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RESUMO

A cor é um indicador de qualidade importante que influencia na aceitacdo dos alimentos pelo
consumidor. Para obter a coloracdo desejada, as industrias alimenticias aplicam corantes,
naturais ou sintéticos, em seus produtos. Em funcdo dos beneficios oferecidos a saude, a
preferéncia das pessoas por pigmentos naturais tem crescido, voltando a atencdo da industria
para esse tipo de compostos. Dentre as opc¢des de corantes produzidos pela natureza estéo as
betalainas, pigmento com elevado poder tintorial e presente em grande quantidade na
beterraba vermelha, principal fonte de obtencdo desse corante. Um dos maiores desafios para
a ampliacdo da utilizacdo das betalainas é a sua baixa estabilidade, fato que limita a sua
aplicacdo na industria de alimentos. Tendo em vista estes fatores, o presente trabalho tem
como objetivo principal estudar a aplicacdo do tratamento térmico HTST (do inglés, High
Temperature Short Time) para a estabilizacdo de betalainas provenientes do bulbo da
beterraba vermelha. Para tanto, foram estudados os perfis de aquecimento (em funcdo da
concentracdo da amostra e da temperatura de tratamento) de extratos obtidos a partir de
esmagamento dos bulbos, bem como o comportamento da concentracao do pigmento ao longo
do tempo de extratos tratados e ndo tratados. Os perfis de aquecimento das amostras se
mostraram dependentes da temperatura de tratamento, porém, independentes da concentracdo
de pigmento. A aplicacdo do tratamento térmico HTST, durante 120 segundos com
temperatura aproximada de 96 °C, provocou degradacdo do pigmento, sendo bastante
agressivo para extratos de menor concentragcdo. Contudo, esse processamento levou a uma
reducdo de 6 e 11 vezes na taxa de degradacdo de amostras com menor e maior concentracéo
inicial de betalainas, respectivamente, melhorando a estabilidade do pigmento. Além disso,
em todas as condic¢des de concentracao estudadas, foi observado um aumento da concentracao
do pigmento nos extratos tratados no segundo dia de armazenamento, indicativo de
regeneracdo, porém, a anélise estatistica de todos os dados de teor de betalainas (controle e
tratado) para amostras de maior concentracdo ndo apresentou diferenca significativa entre as

concentracdes do primeiro e segundo dia de armazenamento.

Palavras chave: beterraba; bulbo; betalainas; estabilidade; HTST; extracdo; regeneracgdo;

tratamento térmico.
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1. INTRODUCAO

A cor é um dos atributos mais importantes dos alimentos, sendo considerada um
indicador de qualidade e determinante na aceitacdo do produto pelo consumidor. Muitos
alimentos necessitam da aplicacdo de corantes para que se alcance a pigmentacdo desejada,
logo, os pigmentos, sejam eles sintéticos ou naturais, sdo de suma importancia na industria
alimenticia.

Os pigmentos naturais apresentam algumas desvantagens em comparagdo aos
sintéticos, como, por exemplo, 0 maior custo e sua menor estabilidade. Porém, as pessoas tém
evitado cada vez mais os corantes sintéticos devido a uma crescente procura por alimentos
mais saudaveis e mais naturais, fazendo com que a utilizacdo de corantes naturais ganhe a
atencdo da inddstria.

Dentre as possibilidades de pigmentos produzidos pela natureza e que podem ser
utilizados para a coloracdo de alimentos, as betalainas ganham destaque por seu elevado
poder tintorial, além da sua atividade antioxidante que é extremamente benéfica para a satde
humana. A principal fonte desses corantes é a beterraba vermelha, sendo as betalainas
responsaveis pela coloragdo caracteristica vermelho-violeta dessa hortalica, e seu extrato rico
no corante de interesse. Um fator limitante para a utilizacdo desse pigmento é a sua baixa
estabilidade, havendo grande tendéncia a degradacdo desde o0 momento em que é extraido.

A estabilidade das betalainas é afetada por fatores endogénos, como a acdo de
enzimas, além de fatores externos como a temperatura, luz, pH e oxigénio. Visando ampliar a
utilizacdo desse pigmento na inddstria alimenticia, se faz necessaria a melhoria de sua
estabilidade. Para tanto, a observacdo das condi¢des de extracdo do pigmento, bem como a
utilizacdo de um processamento adequado a reducdo da atividade das enzimas ou, até mesmo,
a inativacdo destas,(as quais prejudicam a estabilidade dos compostos de interesse), se fazem
necessarias para a reducdo da exposi¢éo a fatores que aceleram a degradacdo das betalainas.

O tratamento térmico € um processamento amplamente utilizado na industria
alimenticia por promover, entre outras coisas, a esterilizagdo dos alimentos,
evitando/minimizando a presenca de patdgenos e o crescimento bacteriano, bem como por
levar & inativacdo de enzimas que interferem na qualidade do produto. As betalainas séo
compostos termossensiveis e sua degradacao pode ser acelerada pelo aumento da temperatura.
Tempos longos de exposicdo ao calor podem levar a uma perda muito grande de pigmento,
impossibilitando sua utilizagdo. Porém, o tratamento térmico a altas temperaturas e em curto

periodo de tempo, 0 HTST (do inglés, High Temperature Short Time), € uma alternativa para



0 processamento de betalainas, pois promove a minimizacdo de patdgenos no extrato que
contém o pigmento e a inativagdo das enzimas, com reduzido impacto sobre os compostos de
interesse.

Mesmo podendo ser uma boa alternativa para o processamento dos extratos
provenientes do bulbo da beterraba vermelha, o tratamento térmico HTST pode ocasionar
degradacdo do pigmento por exposicdo ao calor. Contudo, o tipo de reacdo de degradacdo
decorrente de elevadas temperaturas apresenta reversibilidade, sendo esse fenémeno chamado
de regeneracao do pigmento. Essa regeneracdo € observada, principalmente ap6s aplicacdo de
curtos periodos de tratamento, mantendo-se condi¢fes de armazenamento adequadas apds a
exposicdo ao calor, reduzindo a degradacdo aparente do pigmento e promovendo um aumento
na concentracdo final de betalainas.

Tendo em vista os beneficios da ampliacdo da utilizacdo de betalainas como corante
natural na indudstria alimenticia, o presente trabalho de conclusdo de curso contempla o estudo
da aplicacdo do tratamento térmico HTST nos extratos do bulbo da beterraba vermelha e o

efeito desse tratamento na estabilidade do pigmento.
1.1.0ODbjetivo

O objetivo geral deste trabalho é estudar a aplicacdo do tratamento térmico HTST (do
inglés, High Temperature Short Time) na estabilizacdo da betalaina contida no bulbo da
beterraba vermelha, visando ampliar a utilizacdo desse pigmento como corante natural na

industria alimenticia.
1.2.0Dbjetivos especificos

Para que se possa alcancar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos sdo

propostos:

e avaliar a influéncia da temperatura nos perfis de aquecimento do extrato obtido a partir
do bulbo da beterraba vermelha;

e estudar a influéncia da concentracdo de betalaina nos perfis de aquecimento do extrato
obtido a partir do bulbo da beterraba vermelha;

e avaliar a regeneracdo do pigmento quando o tratamento térmico utilizado é o HTST
em diferentes concentracdes de betalainas.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo tem por objetivo apresentar os fundamentos tedricos e uma revisdo das
informacdes presentes na literatura sobre o tema estudado neste trabalho, sendo essas
informacg6es importantes para uma melhor compreensdo dos objetos envolvidos no presente
estudo. Serdo abordados, neste capitulo, topicos referentes a extracdo e estabilizagdo de um
extrato rico em betalainas, bem como a fonte e as caracteristicas desse pigmento.

