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1INTRODUCAO

As betalainas, classe de pigmentos naturais, compreendem as
betacianinas (vermelhos) e as betaxantinas (amarelas). Ocorrem,
principalmente, nas Centroespermae com destaque especial para a
beterraba vermelha (Beta vulgaris L.). Dentre as betacianinas, os
pigmentos que apresentam maior percentagem (75-95 %) na beterraba
vermelha e se destacam como corante em alimentos s&o a betanina e
seu diastereoisémero isobetanina. As betaxantinas aparecem em menor
percentagem na beterraba vermelha, das quais as principais sao
vulgoxantina | e Il (JACKMAN e SMITH, 1992; MEGARD, 1993;
STRACK, VOGT e SCHLIEMANN, 2003) (Figura 1).

As betalainas podem ser empregadas como corante em alimentos
(CONSTANT, STRINGUETAe SANDI, 2002; DRUNKLER, FETT e LUIZ,
2003; STIMTZING e CARLE, 2004), no entanto, fatores que afetam
sua estabilidade restringem seu uso. Tais fatores incluem valores de
pH e temperatura (PATKAI e BARTA, 1996; SAGUY, 1979), oxigénio
molecular (ATTOE e VON ELBE, 1985), luz (SALGADO, 1997),
atividade de agua (DRDAK et al.,1990) e metais (CZAPSKI, 1990),
entre outros.

A inclusdo molecular, também conhecida como encapsulamento
molecular e complexo de inclusdo, usa ciclodextrinas (CD) para
complexar moléculas (DRUNKLER, FETT e LUIZ, 1999; JACKSON e
LEE, 1991; MARTIN et al. 2003; SINGH, SHARMA e BANERJEE,
2002) e difere dos outros processos por ocorrer em nivel molecular
(RISCH, 1995 e SHAHIDI e HAN, 1993). Pesquisas mostrando a
utilizag&o das CD na inclusdo molecular de corantes empregados na
area de alimentos e avaliando sua estabilidade tém merecido destaque
(DANGLES etal., 1992; LEWIS, WALKER e LANCASTER, 1995; LING,
PASSOS e FONTANA, 2005; MANSILLA, 1998; O'BOYLE et al., 1992;
TAWARA e KHOURI, 1993 e 2000; UKAI et al., 1996).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia de a-, 3- e y-
CD na estabilidade de betalainas em extrato de beterraba (Beta vulgaris
L.) etandlico a 70% na presenca e/ou auséncia de luz e oxigénio, a
temperatura de 25 + 1°C e pH do extrato de 6,80 + 0,05.
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FIGURA 1 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS PRINCIPAIS
BETACIANINAS E BET AXANTINAS PRESENTES NA
BETERRABA ( Betavulgaris L.)
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Fonte: Adaptado de JACKMAN e SMITH (1992).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Utilizou-se beterraba vermelha de mesa (Beta vulgaris L., variedade
Asgrow Wonder), cedida pelo Centro de Treinamento da EPAGRI de

Florianépolis (SC). As amostras de beterraba foram selecionadas
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(eliminando-se as unidades que apresentaram danos mecanicos e
microbiolégicos), lavadas com agua e escova para eliminar residuos
de sujidades e para reduzir a contaminacdo microbiana. Depois de
cortadas em pedacos de 1 cm?3, aproximadamente, foram submetidas
ao brangueamento por 10 minutos, sob vapor, conforme proposto por
ABEYSEKERE, SAMPATHU e SHANKARANARAYANA (1990).
Rapidamente resfriadas, as amostras foram embaladas em sacos
plasticos de polietileno e armazenadas a temperatura de —18,0 + 2,0°C.
Utilizaram-se alcool etilico absoluto, acido citrico monoidratado e fosfato
de sodio dibasico heptahidratado da marca Nuclear, qualidade p.a., e
sorbato de potassio de qualidade comercial. Para os testes de inclusdo
molecular foram empregadas a-, - e y-CD, cedidas pela Cerestar
(Indiana, EUA).

