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RESUMO

A espécie Beta vulgaris L. é amplamente reconhecida pelo uso das suas raizes
tuberosas, aplicadas tanto na culinaria quanto na medicina popular. Vulgarmente
conhecida como beterraba (B. vulgaris subsp. vulgaris), € muito nutritiva, e tem especial
destaque como fonte de sacarose e betalainas. Por outro lado, suas folhas sdo menos
consumidas cruas ou cozidas em saladas. Esta espécie também contempla as diferentes
variedades de acelga suica (Beta vulgaris subsp. cicla), uma subespécie que ndo produz
raiz tuberosa, sendo assim valorizada pelas suas folhas e talos.

No presente trabalho avaliou-se a composicao proximal (lipidos, proteinas, cinzas,
hidratos de carbono e valor energético), o perfil quimico (&cidos gordos, tocoferdis,
acucares livres, acidos organicos, compostos fenolicos e betalainas) e propriedades
bioativas (atividade antioxidante e antimicrobiana) de folhas e raizes de 3 cultivares de
beterrabas coloridas (cv. Albina Vereduna (branca), cv. Burpee’s Golden e cv. Pablo F1
(vermelha)) e folhas de 1 variedade de acelga suica avermelhada (“acelga ruibarbo” — B.
vulgaris subsp. cicla var. flavescens) provenientes da Grécia.

Os hidratos de carbono foram o0s macronutrientes encontrados em maior
quantidade nas amostras de raizes (68,3 a 70,6 g/100 g massa seca (ms)), seguido pelas
fibras dietéticas (19,5 a 20,9 %), proteinas (5,46 a 7,32 g/100 g ms), cinzas (2,35 a 4,0
9/100 g ms) e, por fim, os lipidos, com os menores teores (0,48 a 1,12 g/100 g ms),
apresentando também os maiores valores energéticos entre todas as amostras (347,0 a
354,4 kcal/100 g ms). Nas amostras de folhas, de maneira geral, as fibras foram os
macronutrientes que se destacaram (33,9 a 37,3 %), seguido dos hidratos de carbono (25,5
a 42,9 g/100 g ms), cinzas (13,46 a 20,99 g/100 g ms), proteinas (11,84 a 12,23 g/100 g
ms) e lipidos (3,28 a 4,01 g/100 g ms). Relativamente aos acucares livres, nas raizes de
beterraba, foram identificadas apenas a sacarose (3,94 a 40,79 g/100g ms) e a trealose
(0,38 a 0,70 g/100g ms). Ja nas folhas, foram identificadas a sacarose (3,24 a 6,21 g/100g
ms) e a glucose (2,24 a 5,65 g/100g ms) como os agUcares mais abundantes, alem da
frutose (0,45 a 2,8 g/100g ms) e trealose (0,41 a 0,82 g/100g ms). Em todas as amostras
foram identificados 6 acidos organicos: succinico, oxalico, quinico, malico, citrico e
vestigios de fumarico. As folhas apresentaram teores elevados em acidos organicos totais,
incluindo o maior contetdo em &cido oxalico (2,13 a 3,78 g/100 g ms).

Foram identificados 21 &cidos gordos, sendo 0s mais abundantes os acidos
linoleico, a-linolénico, palmitico e oleico. As folhas apresentaram o maior conteldo em

acidos gordos polinsaturados (PUFAS), enquanto nas raizes os saturados (SFAs) foram



0s mais abundantes. Também foi avaliado o perfil em tocoferois, e verificou-se que as
raizes apresentaram apenas a isoforma a-tocoferol, enquanto as amostras de folhas

apresentaram as isoformas «, j e y-tocoferol, sendo a isoforma a- a prevalente.

Nas folhas, ap6s a obtencéo de um extrato hidroetandlico, foram identificados 19
compostos fendlicos, que incluem derivados da vitexina, isoramnetina e quercetina, além
de derivados do acido ferulico, sindpico e p-cumarico. O teor em compostos fendlicos
totais nas folhas variou de 19,2 a 34,3 mg/g de extrato, sendo os mais abundantes a
vitexina-2 ”-O-pentosideo e a vitexina malonil-2 -O-pentosideo. As raizes apresentaram
menor contetdo de compostos fendlicos (0,130 a 0,150 g/100 g de extrato), com um total
de 8 compostos identificados, sendo todos derivados dos acidos ferulico, sinapico, p-
cumarico e cafeico. O perfil de betalainas também foi avaliado, sendo identificadas 7
betacianinas e 1 betaxantina nas amostras de folhas e raizes da beterraba vermelha (cv.
Pablo F1), nas raizes da cv. Burpee’s Golden e na acelga suica, onde a cv. Pablo F1 se
destacou, enquanto a variedade amarela (Burpee’s Golden) apresentou apenas a
betaxantina miraxantina-V (0.140 mg/g ms).