2.1.Beterraba

De acordo com Tivelli et al. (2011), a beterraba é uma das principais culturas de
hortali¢as no Brasil, sendo trés dos seus bi6tipos (beterraba agucareira, forrageira e horticula)
de significativa importancia econémica. O bié6tipo cultivado no Brasil € a horticula, a
beterraba vermelha (ou de mesa), cujos bulbos sdo utilizados na alimentacdo humana. A
composicdo centesimal do bulbo da beterraba vermelha (em base Umida) é 11,1 g de
carboidratos, 3,4 g de fibra alimentar, 1,9 g de proteinas, 0,1 g de lipidios, 0,9 g de cinzas e
86 % umidade (TACO, 2011). A beterraba se divide em bulbo, talos e folhas, sendo as

diferentes partes dessa hortalica apresentadas na Figura 1.

» FOLHAS

TALOS

BULBO

Fonte: adaptado de < http://bionoticias.blogspot.com/2006/01/>

Figura 1: Partes da beterraba separadas em folhas, talos e bulbo


http://bionoticias.blogspot.com/2006/01/

A beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) é um produto largamente utilizado em
trabalhos cientificos por apresentar em sua composicdo elevados niveis de antioxidantes,
contendo, também, outros compostos importantes para a saide humana, tais quais vitamina
B6, fibras sollveis, &cido folico, ferro, zinco, célcio, fésforo, sddio, niacina, biotina, potassio
e magnésio (SANTOS, 2017). Além dessas substancias, essa raiz contém pequenas
quantidades de carotenoides e &cido ascoOrbico que podem aumentar a sua capacidade
antioxidante (WOOTON-BEARD; RYAN, 2011;).

O consumo regular dessa hortalica pode ajudar na prevencgédo de determinadas doengas,
como por exemplo, alguns tipos de cancer, apresentando o suco dessa leguminosa um efeito
benéfico a saide humana. Tanto o bulbo quanto a parte aérea da beterraba (folhas e talos)
podem ser aproveitados na alimentacdo, sendo a parte aérea altamente nutritiva (TIVELLI et
al., 2011; WOOTON-BEARD; RYAN, 2011).

Ao longo da década de 2000, foi observado um crescimento no consumo in natura de
beterrabas, bem como na sua utilizacdo na industria de alimentos para a producdo de
alimentos infantis, corantes (utilizados em iogurtes, sopas desidratadas e ketchups) e
conservas (TIVELLI et al., 2011).

Segundo Stintzing e Carle (2008a), os extratos dessa raiz apresentam propriedades
adversas como um elevado teor de nitratos, bem como o seu odor desagradavel devido a
derivados de pirazina e geosmina. Em contraponto, apresenta muitos beneficios devido a sua
composicdo altamente nutricional e devido a presenca de corantes naturais, sendo uma das
fontes mais ricas de betalainas, que podem ser utilizadas para pigmentar alimentos (NAYAK
et al., 2006).

No estudo desenvolvido por Koubaier et al. (2014) foram comparadas a quantidade de
betalainas, a composicao de fendlicos totais e a atividade antioxidante do bulbo e dos talos da
beterraba. O extrato obtido dos bulbos demostrou um maior teor de betalainas do que os talos,
com um teor maximo de 53 £ 4 mg de betanina equivalente / g de extrato e 46 + 3 mg
vulgaxantina | equivalente / g de extrato para as raizes e 11 + 0,5 mg de betanina
equivalente / g de extrato e 10,4 = 0,8 mg vulgaxantina | equivalente / g de extrato para 0s
talos. O suco do bulbo apresentou maior atividade antioxidante, associada a maior quantidade
de betalainas presentes, e menor concentracao de fendlicos totais que os talos.

A cor vermelho-arroxeada caracteristica da beterraba se deve a presenca de elevada
concentracdo de betalainas em sua composicdo (TIVELLI et al., 2011 ; RAVICHANDRAN
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et al., 2013), sendo as caracteristicas e particularidades dessa substancia apresentadas no item

a sequir.
2.2.Betalainas

Pigmentos sdo substdncias que produzem cores e estdo presentes em todos o0s
organismos, podendo ser encontrados em frutos, vegetais, flores, fungos, bem como podem
ser substancias sintéticas (SCHIOZER; BARATA, 2007).

As Dbetalainas sdo pigmentos naturais nitrogenados e hidrossolUveis, que sao
sintetizados a partir do aminoacido tirosina e sdo amplamente utilizados como corante na
indUstria alimenticia. Esses pigmentos estdo presentes somente nas plantas da ordem
Caryophyllales (JACKMAN; SMITH, 1996; ESCRIBANO et al., 2017) e se dividem em dois
grupos estruturais, betacianinas (de coloracdo vermelho-violeta) e betaxantinas (de coloragédo
amarelo-alaranjada), sendo o é&cido betalamico um cromdforo comum para ambas as
estruturas (AZEREDO, 2009). Khan e Giridhar (2015) reportam que, até o ano de 2015,
cerca de 75 estruturas de betalainas (incluindo betacianinas e betaxantinas) foram
identificadas em aproximadamente 17 familias das 34 familias conhecidas da ordem
Caryophyllales.

Além das propriedades colorantes, as betalainas possuem uma vasta gama de
atividades biologicas desejaveis, tais como atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, bem
como propriedades hepatoprotetoras e anticancerigenas (AZEREDO, 2009;GEORGIEV et al.,
2010; GENGATHARAN; DYKES; CHOOQO, 2015). Estudos com diferentes linhas celulares
demontraram o potencial das betalainas na quimioprevencdo do cancer a partir de
experimentos em camundongos, mostrando que essas substancias inibem a formacdo de
tumores (GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).

De acordo com Stintzing e Carle (2008a) e Strack, Vogt e Schiliemann (2003), as
betalainas podem ser encontradas em vegetais como beterraba vermelha, amaranto, acelga,
pitaia e pera de cactus. Dentre as fontes de pigmento citadas, a principal é a beterraba
vermelha, que contém quantidades aprecidveis de betanina, a betalaina majoritaria na
beterraba, variando de 75 a 95 % das betacianinas presentes nesse vegetal (HAVLIKOVA;
MIKOVA; KYZLINK, 1983; CZAPSKI, 1990; CAIl; SUN; CORKE., 2005). No estudo
realizado por Gasztonyi et al. (2001), foram analisadas cinco variedades de beterraba em

termos de sua composicdo de pigmento. Em todos 0s casos, as principais betacianinas



encontradas foram a betanina, isobetanina, betanidina e isobetanidina; as principais
betaxantinas encontradas foram a volgaxantina | e vulgaxantina I1.

Na Figura 2, sdo representadas as estruturas do acido betalamico, das diferentes
classes de betalainas, bem como exemplos de compostos formados a partir de diferentes

substituicdes para os radicais das estruturas, incluindo betanina e vulgaxantina I e I1.

(A) Acido Betaldmico

(B) Betaxantinas
Substituicdo Composto
Ry R,
o >
H Acido Glutamico Vulgaxantina |
Prolina Indicaxantina
A
Substituicdo Composto
(C) Betacianinas Rs Rs
B-glicose H Betanina
o L 6'-0-(malonil)-B-glicose H Phyllocactus
6’-0-(3"-hidroxi-3"” metilglutarilo)-B-glicose H Hylocerenina
P 2"-0-(B-4cido glicurénico )-B-glicose H Amarantina
“ H B-glicose Gonfrenina |

Fonte: adaptado de Herbach, Stintzing e Carle (2006).

Figura 2: Estruturas quimicas do acido betalamico, betacianinas e betaxantinas, com
possibilidades de substituicéo dos radicais

A natureza produz uma variedade de compostos adequados para aplicacdo como
corante alimentar, como as antocianinas, betalainas, carotenoides e clorofilas (AZEREDO,
2009). No que tange a coloragdo, as betalainas apresentam vantagens em relacdo a corantes
naturais ja consolidados, como as antocianinas, pois apresentam uma forca tintorial ate trés
vezes maior que esses outros pigmentos, podendo, uma quantidade inferior a 50 mg de

betanina/ kg, produzir a cor desejada no alimento para a maioria de suas aplicagbes como
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corante alimenticio (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000;
STINTZING; CARLE, 2007).