2.2METODOLOGIA
2.2.1 Preparo do extrato

Para a extracdo do pigmento com solucao de etanol a 70% (v/v) usou-
se proporcao de 1:2 plv, relacdo peso de beterraba por volume de
solvente. Homogeneizou-se a mistura durante cerca de 1 minuto e o
material permaneceu em maceracao pelo periodo de 12-24 horas ao
abrigo da luz e sob refrigeracao (5,0 £ 1,0°C). ApGs a maceragéo, 0
material foi prensado manualmente em pano fino (com o intuito de
eliminar os residuos sélidos) e filtrado em papel filtro Whatman n°1,
usando-se funil de Biichner. Para cada 10 mL de extrato foram
adicionados 0,05 mL de sorbato de potassio a 5% (p/v) com o objetivo
de prevenir desenvolvimento fingico. Armazenou-se o extrato obtido
em frasco &mbar, sob refrigeracéo (5,0 £ 1,0°C), para ser utilizado nas
andlises posteriores.

2.2.2 Estudo da estabilidade

Realizou-se a escolha das concentraces de acordo com a solubilidade
das CD no extrato de beterraba e na ocorréncia de alteraces espectrais
naregido visivel, conforme proposto por PROVENZI (2001). As quatro
concentracdes para cada CD em estudo (a-, - e y) foram
1,850 g/100 mL, 0,925 g/100 mL, 0,462 g/100 mL e 0,231 g/100 mL
(peso de CD por volume de extrato de beterraba etandlico a 70%).
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As CD (concentracdes acima especificadas) foram pesadas em
balanca analitica (Sartorius®) e transferidas para baldo volumétrico de
10 mL, completando-se os volumes dos bal6es com extrato de
beterraba preparado de acordo com o item 2.2.1. As solu¢Bes foram
mantidas em repouso por duas horas ao abrigo da luz e temperatura
de 25,0+ 1,0°C, supondo que esse seria 0 tempo necessario para que
o equilibrio fosse atingido conforme PROVENZI (2001). Aliquotas foram
retiradas dos tratamentos e dissolvidas em solugédo tampao citrato-
fosfato pH 6,80 + 0,05 (pH do extrato) de forma a obter absorvancia
inicial entre 1,0 — 1,1. A seguir, foram realizadas leituras em
espectrofotdmetro Ultravioleta Visivel (UV-VIS) (Hewlett Packard
8452 - diode array spectrophotometer) nos comprimentos de onda de
méaxima absorcdo para as betaxantinas (482 nm) e betacianinas
(536 nm).

Utilizou-se técnica adaptada de SALGADO (1997) para avaliar a
estabilidade de betalainas em extrato de beterraba etandlico a 70%
na auséncia e presencade a-, - e y-CD, em presenca e/ou auséncia
de luz, fluxo de nitrogénio ou presenca de oxigénio, a temperatura de
25,0+ 1,0°C e pH do extrato de 6,80 + 0,05. As concentra¢cdes de CD
usadas foram 0,925 g/100 mL (a-, B- e y-CD1) € 0,462 g/100 mL (a-, B-
e y-CD2).

Foram empregados tubos transparentes e tubos envoltos em papel
aluminio, com capacidade para 25 mL. Adicionaram-se a cada frasco
10 mL de extrato de beterraba etandlico a 70% e CD nas concentracdes
acima especificadas. Tubos contendo somente o extrato de beterraba
etandlico a 70% serviram como controle. Todos os tubos foram deixados
em repouso por 2 horas na auséncia de luz e em temperatura ambiente
para garantir que o equilibrio fosse atingido (PROVENZI, 2001). Aseguir,
mediu-se a absorvancia no tempo zero pela retirada de aliquotas e
posterior diluicdo em solu¢éo tampéao citrato-fosfato pH 6,80 + 0,05 de
forma que a absorvancia inicial permanecesse entre 1,0 - 1,1. Para
avaliar a influéncia do oxigénio, metade dos tubos foi submetida a
fluxo de nitrogénio por 15 segundos e a outra metade permaneceu sob
a agdo do ar atmosférico. Da mesma forma, metade dos tubos foi
deixada na auséncia de luz (revestidos com papel aluminio) e a outra
exposta a luz de lampadas fluorescentes de 40 W, 2500 lux, tomando-
se cuidado para que nao houvesse nenhuma outra fonte de luz.
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2.2.3 CondicBes do experimento