Em relacdo as propriedades bioativas, as amostras de folhas foram as que
apresentaram melhor capacidade antioxidante comparativamente com as raizes,
destacando-se novamente a cv. Pablo F1, e todas as amostras apresentaram uma
bioatividade relevante contra a maioria das estirpes de bactérias avaliadas, enquanto a
raiz da cv. Albina Vereduna foi a Unica a apresentar atividade antifungica.

As folhas de beterraba destacaram-se relativamente ao contetdo dos compostos
analisados, quando comparadas com as suas respetivas raizes, e até mesmo com a acelga
suica, sendo consequentemente as amostras que apresentaram melhor atividade
antioxidante e antimicrobiana. As raizes e, especialmente as folhas da variedade vermelha
(cv. Pablo F1) destacaram-se pelo seu conteldo em betalainas. Em conclus&o, apesar de
a beterraba ser muito conhecida pelas suas aplicagfes culinarias e propriedades
bioldgicas, as suas folhas, que normalmente sdo descartadas como residuos, podem ser
incluidas numa dieta equilibrada ndo s6 para enriquecer a variedade de nutrientes
consumidos, mas também para oferecer beneficios a saude e promover as praticas mais

sustentaveis na alimentacéo.

Palavras-chave: Beta vulgaris L., beterraba, acelga suica, composicdo quimica,

propriedades bioativas



ABSTRACT

The species Beta vulgaris L. is widely recognized for its tuberous roots, used in
both cooking and popular medicine. Commonly known as beetroot, it is a very nutritious
vegetable, particularly notable as important source of sucrose and betalains. Their leaves
are normally discarded as waste. On the other hand, beet leaves are less consumed raw or
cooked in salads. This species also includes the different varieties of Swiss chard (Beta
vulgaris subsp. cicla), a subspecies that does not produce a tuberous root, being therefore

valued for its leaves and stems.

In the present work, the proximal composition (lipids, proteins, ash,
carbohydrates, and energy value), the chemical profile (fatty acids, tocopherols, free
sugars, organic acids, phenolic compounds and betalains) and bioactive properties
(antioxidant and antimicrobial activity) from leaves and roots of 3 cultivars of colored
beetroots (cv. Albina Vereduna (white), cv. Burpee's Golden and cv. Pablo F1 (red)) and
leaves of 1 variety of reddish Swiss chard (“rhubarb chard” - Beta vulgaris subsp. cicla

var. flavescens) from Greece were evaluated.

Carbohydrates were the macronutrients found in greatest amounts in root samples
(68.3t0 70.6 g/100 g dry weight (dw)), followed by dietary fiber (19.5 to 20.9 %), proteins
(5.46 to 7.32 g/100 g dw), ash (2.35to 4.0 g/100 g dw) and, finally, lipids, with the lowest
levels (0.48 to 1.12 g/100 g dw), also presenting the highest energy values among all
samples (347.0 to 354.4 kcal/100 g dw). In leaf samples, in general, fibers were the
macronutrients that stood out (33.9 to 37.3%), followed by carbohydrates (25.5 to 42.9
0/100 g dw), ash (13.46 to 20.99 g/100 g dw), proteins (11.84 to 12.23 g/100 g dw) and
lipids (3.28 to 4.01 g/100 g dw). Regarding free sugars, in beetroots, only sucrose (3.94
to 40.79 g/100g dw) and trehalose (0.38 to 0.70 g/100g dw) were identified. In the leaves,
sucrose (3.24 to 6.21 g/100g ms) and glucose (2.24 to 5.65 g/100g ms) were identified as
the most abundant sugars, in addition to fructose (0.45 at 2.8 g/100g ms) and trehalose
(0.41 to 0.82 g/100g ms). In all samples 6 organic acids were identified: succinic, oxalic,
quinic, malic, citric, and traces of fumaric acid. The leaves had high levels of total organic

acids, including the highest content of oxalic acid (2.13 to 3.78 g/100 g dw).

In total, 21 fatty acids were identified, being linoleic, a-linolenic, palmitic, and
oleic acids the most abundant. Leaves had the highest content of polyunsaturated fatty
acids (PUFASs), while saturated fatty acids (SFAs) were the most abundant in roots. The



tocopherol profile was also evaluated, and it was found that the roots only presented the
a-tocopherol isoform, while the leaf samples presented the a-, - and y-isoforms, being

a- isoform the most prevalent.

