta alimentar.

Os extratos obtidos por extracfes a baixa pressdo para a folha
apresentaram rendimentos superiores aos das extragdes da ESC e LP.
Os melhores resultados de rendimento para as extracbes a baixa
pressdo foram obtidos por Soxhlet com &gua, enguanto que para a
ESC, o maior rendimento obtido foi com o emprego de 10 % de
cossolvente etanol e agua (90:10) e para a ELP, a mistura etanol e
agua (70:30) a 100 bar apresentou o maior resultado. O incremento do
percentual de agua na extracdo proporcionou os melhores rendimentos,
em relacdo aos demais solvente. J& para as extracGes realizadas com o
talo da beterraba, a mistura de solventes etanol e agua foi mais
eficiente nas EBP, sendo que o rendimento foi superior nas extracdes
da folha em relagdo ao talo.

Embora para a folha as extracbes a alta pressdo tenham
apresentado baixos rendimentos, seus resultados para o ensaio de CFT
foram superiores aos das EBP. O solvente mais eficiente, tanto nos
extratos obtidos a EBP quanto na ELP, foi o etanol, enquanto que para
ESC, o cossolvente a 4 % e a 7 % de etanol e agua (90:10)
apresentaram resultados superiores ao etanol puro. Para os ensaios de
captura de radical DPPH e ABTS, o solvente que melhor extraiu
compostos com potencial antioxidante foi o etanol, tanto nas EBP
guanto as em alta pressdo. As ELP1 apresentaram os melhores
resultados para os métodos de avaliagdo do potencial antioxidante
utilizados neste estudo, para o DPPH as ELP a 75 e 100 bar
apresentaram resultados superiores ao antioxidante sintético BHT. As
ELP1 a 75 e 100 bar também demonstraram os maiores valores para o
teste in vitro FRAP. Na analise de ABTS as ELP a 125 bar e no
extrator em escala menor (ELP2) apresentaram os maiores valores de
potencial antioxidante.
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Percebe-se que, embora os solventes e misturas com agua tenham
apresentado os melhores rendimentos, a agua ndo foi tdo eficiente na
extracdo de compostos com potencial antioxidante, sendo o etanol uma
melhor opgdo. A nova tecnologia de ELP mostrou-se como uma 6tima
alternativa na extracdo de compostos bioativos da folha de beterraba,
sendo que este é o primeiro trabalho do grupo a utilizar essa técnica e
equipamento.

Nas extracOes realizadas com o talo de beterraba percebeu-se a
inclinacdo, no que diz respeito ao rendimento, pela mistura etanol e
agua. Os rendimentos das EBP foram extremamente superiores aos
ensaios realizados para ESC, sendo que, o0 método que apresentou o
melhor rendimento foi o assistido por ultrassom com etanol e 4gua. Mas
esta técnica ndo se apresentou como eficiente na extracdo de compostos
gue apresentassem potencial antioxidante. A técnica ESC com 10 % de
cossolvente etanol apresentou o maior valor para CFT, embora seu
rendimento tenha sido o menor, para as EBP, o solvente etanol foi mais
eficiente na extracdo de CFT, o que se repetiu para as analises de
captura do radical DPPH e ABTS e para metodologia de reducdo FRAP.

Analisando a composi¢do por CG-EM realizada em alguns
extratos da folha e talo de beterraba, percebeu-se que os principais
compostos  volateis obtidos nos diferentes extratos foram o
Dimetilsilanodiol e o 2-Etil-1-hexanol. Outros componentes importantes
também foram identificados nas amostras com polaridades semelhantes
as dos solventes utilizados na extracdo.

Percebeu-se que, mesmo existindo uma variacdo para cada
técnica de andlise do valor biol6gico presente no extrato, o solvente que
se apresentou como melhor opg¢do na extracdo de compostos com valor
bioldgico foi o etanol, isso se deve, principalmente a sua polaridade
intermediaria, tendo em vista que compostos fendlicos podem ser tanto
polares como apolares, dependendo da sua classe. Embora a dgua e sua
mistura com etanol tenham apresentado bons rendimentos, seu potencial
antioxidante pode ter sido comprometido pela presenca de carboidratos
e proteinas, muitas vezes extraidos juntamente aos demais compostos,
pela falta de seletividade que a 4gua proporciona.