A cor é um atributo muito importante nos alimentos e € uma caracteristica sensorial
essencial para a aceitacdo do consumidor (MANCHALI et al., 2013). Segundo Nayak et al.
(2006), problemas com a seguranca de aplicacdo de corantes artificiais estimularam a
pesquisa sobre pigmentos naturais alternativos. Pigmentos sintéticos podem deixar residuos
toxicos e, consequentemente, podem ndo ser apropriados para uso em processamentos de
alimentos. Por esses motivos, a coloragdo alimentar com corantes artificiais tem sido cada vez
mais desaprovada pelos consumidores e, em contrapartida, a aplicacdo de pigmentos naturais,
dentre eles as betalainas, vem ganhando grande importancia para a industria alimenticia
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

Celli e Brooks (2017) afirmam que o uso de betalainas como pigmento em alimentos
traz grandes beneficios & saude daqueles que os ingerem, devido as suas propriedades
antioxidantes, mas que a substituicdo dos corantes sintéticos pelos naturais é desafiadora.
Sendo a beterraba a fonte mais utilizada para a obtencdo de betalainas, uma das adversidades
na utilizacdo de seus extratos em alimentos, como produtos lacteos, € um sabor de terra
causado pela geosmina e algumas pirazinas presentes nessas hortalicas, sendo necessario um
tratamento para reduzir esse efeito indesejavel (LU et al., 2003; STINTZING; CARLE, 2004;
SANTOS, 2017). Outro problema que se enfrenta na aplicacdo de betalainas como corante ¢ a
sua limitacdo de estabilidade durante o processamento e armazenamento do alimento. Esses
pigmentos podem ser utilizados eficazmente em alimentos congelados ou mantidos a baixas
temperaturas e em produtos com vida Util curta, como iogurtes, pudins, sorvetes e salsichas,
mas seu espectro de aplicacbes € bastante limitado devido a sua baixa estabilidade
(GUNESER, 2016; KAHN, 2016; MARTINS et al., 2017).

2.2.1 Estabilidade de Betalainas

Betalainas, assim como o restante dos pigmentos naturais, apresentam menor
estabilidade quando comparadas a corantes sintéticos. Varios fatores afetam essa estabilidade,
incluindo calor, oxigénio, luz, agdo de enzimas como [-glicosidases, polifenoloxidades
(PPOs), bem como peroxidades (PODs) e, embora as betalainas apresentem estabilidade em
uma ampla faixa de pH (variando de 3 a 7), condicGes de pH além dessa faixa podem levar a
aceleracdo da degradacdo do pigmento (STINTZING; CARLE, 2004; HERBACH,;
STINTZING; CARLE, 2006; SANTOS, 2017).



Azeredo (2009) afirma que a temperatura é o fator mais importante em relacéo a
estabilidade durante o processamento e armazenamento de alimentos. Por este motivo, muitos
trabalhos foram dedicados a estudar a degradacdo térmica das betalainas e a estabilidade
desses pigmentos, sendo relatada uma maior estabilidade de betacianinas em relacdo a
betaxantinas a temperatura ambiente (SAPERS; HORNSTEIN, 1979).

No estudo conduzido por Saguy, Kopelman e Mizrahi (1978), solugdes ricas em
betalaina foram submetidas a aquecimento por diferentes intervalos de tempo, sendo
observado um aumento na degradacdo do pigmento, bem como na producdo de &cido
betaldmico e substancias marrons, com o aumento da temperatura. O comportamento da
concentracdo do pigmento em relacdo ao tempo na degradacdo térmica caracteriza uma
cinética de reacdo de primeira ordem (VON ELBE; MAING; AMUNDSON, 1974; SAGUY,
1979; HERBACH; STINTZING; CARLE, 2004). Barrera, Reynosco e Mejia (1998) também
estudaram a estabilidade das betalainas com a temperatura, concluindo, da mesma forma, que
um aumento na temperatura ocasiona em um aumento na degradacdo do pigmento.

O oxigénio desempenha um papel critico na degradacédo, principalmente na presenca
de luz e acima da temperatura ambiente (ATTOE; VON ELBE, 1985). No estudo realizado
por Cai, Sun e Corke (1998), tanto extratos de betalainas oriundos de beterraba, quanto
extratos oriundos de amaranto apresentaram melhor estabilidade em temperaturas mais
baixas, na auséncia de luz e de ar, em uma faixa de pH de 5 a 7, sendo a maior estabilidade
em pH 5,6.

A exposicdo a luz também é um dos fatores que afetam a estabilidade do pigmento.
Estudos demonstraram uma relacao inversa entre a estabilidade e a intensidade da luz, sendo a
degradacdo dependente da presenca de oxigénio, pois os efeitos da exposicdo a claridade
foram negligencidveis em condi¢des anaerobias (ATTOE; VON ELBE, 1981; HUANG; VON
ELBE, 1986).

Além disso, fatores enddgenos, como as enzimas, favorecem a degradacdo de
betalainas. A beterraba vermelha é rica em POD e betacianinas sdo mais susceptiveis a
degradacdo enzimatica do que as betaxantinas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2008).

Tendo em vista todos esses fatores, ter conhecimento das condi¢fes de processamento
(temperatura, tempo, exposicdo ao ar e a luz) e das possibilidades de modificacdo dessas

condicBes para que se possa controlar o processo é de extrema importancia para a manutencao
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do pigmento e reducdo de sua degradacdo durante o processamento e armazenamento
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006; SANTOS, 2017).

2.2.2 Degradacao do pigmento

De acordo com o descrito anteriormente, o processamento do alimento pode levar a
degradacdo das betalainas e, em regra, a degradacdo esta associada a uma perda da cor
caracteristica e o surgimento de uma coloragdo marrom devido a polimerizagdo subsequente.
Na literatura, sdo descritas algumas reacGes que ocorrem com 0S pigmentos e causam sua
degradacdo, sendo as reacBes mais comuns a isomerizacdo, a glicélise e a hidrolise
(STINTZING; CARLE, 2007; SANTOS, 2017).

Schiozer e Barata (2007) demonstraram que a betanina pura degrada em uma
velocidade maior quando comparada a extratos, por exemplo, de beterraba, sugerindo um
efeito protetor dos outros substituintes no sistema natural (polifenois, antioxidantes, entre
outros).

Em geral, betacianinas sdo acompanhadas pelos seu respectivos isémeros, sendo a
proporcao betanina/isobetanina dependente da fonte e do processamento. A isobetanina
apresenta coloracdo idéntica a betanina, podendo a isomerizacdo ser considerada uma
modificacédo estrutural e ndo uma degradacdo do pigmento, visto que ndo afeta sua utilizacdo
como corante (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

Em condicbes de processamento de elevadas temperaturas ou meio excessivamente
acidos e na presenga de B-glicosidases pode ocasionar a degradacdo por glicolise, na qual a
ligacdo da betanina com a glicose é quebrada, resultando em um deslocamento batocrémico
(JACKMAN; SMITH, 1996; HERBACH; STINTZING; CARLE, 2004).

Outro tipo de reacdo que pode levar a degradacdo de betalainas é a hidrolise. Essa é
uma reacdo de comum ocorréncia durante tratamentos térmicos e provoca a quebra da ligacdo
aldimina do pigmento. Essa quebra acarreta na separacdo da betanina em &cido betalamico,
com coloracdo amarela, e ciclodopa-5-O-glicosideo (incolor), levando a uma reducdo no
poder tintorial do corante e um deslocamento da cor para o amarelo (HERBACH;
STINTZING; CARLE, 2006). Herbach, Stintzing e Carle (2005) monitoraram a degradacao
térmica de betaninas, sendo a hidrélise o principal mecanismo observado, em concordancia

com o que fora descrito anteriormente.
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Uma particularidade da reacdo de hidrolise é a reversibilidade da clivagem da ligacao
aldimina, fendbmeno denominado regeneracdo (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006) e

que seréa discutido em detalhes a seguir.
2.2.3 Regeneracdo do pigmento

As betalainas sofrem degradacdo em elevadas temperaturas, durante tratamentos
térmicos, reduzindo o seu poder tintorial. Porém, em um periodo de até 24 (HUANG; VON
ELBE, 1985) e/ou 48 horas, podem ser restauradas a partir dos seus produtos de hidrolise
(&cido betalamico e ciclodopa-5-O-glicosideo, no caso das betaninas), configurando a
regeneracdo do pigmento (CZAPSKI, 1990). A regeneragdo pode ser definida como uma
ressintese parcial a partir do produtos de hidrolise, que é favorecida por baixos niveis de
oxigénio e dependente da concentracdo inicial de pigmento e da temperatura de
armazenamento apos o tratamento térmico (HUANG; VON ELBE, 1985).