Were identified 19 phenolic compounds in the hydroethanolic extract of the
leaves, including derivatives of vitexin, isorhamnetin and quercetin, as well as derivatives
of ferulic, sinapic and p-coumaric acids. The total phenolic compounds content in the
leaves ranged from 19.2 to 34.3 mg/g of extract, and the most abundant compounds found
were vitexin-2 ’-O-pentoside and vitexin malonyl-2 ”-O-pentoside. The roots had a lower
content of phenolic compounds (0.130 to 0.150 g/100 g of extract), with a total of 8,
which all were derived from ferulic, sinapic, p-coumaric and caffeic acids. The betalain
profile was evaluated, and 7 betacyanins and 1 betaxanthin were identified in leaves and
roots of the red beetroot (cv. Pablo F1), in the roots of cv. Burpee’s Golden, and in Swiss
chard, where cv. Pablo F1 stood out, while the yellow variety (Burpee’s Golden)
presented only the betaxanthin miraxanthin-V (0.140 mg/g dw).

In relation to bioactive properties, the leaf samples presented the best antioxidant
capacity compared to the roots, highlighting again the cv. Pablo F1, and all samples
showed relevant bioactivity against most of the bacterial strains evaluated, while only the

root of cv. Albina Vereduna showed antifungal activity.

Beetroot leaves stood out in terms of the chemical compounds analyzed when
compared to their respective roots, and even to Swiss chard. Consequently, were the
samples that showed the best antioxidant and antimicrobial activity. The roots and
especially the leaves of the red variety (cv. Pablo F1) stood out for their betalain content.
In conclusion, although beetroot is well known for its culinary applications and biological
properties, its leaves, which are normally discarded as waste, can be included in a
balanced diet not only to enrich the variety of nutrients consumed, but also to offer health

benefits and promote more sustainable ingestion practices.

Keywords: Beta vulgaris L., beetroot, Swiss chard, chemical composition, bioactive

properties

VI



INDICE GERAL

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooiiiirineineiineississes s ssasssessssons 1
1.1. Importancia da avaliacdo da composic¢ao proximal e bioquimica ................... 1
1.2. A ordem Caryophyllales...........ccooiiiiiiiii e 2
1.3. BEta VUIGAIIS L. ..ot 3

1.3.1. Classificagéo botanica, variedades e apliCagOes..........ccceverererininvieeinennens 3
1.4. ComposiGao proxXimal € QUIMICA ........cccoereirereneesieie e 6
1.4.1. Hidratos de CarbON0 .........ccoiiiiiiie e 6
1.4.2. Lipid0S € ACIAOS QOFUOS ......eoiveeieciieiieeie et ste et re et sre e nreas 9
I R TR o (0] (=11 - ST PRSP 11
1.4.4.Valor €NEIGELICO.....c.eciuiiie e ecie ettt re e sae e enes 13
145, TOCOTEIOIS. ...iivieiieieie ettt et bbbt 14
T Y 10 T=T = SRS R 15
1.4.7. ACIOS OFGANICOS .......cveverveeesiceeeeseeeesseesee sttt s st enee s 16
1.4.8. COMPOSLOS FENOIICOS. .....cveueiiiiiiiieieie e 17
1.4.9. BELAIATNGS. ....cveevieieieie st 19
1.5. Métodos de extracdo de compostos bioativos...........cccccevveveiieie e 21
1.6. Avaliacéo de propriedades biol0giCas...........ccceveeveiiieiieiecc e 22
1.6.1. Atividade antioXidANTE ...........cveveieriereieie e 22
1.6.1.1. Avaliacao da peroxidacdo lipidica através de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) .....coi e 24
1.6.1.2. Ensaio de Inibi¢do da Hemdlise Oxidativa (OXHLIA) .......ccccoevreenene. 25
1.6.2. Atividade antimiCrobiana..........ccccovervieiieiice e 25

O 1= N | I AV PR 27

3. METODOLOGIA.......co oottt aeeae e 28
3.1, PAAr0ES € FEAGJENTES.......oiuiitiitieieeieeieeee ettt sttt 28
0 N 1 010 1 =T =] o TP 29
3.3. Preparacdo dos extratos hidroetandliCos. ..........ccooveveieieieiene i 29
3.4. COMPOSIGAO PrOXIMAL ....ccviiiiiiiiiiiie e 29
3.5. Determinacao de compostos hidrofiliCoS ..........cccovvevireieiiiine e 30

3.5. 1. AGUCANES TIVIES ...ttt bbb 30
3.5.2. ACIAOS OFGANICOS .....o.veveeeerececesceseeeteeee e iesee st iense s enee s 31
3.5.3. BELAlAINAS. ...c.eeeie e e 31
3.5.4. COMPOSLOS TENONICOS. ..ot 32