Por fim, as partes comestiveis ndo convencionais da beterraba,
tanto a folha como o talo, sdo uma fonte alternativa de nutrientes,
minerais. Estas apresentam um alto potencial biolégico para serem
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utilizadas na obtencdo de extratos antioxidantes, podendo ser
reaproveitados na industria alimenticia ou farmacéutica, assim como a
raiz da beterraba que ja é empregada largamente como pigmento.






a)

c)
d)

€)

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar a desidratacdo dos extratos em liofilizador a vacuo;
Testar diferentes temperaturas na ELP para folha e realizar
ensaios também para o talo de beterraba.

Trabalhar com extracdes estaticas na ELP.

Analisar o perfil de compostos fendlicos e betalainas nos
extratos por cromatografia liquida.

Avaliar o efeito antioxidante dos compostos que apresentaram
melhor potencial em matrizes alimenticias como conservantes.
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APENDICES

APENDICE A - Curvas dos padrdes das analises de atividade
antioxidante

Figura 21 — Curva de calibragdo do acido galico
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Figura 22 — Curva de calibragdo: inibicdo do radical ABTS versus concentracdo
do padré&o trolox
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Figura 23 — Curva de calibragdo do padréo trolox para metodologia FRAP
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APENDICE B — Dados experimentais da curva de extracio ESC

Tabela 22 — Dados experimentais da curva cinética de ESC

ESC CO;puro
Tempo (min) Massa acumulada (g)
5 0

10 0,0002
15 0,0002
20 0,0004
25 0,0004
30 0,0008
40 0,0026
50 0,0049
60 0,0049
70 0,0103
80 0,0109
90 0,0151
100 0,0252
110 0,0284
120 0,0367
150 0,0428
180 0,0478
210 0,0583
240 0,0603
270 0,0694
300 0,07

330 0,0705
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APENDICE C - Dados experimentais das curvas cinéticas de
extracdo ELP

Tabela 23 — Dados experimentais da curva cinética de ELP com etanol.

ELP Massa acumulada (g)
Tempo
(min) 75 (bar) 100 (bar) 125 (bar)
0 0 0 0
3 0,0685 0,1821 0,2515
6 0,092 0,225 0,4596
9 0,1107 0,2516 0,5246
12 0,1271 0,2789 0,5658
17 0,156 0,3065 0,6156
22 0,1832 0,3345 0,656
27 0,2214 0,3526 0,6817
32 0,2561 0,3726 0,7178
37 0,2861 0,3921 0,7344
42 0,3081 0,413 0,7486
47 0,3245 0,4358 0,7628
52 0,3356 0,4541 0,8252
57 0,3459 0,4712 0,8362
62 0,3566 0,4944 0,8362
67 0,3679 0,5155 0,847
72 0,376 0,5325 0,857
77 0,3846 0,5496 0,8686
82 0,3935 0,5664 0,8791
87 0,4011 0,5804 0,8887
92 0,4057 0,5928 0,8997
97 0,416 0,6071 0,9536
102 0,4235 0,624 0,9651
107 0,4314 0,6403 0,9754
112 0,4402 0,6581 0,9754
117 0,4477 0,6695 0,9754

122 0,4545 0,6847 0,9754
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APENDICE E - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massa

Al. CG-EM Folha Soxhlet etanol

Figura 24- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Soxhlet com
etanol.
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A2. CG-EM Folha Soxhlet agua

Figura 25- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Soxhlet com
agua.
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A3. CG-EM Folha Ultrassom etanol
Figura 26- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Ultrassom com
etanol.
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A4. CG-EM Folha ELP1 100 bar etanol
Figura 27 - CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Liquido
Pressurizado (1) com etanol a 100 bar.
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CG-EM Folha ELP2 100 bar etanol
Figura 28- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Liquido
Pressurizado (2) com etanol a 100 bar.
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A6. CG-EM Folha ESC 7% etanol e agua (90/10)
Figura 29- CG-EM do extrato de folha de beterraba obtido por Extracéo
Supercritica com 7% de etanol e dgua (90/10).

14000000 -
12000000 o
10000000 o
8000000

6000000

Abundincia

4000000

2000000

0 L I

-2000000

Tempo (min)



162

A7. CG-EM Talo Soxhlet etanol
Figura 30- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Soxhlet com

etanol.
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A8. CG-EM Talo Soxhlet agua e etanol
Figura 31- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Soxhlet com &gua

e etanol.
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A9. CG-EM Talo ESC 10% etanol
Figura 32- CG-EM do extrato de talo de beterraba obtido por Extracéo

Supercritica com 10 % de etanol.
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