Huang e VVon Elbe (1987) estudaram a dependéncia da regeneracdo em relagéo ao pH
na presenca e na auséncia de oxigénio. A regeneracdo se mostrou dependente do pH e da
presenca dos produtos de hidrdlise, isto é, para maiores concentragdes de acido betalamico e
ciclodopa-5-O-glicosideo, maior foi a regeneracdo obtida. O &cido betaldmico apresentou
maior estabilidade em pH mais alto, enquanto o ciclodopa-5-O-glicosideo se mostrou mais
estavel em pH mais baixo. Uma vez que a regeneracdo depende de ambos os compostos, a
maior porcentagem de regeneracdo foi observada em pH 6. Além disso, a presenca de
oxigénio influencia muito na regeneracdo. Para todos os testes realizados pelos autores, a
regeneracdo em condicOes aerdbias foi muito menor do que em condicGes anaerdbias.

A regeneracdo de betaninas (betacianina predominante na beterraba vermelha) pode
ser prejudicada pela presenca de amino compostos que competem com o ciclodopa-5-O-
glicosideo, substituinte que caracteriza a betanina, pelo acido betalamico (croméforo comum
a todas betalainas), podendo formar outros compostos. Dessa forma, solucdes de betanina
tratadas termicamente podem apresentar a formacdo de betaxantinas, resultando em um
padrdo de pigmento modificado, levando a um deslocamento da coloracdo para o amarelo e
reduzindo a regeneracdo de betanina (CZAPSKI, 1990; HERBACH; STINTZING; CARLE,
2006).
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2.3.Extracao

Muitos métodos de extracdo sdo aplicados para a producdo de alimentos, como
extracdo solido-liquido, aplicacdo de tecnologias ndo térmicas, tecnologias que utilizam o
campo elétrico e aplicacdo de esmagamento (LOGINOVA; LEBOVKA; VOROBIEV, 2011;
GONCALVES et al., 2012; BRIONES-LABARCA et al., 2015; SANTOS, 2017).

De acordo com Santos (2017), a extracdo solido-liquido ¢ um dos métodos mais
aplicados na extracdo de pigmentos naturais, que consiste na imersdo de um sélido em meio
liquido (aquoso ou organico) para transferir componentes do sélido para o liquido, sendo o
etanol o solvente comumente utilizado nesse tipo de metodologia.

As betalainas sdo extremamente propensas a degradacdo, sendo sua estabilidade
reduzida durante seu processamento na presenca de luz, oxigénio, pHs extremos e calor.
Dentre os métodos citados e aplicaveis na industria, 0 esmagamento é um dos poucos que ndo
leva a exposicdo a elevadas temperaturas nem ao uso de solventes organicos (SANTOS,
2017).

Gongalves et al. (2012) utilizaram uma centrifuga de alimentos para realizar a
extracdo por esmagamento em bulbos de beterraba vermelha. Os autores observaram que este

equipamento permitiu a obtencdo de amostras homogéneas.
2.4. Tratamento Térmico: HTST (High Temperature Short Time)

Tratamentos térmicos sdo comumente aplicados para processamento de alimentos
devido a sua capacidade de matar patdgenos e inativar enzimas potencialmente prejudiciais a
qualidade do alimento, bem como estender sua vida Gtil (GIRIBALDI et al., 2016; MOUSSA-
AYOUB et al., 2016).

A estabilidade de betalainas é afetada, dentre outros fatores, devido a acdo de enzimas
como as PODs, que estéo presentes em grande quantidade na beterraba vermelha. Para que se
tenha uma melhor estabilidade, se faz necessaria a inativagdo dessas enzimas, sendo essa
inativacdo alcancada somente pela aplicacédo de calor (STINTZING; CARLE, 2008a). Em seu
estudo, Rudrappa et al. (2005) constatou a inativagédo completa de PODs a 70 °C durante 40
minutos, demonstrando a efetividade da utilizacdo de tratamento térmico para esta finalidade.

Além da inativacdo enzimatica, tratamentos téermicos sdo também utilizados para a
reducdo parcial dos efeitos da geosmina nas caracteristicas sensoriais dos produtos a base de

beterraba. Porém, a temperatura é um dos fatores que causam a degradacdo das betalainas,
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sendo observadas perdas de cor a partir de temperaturas superiores a 30 °C (STINTZING,;
CARLE, 2008a; SANTOS, 2017). Saguy (1979) observou o aumento na degradacdo de
betalainas, com o aumento da temperatura, atraves da reducdo do tempo de meia-vida. Para
uma elevacao de temperatura de 61,5 °C a 75,5 °C, houve uma reducdo de aproximadamente
69 % no tempo de meia-vida do pigmento. Logo, € de suma importancia a adequacdo das
condicdes de temperatura e tempo de processamento do tratamento térmico visando a
diminuicdo de danos ao pigmento presente no extrato.

O tratamento térmico, especialmente em condicBes severas, pode dar origem a
alteracGes quimicas e fisicas que podem prejudicar as propriedades organolépticas e reduzir a
biodisponibilidade de alguns nutrientes no alimento (ARSLANOGLU et al., 2013). Uma
alternativa para minimizar estas alteraces de qualidade indesejaveis durante o processamento
térmico € a utilizacdo do tratamento térmico aplicado a altas temperaturas em curto periodo de
tempo, 0 HTST. Esse tipo de processamento produz a maior destruicdo microbiolégica com a
menor perda de qualidade do alimento (BLASCO et al., 2004; SANTOS, 2017).

No estudo conduzido por Huang et al. (2013), o HTST foi aplicado durante 8,6
segundos e a 110 °C em néctares de damasco, sendo investigado o comportamento de
enzimas, fendis, carotenoides e cor dos extratos. O tratamento induziu a uma completa
inativacdo das enzimas e, em comparacdo ao néctar ndo tratado, resultou em um aumento
significativo de compostos fendlicos totais, produziu grande diferenca de cor, bem como néo
demonstrou nenhum efeito sobre o total de carotendides e carotenos individuais, exceto o o-
caroteno, sendo os micronutrientes e fitoquimicos do néctar bem preservados.

Giribaldi et al. (2016) compararam a qualidade bioquimica do leite humano apos
pasteurizacdo pelo método convencional e pasteurizacdo utilizando o HTST. Nenhum
patdgeno ou crescimento bacteriano foi detectado apds a aplicagdo do tratamento térmico a
altas temperaturas em curto periodo de tempo e a qualidade bioquimica final do leite foi
melhor utilizando-se o substituto a pasteuriza¢do convencional.

O tratamento térmico HTST é também uma opcdo de processamento quando 0S
compostos de interesse sdo termossensiveis, contudo, se faz necessario o conhecimento da
degradacdo desses compostos devido a exposicdo a altas temperaturas (SANTOS, 2017). A
literatura apresenta alguns estudos relacionados a este assunto, como o realizado por Blasco
et al. (2004), que aplicaram o HTST para tratar acido ascérbico (composto termossensivel)

em cogumelos, analisando a cinética de degradacao dessa substancia.
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O HTST apresenta algumas desvantagens, tais quais a aplicacdo em alimentos solidos
ou de elevada viscosidade, o que pode levar ao superaquecimento da superficie devido a
necessidade de tempo para a transferéncia de calor para a parte interna do alimento, gerando
perdas de qualidade (OHLSSON; BENGTSSON, 2002).