VIl



3.6. Determinacéo de compostos liPofiliCoS ........ccovvieiiiiiic e, 33

3.6.1. ACIUOS GOFAOS.......o.eoeeeeieeeecie ettt 33
3.6.2. TOCOTEIOIS. ...vevietieiieiieie ettt ettt bbbt 34

3.7. Propriedades DIOIOQICAS.........cccueiiiieiieie et 35
3.7.1. Avaliacdo da atividade antioxXidante...........c.cocvveriiieienenene e 35
3.7.1.1. Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) .......cccccevuenee. 35
3.7.1.2. Ensaio de Inibicdo da Hemdlise Oxidativa (OXHLIA) .........ccovevevennne. 36

3.7.2. CHOOXICIAATR ...ttt e 37
3.7.3. Atividade antimiCrobIaNna...........ccovveiiiiiiieie e 37

3.8. ANALISE ESTALISTICA ... ..veviiviitesiic et 39
4. RESULTADOS E DISCUSSADQ .....coocveeieeeeiieiesee st esessesissssesssses s sessssenns 40
4.1. ComMPOSICAO PrOXIMAL .....c.eciiiiieieiie it 40
4.2. Composicao Quimica Relativa aos Compostos Hidrofilicos..............c.cce...... 41
4.2. 1. AGUCAIES TIVIES ...ttt bttt 41
4.2.2. ACIHOS OFGANICOS ..ottt 42

4.3. Composi¢do Quimica Relativa aos Compostos Lipofilicos..........ccccceveriennnnn, 45
4.3.1. ACIHOS QOTUOS.......cooveceeveveeeicieeee ettt 45
4.3.2. TOCOTEIOIS....viviiieieeieie ettt ettt bbb 48

4.4, CompOostos FENOIICOS. .......ccuiiiiiicce e e 49
4.5, BELAIAINGS. ......ecieiieieieie et 58
4.6. Avaliacao de propriedades bioldgiCas..........cccccvevveiieiiiie i, 63
4.6.1. Atividade antioXidANT ...........cccveieiiieriee e 63
A O | (0] (o) ([ [0 = Lo [ SRS 63
4.6.3. Atividade antimiCroDIANEA............cceviereiierierie e nneas 65

5. CONCLUSAOD ...ttt sttt 68
8. REFERENCIAS ......coviiieereteeeeeete ettt an s asnensans 70

VI



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Variedades cultivadas de B. vulgaris. ... 4
Figura 2. Exemplos de monossacaridos e diSSaCAridos. ..........cccoevevrerenniesieneneenennns 7
Figura 3. Exemplos de oligossacaridos e polisSacaridos. ..........c.ccoevrerennieneneieienennns 8
Figura 4. Exemplo ilustrativo da estrutura de um triglicérido. .........cccccvvveviveveiiciienne 9
Figura 5. Exemplos de 4CId0S gOrdosS..........ccviieiieiieiieieesie e 10
Figura 6. Esquema simplificado da derivatizacdo de acidos gordos. ..........c.ccceeevvervenen. 11
Figura 7. Niveis estruturais das Proteinas.. .........ccccvevuerieiesieeseese s 12
Figura 8. Aminoacidos essenciais € NA0 ESSENCIAIS. .........ccvcvveieereiieeieereeieseesiesee e 13
Figura 9. Exemplos de VItaminNas.. .........ccccoiiiiiiicii e 14
Figura 10. Exemplos de ACidOS OFgANICOS. ........ccveiuiiieiieiie e 16
Figura 11. Estruturas gerais de algumas classes de flavonoides. .........c.cccccocevvveiviinnen, 18
Figura 12. Exemplos de 4cidos fENOLICOS. .........ccoveiiiiieiieie e 19
Figura 13. Exemplos de betalainas.. ...........cccooveiiiiiiic i 20

Figura 14. Representagéo ilustrativa da neutralizagdo de radicais livres por um agente
L1000 (oI T (=SSR 23

Figura 15. Reacgdo do &cido tiobarbitirico com o malondialdeido.............c.ccoeeneneen. 24

Figura 16. Exemplo de cromatograma de compostos fendlicos — folhas da cv. Albina
BT (=10 U - USSR 55

Figura 17. Exemplo de cromatograma de compostos fendlicos — raizes da cv. Albina
BT (=10 U - USSR 57

Figura 18. Exemplo de cromatograma de betalainas — folhas da acelga suica (B. vulgaris
subsp. Cicla var. fIAVESCENS) .......cviiiiiieiee e 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicao proximal, valor energético e compostos hidrofilicos encontrados

Nas amostras de B. VUIGArIS L.......cccccveiiiieiieii et 44

Tabela 2. Composicdo quimica em relacdo aos compostos lipofilicos encontrados nas
amOStras de B. VUIGAITS L. ..o 46