Os espectros foram determinados por espectrometria de absorcao
UV-VIS (Hewlett Packard 8452 - diode array spectrophotometer), em
célula de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm e volume de amostra
de 3,0 mL. A leitura das absorvéancias foi realizada em todos os tubos,
em intervalos de tempo variaveis, no comprimento de onda de maxima
absorcao para as betaxantinas (482 nm) e betacianinas (536 nm) na
extensdo de 390 a 610 nm. O experimento foi interrompido quando
60% ou mais dos pigmentos estavam degradados. O estudo de
estabilidade envolveu reducéo da absorvancia em funcéo do tempo,
bem como o calculo do tempo de meia-vida (tr2) (MARTINEZ e GUEDES,
1998). Nos frascos em que houve fluxo de nitrogénio substitui-se o
volume de amostra, retirado para leitura, com igual volume de nitrogénio,
mediante seringa comum de injecdo. Conduziu-se 0 experimento com
delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial 7 x 2 x 2
e trés repeticbes, em duplicata, para cada tratamento.

2.2.4 Andlise estatistica

Realizou-se a analise de variancia (Anova/ Manova) para verificar a
existéncia de diferenca significativa entre os tratamentos e aplicou-se
o Teste de Tukey studentized (HSD) ao nivel de confianca de 95%
(p <0,05) para analisar as diferencas entre as médias. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa Statistica (STATSOFT,
1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 e a Figura 2 mostram o efeito das CD (a-, - e vy-)
sobre o espectro de absorcao das betalainas em extrato de beterraba
etandlico a 70% nos comprimentos de onda de maxima absorcdo
para betaxantina (482 nm) e betacianina (536 nm). A adicédo das CD
a-, B- ey naestabilidade dos pigmentos betaxantina e betacianina
foi avaliada mediante alteracdes no espectro desses pigmentos.
Segundo LI e PURDY (1992), a alta densidade eletrénica no interior da
cavidade da ciclodextrina pode mobilizar os elétrons da molécula
hospede inclusa. Isso provoca mudancas nas varias propriedades
espectrais da CD e/ou molécula hdspede, representadas geralmente
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por efeito batocrémico e mudanca na absorvancia (aumento ou
diminuicao).

A avaliacdo das absorvancias nos comprimentos de onda de maxima
absorcdo dos espectros dos pigmentos ndo evidenciou efeito
batocrdmico apds a adigdo das ciclodextrinas, nem qualquer alteracéo
significativa no que diz respeito a intensidade da absorc¢ao (hipocrémico
ou hipercrémico). As pequenas varia¢des observadas na absorvancia
devem-se, provavelmente, as dilui¢cdes realizadas para leitura. Estudos
mostram que algumas substancias que formam complexos de inclusdo
com ciclodextrinas ndo promovem altera¢cfes espectrais significativas
que possam ser observadas pelo método espectroscépico direto. E
necessario aplicar o método espectroscopico competitivo como no
estudo de inclusdo entre os acidos graxos caprico e caprilico com [3-
e y-CD, efetuado por MEIER (2000).

Como a formacdo de complexo de inclusdo usualmente causa
diminuic&o no processo de degradacéo, a estabilidade dos pigmentos
foi avaliada em atmosfera de oxigénio e de fluxo de nitrogénio, na
presenca e auséncia de luz, a 25,0 + 1,0°C e pH do extrato de 6,80
+0,05. Os resultados foram apresentados pela redu¢do da absorvancia
em fun¢do do tempo nas Figuras 3 e 4.

TABELA 1-ABSORBANCIAS DAS BET ALAINAS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE a-, B- y-CICLODEXTRINAS (CD)
NOS COMPRIMENTOS DE ONDA DE MAXIMA
ABSORCAO PARA BETAXANTINA (482 nm) E
BETACIANINA (536 nm)

@9 a-CD(a) B-CD (b) VCD (©)