Na literatura, ndo foram encontrados muitos trabalhos que avaliaram a influéncia
aplicacdo do HTST na estabilidade de betalainas. Santos et al. (2018) estudaram os efeitos da
aplicacdo do tratamento térmico HTST em extratos dos talos da beterraba vermelha, avaliando
seus efeitos na estabilidade do pigmento. Para um tratamento realizado a uma temperatura
efetiva de 85,7 °C e durante 120 segundos, os autores verificaram uma melhora na
estabilidade do pigmento para amostras com concentragdo inicial de 17,3 + 0,3 mg de
betanina/100 ml de extrato. O presente trabalho utiliza extratos do bulbo, com concentrages
de pigmento mais elevadas, condigdes para as quais nao se obteve informacdes na literatura

referentes a aplicacao deste tipo de tratamento e seus efeitos na estabilidade de betalainas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, estdo descritos os equipamentos e materiais utilizados, a metodologia
experimental e os métodos analiticos empregados na execucao dos experimentos. Nas se¢des
que seguem, estdo apresentadas as matérias-primas utilizadas, o método de extracdo, 0s
estudos dos perfis de aquecimento do extrato, bem como da aplicacdo da tecnologia HTST
para seu processamento.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento de Novos
Materiais e Processos (LADENMP), no Departamento de Engenharia Quimica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
3.1.Matéria Prima

As beterrabas vermelhas (Beta vulgaris L.) utilizadas no presente estudo foram

adquiridas na Central de Abastecimento do Rio Grande do Sul (CEASA), em Porto Alegre.
3.2.Extracao

O método de extracdo adotado foi o esmagamento, pois permite uma menor
susceptibilidade do extrato e, consequentemente, do pigmento & degradagdo, ndo havendo
exposicdo a elevadas temperaturas e solventes.

As beterrabas utilizadas foram separadas em bulbo e talos com folhas, ndo sendo
utilizada a parte aérea da planta nos experimentos. Os bulbos foram lavados em agua corrente
e Secos.

Optou-se por conduzir o esmagamento de acordo com a metodologia descrita por
Gongcalves et al. (2012), utilizando uma centrifuga de alimentos (Philips Walitta, modelo RI
1861) na poténcia maxima, visando a maior retirada de sumo possivel, realizando verificacéo
do volume do sumo (liquido) e da massa de bagago (sélido) apos a extracdo. Os extratos
obtidos foram imediatamente embalados em pacotes plésticos e selados com a menor
quantidade de ar possivel, em por¢cdes de 200 mL de sumo, sendo armazenados em
ultrafreezer (-38 °C), sob protecdo da luz, até a realizacdo dos experimentos.

Todo o processo foi realizado com baixa luminosidade para reduzir as perdas de

pigmento durante a extracéo.
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3.3.Perfis de Aquecimento

Os perfis de aquecimento do extrato foram tracados para avaliar o efeito da
temperatura e da concentracdo na curva de aquecimento das amostras. Todos o0s

procedimentos foram realizados em, pelo menos, duplicata.
3.3.1 Preparo das Amostras

Nessa etapa foram processados aproximadamente 16 kg de beterraba por
esmagamento, de acordo com a metodologia descrita na se¢do 3.2. Para cada experimento
realizado, um pacote selado de sumo foi descongelado em banho de &gua a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C), sob protecéao da luz.

O sumo bruto apresenta muitas particulas suspensas e pedacgos de fibra, portanto, se
faz necessaria a separacdo do sobrenadante (rico em betalainas). Para tanto, utilizou-se
centrifugacdo (centrifuga Cientec, modelo CT-5000R) a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
seguida de filtracdo em filtro de papel (Qanty, poro nominal de 25 pm).

Os extratos do bulbo da beterraba utilizados nessa fase dos experimentos apresentaram
74,5 £ 4,6 mg de betanina/100mL de extrato. Todo o procedimento foi realizado com baixa
luminosidade visando a minimizacdo da degradacdo do pigmento durante o preparo dos

extratos.
3.3.2 Perfil de Aquecimento em fungdo da Temperatura

O sumo filtrado, com sua concentracdo natural (74,5 £ 4,6 mg de betanina/100mL de
extrato), foi colocado em tubos de ensaio, utilizando-se um volume padrdo de 3,5 mL de
extrato em cada tubo, sendo necessarios trés tubos de ensaio para a construgdo de cada perfil
de aquecimento.

Foram utilizadas trés temperaturas (65,5 + 0,2 °C; 75,2 £ 0,2 °C e 86,1 + 0,2 °C) para
que se pudesse estudar o efeito desse fator no aquecimento dos extratos. Foram utilizadas
essas temperaturas para verificar se 0 comportamento de aquecimento era semelhante em uma
temperatura mais amena até uma temperatura mais elevada, visando estudar o efeito de
diferentes temperaturas nos perfis de aquecimento, especialmente no tempo necessario para
alcancar o equilibrio térmico.

Para cada uma das temperaturas estudadas, o perfil de aquecimento foi determinado

colocando um tubo de ensaio, com um termopar acoplado e em contato com a amostra, dentro
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de um banho de agua previamente aquecido na temperatura adequada. A temperatura do

extrato foi observada, durante 5 minutos, a cada 10 segundos.
3.3.3 Perfil de Aquecimento em func¢do da Concentracao

Para o estudo do efeito da concentragdo do extrato no aquecimento da amostra,
utilizou-se uma temperatura fixa e trés concentracdes diferentes de extrato. As concentracfes
utilizadas foram 74,5 £ 4,6 mg de betanina/100mL de extrato, concentracdo natural do
extrato, 49,6 = 0,4 mg de betanina/100mL de extrato e 24,9 £ 0,6 mg de betanina/100mL de
extrato, sendo esses dois Ultimos valores de concentracdo obtidos por diluicdo com agua
destilada do extrato natural, ndo sendo utilizado nenhum tipo de solvente organico. Os
extratos foram colocados em tubos de ensaio, utilizando-se um volume padrdo de 3,5 mL de
extrato.

Para cada uma das concentracGes estudadas, o perfil de aquecimento foi determinado
colocando um tubo de ensaio, com um termopar acoplado e em contato com a amostra, dentro
de um banho de agua previamente aquecido a 93,9 + 0,4 °C. Essa temperatura foi adotada por
ser a maior temperatura possivel em um banho de agua, devido ao fato de principio do
tratamento termico estudado neste trabalho ser a aplicacdo de elevadas temperaturas em um
pequeno intervalo de tempo, visando estudar o efeito da concentragdo do extrato no perfil de
aquecimento nessa condicdo de tratamento. A temperatura do extrato foi observada, durante 3

minutos, a cada 10 segundos.
3.4. Tratamento Térmico a Altas Temperaturas em Curto Tempo (HTST)

Nesta secdo, estdo discutidas a metodologia utilizada no preparo das amostras e na
aplicacdo do tratamento térmico a altas temperaturas em curto periodo de tempo, as
concentragOes iniciais de extrato trabalhadas e o acompanhamento do teor de betalainas nas
amostras tratadas e nas amostras controle. Todos os procedimentos descritos foram realizados
em duplicata. Todas as diluigdes necessarias ao longo do estudo foram realizadas com &gua

destilada, ndo sendo utilizado nenhum tipo de solvente organico.
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3.4.1 Preparo das amostras

Nessa etapa foram processados aproximadamente 6 kg de beterraba, de uma safra
diferente da utilizada nos experimentos relativos aos perfis de aquecimento, de acordo com a
metodologia descrita em 3.3.1.

O sumo do bulbo da beterraba utilizado nos experimentos apresentou 48,3 + 3,6 mg de
betanina/100mL de extrato, concentracdo natural menor do que a utilizada nos experimentos
anteriores devido a mudanca na safra.

Todo o procedimento foi realizado com baixa luminosidade visando a minimizagéo da

degradacédo do pigmento durante o preparo dos extratos.

3.4.2 Efeitos do tratamento sobre a concentracéo e estabilidade das

betalainas de extratos do bulbo da beterraba vermelha

A metodologia adotada para a aplicacdo do HTST segue a utilizada por Santos et al.
(2018). Para avaliar os efeitos do tratamento e sabendo que a concentracdo de pigmento
interfere em sua estabilidade e regeneracdo, foram utilizadas duas concentracdes de extrato:
38,9+0,1e24,2+0,2mg de betanina/100 mL de extrato.