Tabela 3. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax),
dados espectrais de massa, abundancias relativas de ides fragmentos, tentativa de
identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos encontrados nos extratos
hidroetanolicos das folhas de B. vUIgariS ... 53

Tabela 4. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax),
dados espectrais de massa, abundancias relativas de idos fragmentos, tentativa de
identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nos extratos
hidroetanolicos das raizes de B. VUIGariS L. . .....ccccovieieiiiiiiiniie e 56

Tabela 5. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax),
dados espectrais de massa, abundancia relativa de iGes fragmentos, tentativa de
identificacdo e quantificacdo das betalainas encontradas nas folhas e raizes das variedades
de B. vulgaris L. €StUAATAS. ........cueieiiieieie e 60

Tabela 6. Atividade antioxidante e citotdxica dos extratos hidroetandlicos das amostras

de B. vulgaris L. eStUJAUAS. ..........ccueeiiiieiie e 64

Tabela 7. Atividade antimicrobiana (concentragdo minima inibitéria (CMI),
concentracdo minima bactericida (CMB) e concentracdo minima fungicida (CMF),

mg/mL) dos extratos hidroetandlicos das amostras de B. vulgaris L. estudadas ........... 67



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

At

AAPH

ANOVA

AOAC

APG

BHT

CMB

CMF

CMI

CV.

DAD

DMSO

DNA

Dw

ECso

ESI

FAME

FAO

FDT

FID

FL

GC

Diferenca de tempo
2,2’-azobis (2-metilpropionamida) di-hidrocloreto
Anélise de Variancia

Association of Official Analytical Chemist — Associa¢do Oficial de
Quimicos Analistas

Angiosperm Phylogeny Group — Grupo de Filogenia das
Angiopérmicas

Butylated Hydroxytoluene — Hidroxitolueno Butilado
Concentra¢do Minima Bactericida

Concentracdo Minima Fungicida

Concentracdo Minima Inibitoria

Cultivar

Detetor de diodos

Dimetilsulfoxido

Deoxyribonucleic Acid - Acido Desoxirribonucleico
Dry wheight

Concentracdo de extrato correspondente a 50% da atividade
antioxidante

Electrospray lonization — lonizacao por electrospray

Fatty Acids Methil Esthers — Esteres Metilicos de Acidos Gordos

Food and Agriculture Organization of the United Nations —
Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura

Fibra Dietética Total
Flame lonization Detector — Detetor de lonizacdo de Chama
Fluorescence Detector — Detetor de Fluorescéncia

Gas Chromatography — Cromatografia gasosa

Xl



Glso
h

HDL

HPLC

HPLC/MS

INT

IPB

LC

LDL
m/v
MDA
MEB

mf

MS

ms
MUFA
ne

n.d.

n.t.
OMS/WHO
OxHLIA
pH

PBS

Pl

Concentracéo responsavel por 50% de inibicdo de crescimento celular
Hora(s)

High Density Lipoprotein — Lipoproteina de Alta Densidade

High Performance Liquid Chromatography — Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas

Cloreto de p-iodonitrotetrazolio

Instituto Politécnico de Braganca

Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida

Low Density Lipoprotein — Lipoproteina de baixa densidade
Relagdo massa/volume

Malondialdeido

Malt Extract Broth - Caldo Extrato de Malte

Massa fresca

Espectrometria de massa

Massa seca

Monounsaturated Fatty Acids - Acidos Gordos Monoinsaturados
Ndmero

Né&o detetado

N&o testado

Organizacdo Mundial da Saude/World Health Organization
Inibicdo da hemolise oxidativa

Potencial hidrogenidnico

Solucéo salina tamponada com fosfato

Padrdo interno

Xl



PUFA
RI
RNA
rpm
SFA
SPSS

subsp.

TBA
TBARS
TCA
Tr

Tris
Trolox
TSB

UFC
UPLC

V
var.
viv

Amax

Polyunsaturated Fatty Acids - Acidos Gordos Polinsaturados
Refractive Index — indice de Refracéo

Ribonucleic Acid — Acido Ribonucleico

Rotacéo Por Minuto

Saturated Fatty Acids - Acidos Gordos Saturados

Pacote estatistico para as ciéncias sociais

Subespécie

Tempo

Acido Tiobarbitarico

Inibicdo da formacdo de substancias reativas de acido tiobarbitdrico
Acido Tricloroacético

Tempo de retengédo

Tris-(hidroximetil)-aminometano

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
Triptone Soy Broth — Caldo Triptona de Soja

Unidade formadora de colénias

Ultra Performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia

Vestigios
Varidedade
Relagdo volume/volume

Comprimento de onda de absor¢do méaxima

X1



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Importancia da avaliacdo da composicdo proximal e bioquimica

Os alimentos podem ser classificados como produtos naturais, frescos ou
processados, que sdo consumidos pelo ser humano com o objetivo de obter energia e
nutrientes essenciais para o funcionamento ideal do organismo. Portanto, a avaliacdo da
composicao quimica e das propriedades nutricionais pode fornecer informacdes valiosas
sobre a qualidade e seguranca dos alimentos, sendo fundamental para compreendermos
0s seus impactos na saude e bem-estar (Cheung e Mehta, 2015).