Betaxantina Betacianina Betaxantina Betacianina Betaxantina Betacianina

(482 nm) (536 nm) (482nm) (536nm) (482nm) (536nm)
0 0,96661 1,1580 0,96661 1,1580 0,94992 1,1667
1,850 - - - - 0,97588 1,1813
0,925 0,91815 1,104 0,95921 1,1540 0,95490 1,1676
0,462 0,92714 11141 0,95848 1,1524 0,95955 11711
0,231 0,93791 1,1257 0,96123 1,1556 0,97305 1,1840
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FIGURA 2 — EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE o- (A), B (B) Ey-CD (C) NO
ESPECTRO DE ABSORGCAO DAS BETALAINAS
EM EXTRATO DE BETERRABA ETANOLICO (70%),
VARIEDADE ASGROW WONDER
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FIGURA 3 - EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE a-, B- E -
CICLODEXTRINAS NA ABSORVANCIA DE
BETAXANTINAS EM EXTRATO DE BETERRABA
ETANOLICO (70%), VARIEDADE ASGROW

WONDER, EM FUNCAO DO TEMPO
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CD1 =0,925 g/100 mL; CD2 = 0,462 g/100 mL; (A) = luz/ oxigénio; (B) = luz/ fluxo de
nitrogénio; (C) = auséncia de luz/ oxigénio; (D) = auséncia de luz/ fluxo de nitrogénio.
Temperatura = 25 + 1°C, pH = 6,80 + 0,05.
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FIGURA 4 - EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE o-, B- E y-
CICLODEXTRINAS NA ABSORVANCIA DE
BETACIANINAS EM EXTRATO DE BETERRABA
ETANOLICO (70%), VARIEDADE ASGROW
WONDER, EM FUNCAO DO TEMPO
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CD1 =0,925 g/100 mL; CD2 = 0,462 g/100 mL; (A) = luz/ oxigénio; (B) = luz/ fluxo de
nitrogénio; (C) = auséncia de luz/ oxigénio; (D) = auséncia de luz/ fluxo de nitrogénio.
Temperatura = 25 + 1°C, pH = 6,80 + 0,05.
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Pela avaliagcao dos graficos e conforme andlise estatistica dos valores
do tempo de meia-vida de betaxantina e betacianina (Figura 5) é possivel
verificar que ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos com e sem adi¢do das ciclodextrinas para ambos os
pigmentos.

As condi¢des ambientais (luz e auséncia de luz) e as condi¢des de
atmosfera (oxigénio e fluxo de nitrogénio) interferiram significativamente
(p <0,05) na estabilidade dos pigmentos avaliados, independentemente
da presenca ou auséncia das ciclodextrinas.

Os resultados obtidos demonstraram que a adi¢cdo das CD
(a-, B- e y-)nas concentragdes e condigbes avaliadas néo alterou a
estabilidade das betacianinas (aumento ou reducdo). HAMBURG e
HAMBURG (1991) observaram que a adi¢do de -CD na concentracao
de 5 g/100 mL de 4gua em extrato aquoso de beterraba, diluido 1:2 e
submetido liofilizagao, apés o periodo de 1 ano aumentou em 10% a
retencdo dos pigmentos.

O solvente extrator utilizado (solucéo etandlica 70%) e meio da reacao
de inclusdo molecular pode ter contribuido para os resultados
observados. Segundo CONNORS (1997) existem evidéncias de que a
natureza do solvente na qual a reacdo ocorre pode influenciar ou
controlar a formacao e estrutura do complexo, indicando que s&o menos
estaveis em solventes organicos (puros ou em mistura) e em agua do
gue na agua pura.

DEL VALLE (2004) ressaltou que a substancia a ser encapsulada
deve ser capaz de deslocar o solvente da cavidade da ciclodextrina. A
agua, por exemplo, é facilmente deslocada e, portanto, o meio reacional
mais empregado. A influéncia do meio reacional na formacéo do
complexo de incluséo foi destacada por JUNQUERA e AICART (1997)
gue avaliaram a formac&o de complexo molecular entre cetoprofeno e
hidroxipropil-BCD em diferentes alcodis (metanol, etanol, propanol e
butanol) e concentracdes em solucdo aquosa. Verificaram que conforme
a polaridade diminuia (quer pelo aumento da cadeia e/ou da
concentragao do alcoois) ocorria menor interacdo entre a droga e a
CD. Tais autores observaram que concentracdes elevadas de metanol
e etanol podem chegar a inibir a formacéo de complexo de incluséo.
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AREE e CHAICHIT (2003) constataram a formag¢é&o de complexo de
inclusdo entre beta-ciclodextrina e etanol na tentativa de cristalizar
fenol e beta-ciclodextrina em solucdo aquosa de etanol a 50%, em pH
3,3 e temperatura de 60°C. Nessas condicbes o complexo ndo se
mostrou estavel, pois promoveu a substituicdo do fenol pelo alcool na
cavidade da ciclodextrina. Outros trabalhos destacam que a afinidade
hospede-hospedeiro depende do meio em que a reacgéo é realizada
(MIYAKE et al.,1999; ORSTAIN e WOJCIK, 1988; PERLOVICH, SKAR
e BAUER-BRANDL, 2003; REINECCIUS, REINECCIS e PEPPARD,
2005; TONNENSEN, MASSON e LOFTSSON, 2002). Assim, a
concentracao de etanol utilizada pode ter contribuido para os resultados
obtidos.