O sumo foi colocado em tubos de ensaio, utilizando-se um volume padrédo de 3,5 mL
de extrato. Os tubos foram colocados em um banho previamente aquecido a 95,8 + 2,5 °C,
durante 120 segundos. Terminado o tempo no aquecimento, os tubos foram imediatamente
submetidos a resfriamento em banho de &gua fria e gelo durante 3 minutos. As amostras
resfriadas foram armazenadas em frascos eppendorf (um para cada dia de analise), sob
refrigeracdo (aproximadamente 4 °C) e protegidas da luz. As amostras de controle foram
submetidas & mesma exposicdo que as amostras tratadas, ndo passando somente pela etapa do
tratamento térmico (aquecimento e resfriamento), sendo armazenadas da mesma forma para a
realizacdo das andlises.

A concentragdo de pigmento foi observada no 1° dia (dia do tratamento), bem como
no 2°, 3°, 4°, 8° e 10° dia, sendo o tempo total de armazenamento de 10 dias, incluindo o dia
da aplicacéo do tratamento.

Os procedimentos experimentais utilizados no preparo das amostras, na extracdo do
sumo da beterraba vermelha, na aplicacdo e na avaliacdo do efeito do tratamento térmico
HTST na estabilidade dos compostos de interesse estdo representados em um fluxograma na
Figura 3.
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Figura 3: Fluxograma de extracdo e processamento por HTST do extrato de
betalainas proveniente do bulbo da beterraba vermelha
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3.5.Analises da qualidade dos extratos

3.5.1 Determinacéo do Teor de Betalainas

A betanina € a betalaina majoritaria na beterraba vermelha. Dessa forma, as analises
para quantificar o teor do pigmento nos extratas foram dadas em funcgdo da concentragéo de
betanina (mg de betanina/100 mL de extrato).

O teor de betanina foi quantificado através de espectrofotometria segundo 0 método de
Nilsson, detalhado por Stintzing e Carle (2008b). Neste método, as substancias co-
absorventes e a absorcao cruzada de betaxantinas e betacianinas séo consideradas e seu efeito
é corrigido pela absorcdo a 600 nm. Para o calculo da concentracdo de betalainas, a seguinte

equacdo foi utilizada:
Teor de betalaina (mg/L) = (A*DF*MW*1000) / (¢*L) Eq. (1)

na qual A é a absor¢do Amax (536 nm) corrigida pela absor¢do a 600 nm; DF é o fator de
diluicdo empregado; MW ¢ a massa molar (g/mol); € é a absortividade molar (L mol™ cm™) e
L é o comprimento do percurso da luz (cm). Apés as devidas conversdes, os resultados sdo
expressos em mg/100 mL (STINTZING; CARLE, 2008b).

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizado o espectrofotdmetro PG Instruments
(T80 UVIVIS).

3.5.2 Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos para a concentragcdo dos extratos ao longo do tempo
foram avaliados pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) e teste de diferencas entre
médias, o Tukey, utilizando nivel de significancia de 95 %. Para tanto, utilizou-se o software
Statistica® 7.0 para Windows (Statistica 7.0,Stat Soft).

3.5.3 Taxa de degradacéo do pigmento

Durante o periodo de armazenamento apos a aplicacdo do tratamento térmico HTST,
foi avaliada a degradacéo das betalainas a partir da taxa de degradagdo (TD), relacionando-se
a variacdo de concentracdao do pigmento ao periodo de armazenamento. Para o calculo de TD

(mg de betanina/100 mL de extrato), a seguinte expresséo foi utilizada:
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ac

TD = — Eq. (2)

onde C ¢ a concentracdo de betalainas no extrato (mg de betanina/100 mL de extrato) et € o

tempo de armazenamento (dias).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente capitulo sdo apresentados os resultados obtidos, bem a como a discussdo
relativa a esses resultados, para os estudos realizados.

Primeiramente, séo apresentados os perfis de aquecimento dos extratos, tanto em
funcdo da temperatura quanto em funcdo da concentracdo de pigmento, necessarios para
o conhecimento do comportamento térmico dos extratos durante o aquecimento. Em seguida,
sdo apresentados os resultados do estudo do efeito do tratamento térmico HTST na
estabilidade dos pigmentos de interesse, as betalainas, incluindo a avaliacdo da regeneracao

desses compostos.
4.1.Perfis de Aquecimento

Nesta secdo estdo apresentados os perfis de aquecimento dos extratos em funcéo da
temperatura e da sua concentracdo, bem como os resultados do estudo do comportamento

térmico das amostras.
4.1.1 Perfil de Aquecimento em fungdo da Temperatura

Na Figura 4 estdo apresentados os perfis de aquecimento dos extratos para as trés
temperaturas estudadas.

Como pode ser observado nos resultados, o aquecimento das amostras ndo ocorreu de
forma instantdnea. Contudo, quando se atingiu o equilibrio térmico, a temperatura dos
extratos ficou bastante proxima a da temperatura utilizada no banho, para todos os casos
estudados.

Pela analise dos dados apresentados na Figura 4, observa-se que o equilibrio térmico
foi atingido em aproximadamente 90 segundos para todas as temperaturas, porém, quanto
maior a temperatura do banho, maior a temperatura de equilibrio atingida, demonstrando que
um aumento de temperatura de tratamento causa um aumento na velocidade de aquecimento
dos extratos.

Tendo em vista os efeitos da temperatura nos perfis, pode-se afirmar, para as
condi¢Bes de tratamento estudadas, que este parametro influenciou no aquecimento das

amostras, gerando um perfil diferente para cada caso estudado.
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Figura 4: Perfis de aquecimento dos extratos com concentragao de 74,5 + 4,6 mg de
betanina/100mL de extrato em funcéo da temperatura

4.1.2 Perfil de Aquecimento em fungdo da Concentracao

Na Figura 5 estdo apresentados os perfis de aquecimento dos extratos para as trés
concentracdes estudadas. Como pode ser observado, a temperatura dos extratos ficou bastante
proxima, quando se atingiu o equilibrio térmico, da temperatura utilizada no banho para todos
0s casos estudados.

Para a producdo desses perfis, como antes ressaltado, foi tomado um tempo de 180
segundos de aquecimento pois, nos resultados relativos aos perfis de aquecimento em funcao
da temperatura, ficou evidente que ndo havia necessidade de 300 segundos para se alcancar o
equilibrio térmico. Da mesma forma, quando o pardmetro avaliado foi a concentracdo, o
equilibrio da temperatura das amostras com a utilizada no banho, 93,9 £ 0,4 °C, foi atingido
em aproximadamente 90 segundos, porém, o equilibrio térmico foi 0 mesmo para todos os
casos estudados, isto €, o mesmo perfil de aquecimento foi obtido independente da

concentracéo utilizada, para as condicOes de processamento estudadas.
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Figura 5: Perfis de aquecimento dos extratos em funcdo da concentracdo, tratados a uma
temperatura de 94 °C.

Tendo em vista que os perfis de aquecimento gerados foram iguais,
independentemente da concentracao, pode-se afirmar que, para a faixa de valores estudada,
esse parametro ndo influenciou no aquecimento das amostras, podendo-se trabalhar com
diferentes concentragOes, dentro desta faixa, sem que haja mudanca nos perfis de

aquecimento.
4.2. Tratamento Térmico a Altas Temperaturas em Curto Tempo (HTST)

Nesta secdo sdo apresentados os resultados da aplicacdo do tratamento térmico HTST
em extratos do bulbo da beterraba vermelha, avaliando os efeitos deste tratamento na

concentracdo de pigmento, bem como em sua estabilidade e regeneracéo.
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4.2.1 Efeitos do tratamento sobre a estabilidade das betalainas de

extratos do bulbo da beterraba vermelha

A safra de beterraba utilizada nessa fase do trabalho apresentou uma concentracao
natural menor, 48,3 £ 3,6 mg de betanina/100mL de extrato, em relacdo a safra utilizada
anteriormente, cujo valor da concentracdo natural era 74,5 + 4,6 mg de betanina/100 mL de
extrato. Stintzing e Carle (2008a) afirmam que o bulbo da beterraba vermelha apresenta
teores entre 40 e 200 mg de betanina/100mL de extrato, sendo a diferenca de concentracédo
entre as safras uma variacdo natural. Em adequacao as caracteristicas da safra utilizada, para a
aplicacdo do tratamento térmico optou-se por trabalhar com concentra¢@es aproximadas de 25
mg de betanina/100 mL de extrato e 40 mg de betanina/100 mL de extrato.