Os alimentos sdo compostos maioritariamente por macronutrientes (hidratos de
carbono, lipidos e proteinas) e micronutrientes (vitaminas e minerais), sendo
denominados como “essenciais”, pois 0 organismo pode ndo ter a capacidade de produzi-
los, ou 0s produz em quantidades insuficientes para suprir as necessidades do organismo,
tendo de ser adquiridos através da dieta (ElImadfa e Meyer, 2010; Mehta e Cheung, 2015;
Raymond et al., 2013).

Atualmente, a tendéncia nutricional sugere a adogdo de um estilo de vida e
alimentacdo saudaveis, o que implica a ingestdo equilibrada de fibras, proteinas,
vitaminas e minerais, e a reducdo dos teores de lipidos, principalmente os saturados e
trans, e acucares. Além do fornecimento de nutrientes, determinados tipos de alimentos
contém compostos bioativos que, cada vez mais, tém a atencdo de investigadores e
consumidores devido as interessantes propriedades biologicas que desempenham, sendo
associados a uma série de beneficios para a satde (Cunha et al., 2016; Raymond et al.,
2013). Nesse sentido, a avaliagdo da composi¢do nutricional de um alimento pode
fornecer informacGes valiosas sobre a sua capacidade de prover ndo apenas 0s nutrientes
essenciais, mas também os compostos nao essenciais bioativos que sdo capazes de atuar
na manuten¢do do funcionamento adequado do organismo (Cunha et al., 2016; Elmadfa
e Meyer, 2010; Mehta e Cheung, 2015).

Os compostos bioativos sdo substancias quimicas encontradas em determinadas
especies de origem animal, como por exemplo em peixes e mel, e de origem vegetal, tais
como frutas, legumes, verduras, cereais, oleaginosas e sementes, entre outros organismos,
e gue possuem propriedades que vdo além das capacidades nutricionais basicas.
Pertencem a diversas classes de compostos quimicos, como, por exemplo, as vitaminas e

alguns acidos gordos, compostos fenolicos, &cidos organicos, carotenoides e



antocianinas, entre outros componentes bioativos de alimentos que conferem
propriedades potencialmente benéficas para a salde. Podem atuar contra o stresse
oxidativo e os processos de envelhecimento, na promocdo da apoptose de células
cancerigenas, no metabolismo hormonal, no aumento da resposta imune e comunicagédo
celular, ajudando assim na prevencdo de diversas patologias incluindo o cancro,
inflamacdes cronicas, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, diabetes,
entre outras (Banwo et al., 2021; Cunha et al., 2016; Elmadfa e Meyer, 2010; Raymond
etal., 2013).

Nesta linha, e associados a habitos alimentares mais saudaveis, exaltam-se os
conceitos de ingredientes, alimentos funcionais e nutracéuticos, caracterizados por
possuirem propriedades que, além de nutrir, apresentam potenciais fisiologicamente
benéficos para o organismo, aumentando a sua aceitacdo e interesse de utilizacdo em
contextos culinarios e industriais. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS;
WHO - sigla do inglés para World Health Organization), as doengas cronicas ndo
transmissiveis como neoplasias, doencas cardiovasculares, doencas respiratdrias e
diabetes mellitus estdo entre as maiores causas de morte no mundo, e os fatores de risco
incluem uma dieta ndo saudavel e inatividade fisica (WHO, 2023). Nesse sentido,
ressalta-se a importancia de uma dieta equilibrada e diversificada, onde a presenca de
alimentos como cereais, frutas, legumes e vegetais, representa a disponibilidade de uma
ampla gama de nutrientes essenciais e moléculas com propriedades biol6gicas (Banwo et
al., 2021; Figueiredo et al., 2008; Kowalski et al., 2020). Assim, a investigacdo nesse
campo tem extrema relevancia pois permite estudar e prover informagdes sobre a
composicdo e potencial tanto de espécies vegetais que ja fazem parte da nossa
alimentacdo no dia-a-dia, mas que ndo tdo valorizadas, como de novas variedades e
culturas que ainda nédo foram tdo exploradas, permitindo assim a promocéo e valorizacdo

do consumo das mesmas (Elmadfa e Meyer, 2010; Kowalski et al., 2020).