Deve-se ressaltar que foi utilizado extrato bruto de beterraba e, portanto,
nas condi¢cBes de extracdo empregadas € possivel que substancias
como compostos fendlicos sejam extraidas (BOKERN et al., 1991;
KUJALA et al., 2000). Estudos tém demonstrado que compostos
fendlicos sdo bons substratos para inclusdo molecular com CD
(IRWING, KING E HICKS, 1996; KOKKINOU, MAKEDONOPOULOU
e MENTZAFQOS, 2000) e poderiam competir com 0s pigmentos
betalainas nas condi¢des avaliadas, prevalecendo sua inclusao.

Aplicou-se o Teste de Tukey studentized (HSD) (p<0,05) para verificar
a influéncia da atmosfera x ambiente para o pigmento betacianina. Os
tratamentos submetidos a condi¢éo de fluxo de nitrogénio/auséncia
de luz mostraram-se mais estaveis do que os com fluxo de nitrogénio/
presenca de luz, seguidos pelos tratamentos submetidos a atmosfera
de oxigénio em auséncia de luz e atmosfera de oxigénio em presenca
de luz. No entanto, ATTOE e VON ELBE (1981) verificaram que em
atmosfera de nitrogénio, a luz ndo influenciou a degradacéo de betanina.
O pigmento betaxantina apresentou comportamento diferenciado da
betacianina, sendo os tratamentos submetidos a condicdo de fluxo de
nitrogénio/auséncia de luz mais estaveis que os com fluxo de
nitrogénio/presenca de luz. Esse ultimo nao diferiu dos tratamentos
em atmosfera de oxigénio, presenca ou auséncia de luz. Constatou-
se efeito sinergista entre a atmosfera com fluxo de nitrogénio e auséncia
de luz, reforcando que a presenca de fluxo de nitrogénio foi o principal
responsavel pela estabilidade desses pigmentos.
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FIGURA 5 - VALORES DO TEMPO DE MEIA-VIDA DOS PIGMENTOS
BETACIANINA E BETAXANTINA EM EXTRATO DE
BETERRABA (Beta vulgaris L.) ETANOLICO (70%),
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4 CONCLUSAO

Ciclodextrinas a-, - e y- nas concentragdes e condi¢bes avaliadas
nao foram eficazes na estabilizagéo do corante betalaina em extrato
de beterraba (Beta vulgaris L.) etandlico a 70%. Os tratamentos
submetidos ao fluxo de nitrogénio e mantidos sob o abrigo da luz
resultaram em maior estabilidade para as betalainas (betacianina e
betaxantina).

Abstract

THE EVALUATION OF STABILITY OF BETALAINS IN BEETROOQOT (Beta vulgaris
L.) EXTRACT ADD TO OF a-, B- AND y-CYCLODEXTRINS

The goal of this work was to evaluate the betalain stability of beet 70% aq. ethanol
extract added of cyclodextrins (a-, B- and y-CD). The concentrations of 0.925g/
100mL and 0.462g/100mL was evaluated on an atmosphere with oxygen and nitrogen
flow, ambient with or without light, temperature of the 25.0 + 1.0°C and extract pH
6.80 £ 0.05. CDs’ addition in the beet 70% ag. ethanol extract , in the concentrations
and evaluated conditions, didn’'t improve betalains stability increase. The treatments
submitted to the nitrogen flow and kept in light absence had presented higher stability.

KEY-WORDS: BETALAINS; BEETROOT; CYCLODEXTRINS.
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