Na Figura 6 estdo representadas as concentracGes de betalainas em amostras com
menor concentracdo inicial (24,2 £ 0,2 mg de betanina/100 mL de extrato) tratadas
termicamente com HTST e em amostras controle (ndo tratadas) de mesma concentragao, no
dia do tratamento (1° dia) e durante o tempo de armazenamento total de 10 dias (2°, 3°, 4°, 8°
e 10° dia). Os resultados seguidos por diferentes letras no grafico indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste estatistico Tukey.

Os resultados mostram que o pigmento sofreu degradacdo pelo tratamento térmico
HTST, resultado esperado devido a exposi¢do ao calor. A amostra controle (ndo tratada)
apresentou concentracdo maior do que a amostra tratada em praticamente todos os dias de
armazenamento. Apos o periodo de armazenamento (10 ° dia), a TD de betalainas da amostra
controle foi de 0,501 mg de betanina/100 mL de extrato por dia e, para a amostra tratada
durante 120 segundos a aproximadamente 96 °C, foi de 0,078 mg de betanina/100 mL de
extrato por dia. Isso demonstra uma melhora na estabilidade das amostras tratadas, visto que a
sua taxa de degradacdo de pigmento foi, aproximadamente, 6 vezes menor do que a taxa de
degradacdo das amostras controle, porém, o tratamento foi muito agressivo as betalainas, de
forma que, mesmo com uma TD maior, a amostra controle manteve sua concentracdo mais

elevada do que a amostra tratada apds o periodo de armazenamento.
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Figura 6: Concentragdes de Betalainas em amostras com menor concentragdo inicial (24,2 +
0,2 mg de betanina/100 mL de extrato) tratadas termicamente com HTST e em amostras
controle (ndo tratadas) ao longo de 10 dias de armazenamento.

Saguy (1979), no seu estudo sobre a cinética de degradacao e o tempo de meia-vida do
pigmento, determinou o tempo de meia-vida de betalainas em diferentes temperaturas,
demonstrando uma reducdo nesse tempo com o aumento da temperatura. O tempo de meia-
vida de betalainas foi estimado como 7,3 minutos em um pH intermediario a 100 °C,
condicBes proximas das utilizadas nos experimentos conduzidos neste trabalho, logo, pode-se
considerar este valor como uma boa estimativa de tempo de meia-vida das betalainas. A
utilizacdo do HTST permitiu trabalhar com um tempo de tratamento menor do que o tempo de
meia-vida do pigmento, pois, para uma temperatura de 95,8 £ 2,5 °C, utilizou-se 120
segundos como tempo de aquecimento, levando a possibilidade de reducdo dos impactos
negativos sobre 0s compostos de interesse.

Na Figura 7 estdo representadas as concentracGes de betalainas em amostras com
maior concentragdo inicial (38,9 = 0,1 mg de betanina/100 mL de extrato) tratadas

termicamente com HTST e em amostras controle (ndo tratadas) de mesma concentragao, no
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dia do tratamento (1° dia) e durante o tempo de armazenamento total de 10 dias (2°, 3°, 4°, 8°
e 10° dia). Os resultados seguidos por diferentes letras no grafico indicam diferenca

significativa (p < 0,05) de acordo com o teste estatistico Tukey.
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Figura 7: Concentracdes de Betalainas em amostras com maior concentracao inicial (38,9
+ 0,1mg de betanina/100 mL de extrato) tratadas termicamente com HTST e em amostras
controle (ndo tratadas) ao longo de 10 dias de armazenamento.

Os resultados mostram que, novamente, o pigmento sofreu degradacdo pelo tratamento
térmico HTST, resultado esperado devido a exposicdo ao calor. A amostra controle (nédo
tratada) apresentou concentragdo maior do que a amostra tratada no primeiro, segundo e
terceiro dia de armazenamento. Entretanto, apos o periodo de armazenamento (10 ° dia), a TD
de betalainas da amostra controle foi de 0,861 mg de betanina/100 mL de extrato por dia e,
para a amostra tratada durante 120 segundos a aproximadamente 96 °C, foi de 0,078 mg de
betanina/100 mL de extrato por dia. Isso demonstra uma melhora na estabilidade do
pigmento, visto que a taxa de degradacdo da amostra tratada é, aproximadamente, 11 vezes
menor do que a TD da amostra controle. Além disso, observa-se que a partir do quarto dia de
armazenamento ha uma diferenca de concentracdo muito pequena entre o tratado e o controle,

ndo havendo diferenca significativa nos 8° e 10° dias. Na amostra tratada, ndo houve reducao
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significativa de concentracdo do 4° dia para o 8° dia de armazenamento, diferentemente do
ocorrido no controle, no qual uma degradacdo significativa foi observada neste mesmo
periodo.

Santos et al. (2018) estudaram os efeitos da aplicacdo do tratamento térmico HTST em
extratos dos talos da beterraba vermelha, utilizando trés diferentes tempos de processamento:
80 segundos (temperatura efetiva de 75,7 °C), 100 segundos (temperatura efetiva de 81,1 °C)
e 120 segundos (temperatura efetiva de 85,7 °C). Tomando a ultima condigdo de tratamento
citada, os autores concluiram que o tratamento ndo foi eficiente para amostras de
concentracdo mais baixa, porém, melhorou a estabilidade de amostras com maiores
concentragOes, estando de acordo com os resultados encontrados no presente trabalho. As
reducbes de concentracdo de pigmento observadas nas amostras tratadas também condizem
com os resultados obtidos pelos autores.

Para as duas concentracOes estudadas, a taxa de degradacdo do pigmento foi menor
para as amostras tratadas do que para as amostras controle, sendo que a TD das amostras
tratadas ap0s o periodo de armazenamento foi igual, uma vez que, a relagcdo concentragdo com
0 tempo apds o tratamento térmico HTST se mostrou independente da concentracdo do
extrato e igual a 0,078 mg de betanina/100 mL de extrato por dia, no 10° dia de
armazenamento, para as condi¢des de processamento e concentragao estudadas.

No estudo realizado por Mereddy et al. (2017), foi aplicado tratamento térmico para o
processamento de suco de beterraba vermelha. Os autores observaram que 0 suco tratado
termicamente mostrou uma maior estabilidade quando comparado com o suco néo tratado, ao
longo do periodo de armazenamento. Os resultados apresentados pelos autores vado ao
encontro dos resultados obtidos neste trabalho, confirmando a contribuicdo do tratamento
térmico para a estabilidade das betalainas presentes no bulbo da beterraba vermelha.