1.2. A ordem Caryophyllales

Como exemplo de grande diversidade e riqueza nutricional, a ordem
Caryophyllales é um grupo diversificado de plantas angiospérmicas que compreende 29
familias boténicas, sendo a Amaranthaceae, a Cactaceae, a Caryophyllaceae e a
Portulacaceae algumas das mais conhecidas. Das espécies de plantas representadas por

essas familias, muitas séo conhecidas por serem bem adaptadas a deficiéncia hidrica, frio



e salinidade, e englobam suculentas, cactos e plantas carnivoras, bem como varias plantas
herbaceas e arbustivas. S0 exemplos a beterraba e acelga (Beta vulgaris L.), pitaya
vermelha (Hylocereus costaricensis), o espinafre (Spinacia oleracea), a quinoa
(Chenopodium quinoa) e o cravo (Dianthus caryophyllus). Esta ordem também é
caracterizada por possuir um numero limitado de espécies que apresenta na sua
composi¢do uma classe distinta de pigmentos conhecidos como betalainas, que séo
responsaveis pelas cores vibrantes e algumas das propriedades bioldgicas que essas
espécies apresentam. E o caso da Beta vulgaris L., muito popular por apresentar sabor
peculiar, elevado valor nutricional e funcional, além da versatilidade de formas de
consumo. Esta distinta ordem boténica é notavel ndo apenas pela sua diversidade e ampla
distribuicdo ecoldgica e geogréafica, mas também pelas suas adaptacdes morfoldgicas e
ecofisioldgicas Unicas que fazem dela uma importante chave para a compreensdao da

evolucdo das angiospermas (Timoneda et al., 2019; J. F. Walker et al., 2018).

1.3. Beta vulgaris L.
1.3.1. Classificacdo botanica, variedades e aplicacfes

B. vulgaris é uma espécie de planta herbacea bienal classificada taxonomicamente
como pertencente a familia Amaranthaceae segundo o sistema APG (sigla do inglés para
Angiosperm Phylogeny Group) ou a familia Chenopodiaceae segundo o sistema
Cronquist, e a ordem Caryophyllale. Esta dividida em subespécies, compostas por dois
grupos: variedades cultivadas e silvestres. O primeiro grupo inclui os principais
representantes das espécies, das quais as raizes carnudas comestiveis, e menos
popularmente as folhas, sdo utilizadas para diversos fins. Os exemplos incluem
variedades de beterraba sacarina (por exemplo, B. vulgaris subsp. vulgaris var.
saccharifera), destinadas a producdo de acucar; variedades de beterraba forrageira (por
exemplo, B. vulgaris subsp. vulgaris var. crassa), utilizadas para a alimentacéo animal; e
as diferentes variedades de beterraba, também conhecidas como beterraba de jardim ou
beterraba de mesa, que séo popularmente cultivadas para o consumo da sua raiz tuberosa
(por exemplo, B. vulgaris subsp. vulgaris var. rubra (beterraba vermelha), B. vulgaris
subsp. vulgaris cv. Albina Vereduna (beterraba branca) e B. vulgaris subsp. vulgaris cv.
Burpee's Golden (beterraba amarela)) (Babarykin et al., 2019). A acelga suic¢a (B. vulgaris

subsp. cicla) também faz parte da familia da beterraba e é uma variedade cultivada.



Distingue-se da beterraba pelo grande desenvolvimento das folhas e do caule, que sdo as
partes comestiveis valorizadas nesta variedade, ndo apresentando desenvolvimento de
raizes tuberosas (Figura 1). O segundo grupo é composto pela beterraba maritima
silvestre, representada apenas pela beterraba marinha (B. vulgaris subsp. maritima), que
é a forma ancestral de todas as variedades (Babarykin et al., 2019; Ninfali e Angelino,
2013).

&

Figura 1. Variedades cultivadas de B. vulgaris. A — Variedades de beterraba (B. vulgaris subsp. vulgaris);
B e C — Variedades de acelga suica (B. vulgaris subsp. cicla). (Fonte: adaptado de Thompson e Morgan
(2023), Infoescola (2023) e NTNU2023)).