O tratamento térmico utilizado provocou uma reducdo na taxa de degradacdo do
pigmento muito maior para as amostras com concentragéo inicial mais elevada do que para as
amostras com concentracdo inicial mais baixa, para as quais o tratamento foi bastante
agressivo. Essa diferenca na reducdo da taxa de degradacdo e, consequentemente, na
estabilidade das betalainas, pode ser devida ao fato de que em concentracGes mais altas existe
menos solvente e as solugdes possuem menor mobilidade dos componentes do que em
solugbes com menores concentragdes. Essa menor mobilidade desfavorece a solubilidade do
oxigénio, portanto, desfavorece a oxidagédo, contribuindo para que 0s pigmentos sejam mais
estaveis (STINTZING; CARLE, 2008a).
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4.2.2 Regeneracao do pigmento

Conforme pode ser observado nas Figuras 6 e 7, os resultados obtidos a partir das
andlises de concentracdo de betalainas ao longo do periodo de armazenamento mostraram um
aumento na concentracdo das amostras tratadas no segundo dia, isto é, 24 horas ap6s a
aplicacdo do tratamento térmico HTST, tanto para as amostras de maior concentracao inicial,
guanto para as amostras de menor concentracao inicial. Este aumento na concentragdo ocorre
devido a regeneracdo das betalainas, o qual ndo foi observado nas amostras controle. O
fendmeno de regeneracdo desses pigmentos foi objeto de estudo de alguns trabalhos
apresentados pela literatura, se mostrando dependente da temperatura de armazenamento apos
o tratamento térmico e da concentracdo de produtos de hidrélise, sendo favorecida por
temperaturas baixas de armazenamento e maiores concentragdes de acido betalamico e
ciclodopa-5-O-glicosideo, relacionadas a maiores temperaturas de tratamento (HUANG,;
VON ELBE, 1985).

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores das concentragbes no 1° e 2° dia de
armazenamento das amostras tratadas, bem como o aumento no teor de pigmento em cada
condicgéo de concentracdo estudada. Os resultados demonstram haver regeneracéo para ambas
as concentracfes de pigmento estudadas, porém, para as amostras de maior concentracao
inicial, a analise estatistica dos dados de amostras controle e amostras tratadas ndo apresenta
diferenga significativa. Os resultados seguidos por diferentes letras na tabela indicam
diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o teste estatistico Tukey.

Tabela 1: Aumento na Concentracdo de betalainas e concentracdo das amostras tratadas com
baixa concentracdo inicial e com alta concentracdo inicial de pigmento no 1° e 2° dia de

armazenamento
Concentracédo inicial de  Concentragdo da Amostra Tratada Aumento na
betalainas (mg de (mg de betanina/100 mL de extrato) concentragdo (mg de
betanina/100 mL de betanina/100 mL de
extrato) 1° Dia 2° Dia extrato)
. 19,3+0,1 20,2+0,1 0,9+0,2
Baixa 24,2+0,2 ’ ’ ’ ’ ’ ’
(fg) (d)
31,1+£0,7 32,2+0,3
Alta 38,9+0,1 (def) (cd) 1,1+0,2

Fonte: Propria (2018).
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No estudo realizado por Huang e VVon Elbe (1985), foi demonstrada a regeneracao de
betalainas em solucdes de pH 5, no qual as solugdes passaram por tratamento térmico em
diferentes temperaturas, sendo observado um aumento na concentragdo de pigmento 20 horas
apos o tratamento. A regeneracdo foi observada, em particular, apds curtos periodos de
aquecimento, favorecida pelo armazenamento a baixas temperaturas ap6s o tratamento e com
baixa exposi¢cdo a oxigénio. A solucdo que foi exposta a maior temperatura de tratamento
apresentou os melhores resultados de regeneracdo pois a quantidade de pigmento degradado
foi maior, logo, havia mais acido betalamico e ciclodopa-5-O-glicosideo disponivel para a
reacdo inversa, aumentando a taxa de regeneracao.

Contudo, no presente trabalho, ndo foi observado o aumento na regeneracdo devido a
presenca de maior concentracdo de produtos de hidrolise. Para as amostras com menor
concentracdo inicial, a quantidade de pigmento degradada pelo tratamento térmico foi de
aproximadamente 4,7 mg de betanina/100 mL de extrato e, para as amostras de maior
concentracdo inicial, a quantidade de betalainas degradada devido a aplicacdo do HTST foi de
aproximadamente 7,5 mg de betanina/100 mL de extrato, resultando em 19% e 15% de
pigmento regenerado para amostras de menor e de maior concentragdo inicial,
respectivamente.

A combinagdo da elevada temperatura de tratamento (aproximadamente 96 °C)
aplicado em um pequeno periodo de tempo (120 segundos), seguido de resfriamento em
banho de agua fria e gelo e armazenamento sob refrigeracdo (aproximadamente 4 °C) foram
os fatores que favoreceram a regeneracdo do pigmento, fendmeno que explica a elevacdo de
concentracdo de betalainas do primeiro para o segundo dia de armazenamento em amostras
tratadas.

Mereddy et al. (2017) estudaram a regeneracao de betalainas em extratos de beterraba
tratados termicamente, sendo observada maior regeneracdo quando o sumo tratado foi
armazenado sob refrigeracdo apds a aplicacdo do tratamento térmico. Da mesma forma,
Santos et al. (2017) observaram uma alta concentracdo de pigmento no segundo dia de
armazenamento de extratos dos talos da beterraba tratados termicamente com HTST (120
segundos a 85,7 °C), estando os resultados do presente trabalho em concordancia com 0s

resultados obtidos por esses autores.
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5. CONCLUSOES

O bulbo da beterraba vermelha apresentou concentracGes apreciaveis de betalainas,
sendo também grande a variagdo do teor de pigmento, devido a variacdo da safra, ao longo do
desenvolvimento do estudo.

O método de extracdo por esmagamento foi considerado o mais apropriado para a
obtencdo do sumo da beterraba, visto que ndo oferecia exposicdo a solventes e ao calor,
fatores que oferecem degradacdo ao pigmento de interesse. Além disso, 0 esmagamento se
mostrou um método rapido e facil para a obtencdo dos extratos ricos em betalainas,
possibilitando a obtencéo de grandes quantidades de suco.

Nos testes referentes ao comportamento térmico das amostras, foi possivel observar
que o aquecimento ndo ocorre instantaneamente, sendo necessarios 90 segundos de
aquecimento para que se atingisse o equilibrio térmico, nas condicGes estudadas. Os perfis de
aquecimento dos extratos obtidos ndo se mostraram dependentes da concentracdo de
betalainas desses extratos, nas condi¢cdes do estudo, sendo obtidos perfis semelhantes de
aquecimento independente da concentragdo de extrato utilizada. Porém, os perfis de
aquecimentos das amostras se mostraram dependentes da temperatura de tratamento. Para
cada temperatura de banho utilizada, se obteve uma temperatura de equilibrio diferente, sendo
maior 0 patamar, quando maior a temperatura. Contudo, o tempo para se atingir o equilibrio
térmico foi igual para todas as temperaturas estudadas (90 segundos), uma vez que que 0
aumento de temperatura causou um aumento na velocidade de aquecimento do extrato.

O tratamento térmico HTST (120 segundos e 95,8 + 2,5 °C) causou degradacao das
betalainas em ambos as concentragdes de extrato estudadas, sendo demasiadamente agressivo
as amostras de menor concentragdo inicial. Porém, o tratamento térmico promoveu uma
melhora na estabilidade tanto de amostras com menor concentragdo inicial quanto em
amostras de maior concentracdo inicial, sendo mais acentuada a reducdo na taxa de
degradacdo de betalainas em amostras de maior concentragdo inicial.

As condicg0es de tratamento e armazenamento utilizadas favoreceram a regeneracao do
pigmento, sendo observado um aumento da concentracdo de pigmento do primeiro para o
segundo dia de armazenamento nas amostras de maior e de menor concentracdo inicial,
obtendo-se 19% e 15% de pigmento regenerado para baixa e alta concentragédo inicial,
respectivamente. Para as amostras de menor concentracdo inicial, a analise estatistica dos
dados demonstrou diferenca significativa de teor do pigmento, deixando clara a regeneracéo,

porém, para as amostras de maior concentracao inicial, os resultados demonstraram aumento
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no teor de pigmento, mas a analise estatistica ndo apresentou diferenca significativa entre o0s
dados.

Os resultados obtidos nos estudos realizados mostram que, com a utilizagédo de
tratamentos adequados, é possivel alcancar uma melhor estabilidade de betalainas para a
ampliacdo de sua utilizacdo como corante natural na industria alimenticia, pois, uma vez
contornada a sua limitacdo de uso devido a baixa estabilidade, a expansao de sua aplicacdo

em alimentos se torna potencialmente promissora.
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