A espécie B. vulgaris é muito diversa e versatil, provavelmente originéria entre o
norte de Africa e o sul da Europa, e que se difundiu ao longo das costas dos mares
Mediterraneo e Atlantico. Desde entéo, a beterraba e 0s seus parentes tém sido cultivados
em todo o mundo para consumo humano e animal, bem como para fins medicinais.
Registos antigos das civilizacdes da Grécia, Roma e Egito descrevem o uso da beterraba

(tanto a raiz quanto as folhas) como ingrediente na preparacdo de pratos culinarios e



medicamentos (Babarykin et al., 2019; Goldman e Janick, 2021). No século XIX, a
beterraba sacarina tornou-se uma cultura comercialmente importante na Europa devido
aos embargos comerciais as importacdes de cana-de-aglcar durante a era napolednica.
Isso levou ao rapido desenvolvimento da indUstria acucareira a base de beterraba.
Segundo estimativas fornecidas pela Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagédo
e a Agricultura (FAO — sigla do inglés para Food and Agriculture Organization of the
United Nations), em 2021, a Russia foi o principal produtor de beterraba sacarina
(41.201.669 toneladas), seguida pela Franca (34.365.390 toneladas), pelos Estados
Unidos da Ameérica (33.339.950 toneladas), pela Alemanha (31.945.400 toneladas),
Turquia (18.250.000 toneladas) e Poldnia (15.273.850 toneladas) (FAOSTAT, 2023;
Ninfali e Angelino, 2013).

Como parte integrante das tradices culinarias, a beterraba ainda ocupa um lugar
de destaque numa infinidade de pratos e preparagdes. As suas raizes podem ser
consumidas cruas, assadas, cozidas ou em conserva, e sdo utilizadas na preparagéo de
sumos, saladas, paes e sopas, entre outros pratos. Além disso, as suas folhas tém ganho
popularidade como folhas verdes imaturas para o uso em saladas (microverdes). A acelga,
por outro lado, é altamente valorizada pelas suas folhas vistosas (Di Gioia et al., 2017;
Goldman e Janick, 2021; Mzoughi et al., 2019).

Além do seu apelo culinario, a beterraba e a acelga tém destaque por serem ricas
e nutritivas fontes de proteinas, fibras alimentares, além de vitaminas como tocoferdis
(vitamina E) e acido ascoérbico (vitamina C), aminoacidos essenciais e ndo essenciais,
carotenoides, nitratos inorgénicos (NOs’), minerais essenciais como potéssio, sodio,
fosforo, calcio, magnésio, cobre, ferro, zinco e manganés (Abdo et al., 2020; Chhikara et
al., 2019; Ninfali e Angelino, 2013). Sendo ambas vegetais, séo conhecidas pelo seu teor
em hidratos de carbono, entre outros nutrientes. As beterrabas sdo fonte de fibras
dietéticas, fornecendo as formas sollveis e insolUveis, sdo especialmente ricas em
acucares naturais tais como a sacarose, 0 que lhes confere o sabor caracteristicamente
adocicado, sendo uma das razdes pelo seu elevado valor comercial. A acelga, por outro
lado, possui menos aglcares em comparagdo com a beterraba, mas apresenta maiores
teores em fibras dietéticas, contribuindo para o seu status de vegetal folhoso saudavel e
de baixo teor caldrico (Babarykin et al., 2019; Mzoughi et al., 2019; Ninfali e Angelino,
2013).



Além disso, a notavel presenca de fitoquimicos biologicamente ativos na
composi¢do de ambas as culturas tem despertado o interesse da comunidade cientifica
que investiga as promissoras propriedades bioldgicas relacionadas com 0s seus
compostos. Nomeadamente, é descrita a presenca de compostos fendlicos, incluindo
acidos fendlicos, como os acidos galico, siringico e cafeico, bem como importantes
derivados de flavonoides chamados apigeninas (vitexina). Além disso, existem &cidos
gordos poli-insaturados, como os &cidos linoleico e a-linolénico, juntamente com
importantes pigmentos heterociclicos a base de nitrogénio e soliveis em agua, conhecidos
como betacianinas (que conferem uma cor vermelho-violeta) e betaxantinas (produzem
uma tonalidade amarelo-laranja). Estes pigmentos fazem parte da familia das betalainas
e sdo reconhecidos como excelentes agentes antioxidantes e anti-inflamatdrios, entre
outras propriedades (Fu et al., 2020; Gengatharan et al., 2015; Nikan e Manayi, 2019).
Estudos cientificos evidenciam que o consumo de folhas e raizes de beterraba, bem como
de folhas de acelga, podem proporcionar efeitos fisiolégicos benéficos na promocéo da
satide de quem as consome. E descrito que esses vegetais possuem varias propriedades
bioldgicas, incluindo atividades antioxidantes, anti-hipertensivas e antitumorais. Além
disso, exibiram potenciais hipoglicémicos, hepatoprotetores e hipotensores significativos
(Gawlik-Dziki et al., 2020; Mirmiran et al., 2020; Ninfali e Angelino, 2013).

1.4. Composicéo proximal e quimica
1.4.1. Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono, também conhecidos como carboidratos, representam a
classe de biomoléculas mais abundante na natureza, e a fonte de energia mais importante
da nossa alimentagdo. Juntamente com as proteinas e os lipidos, sdo um dos trés principais
macronutrientes presentes nos alimentos, e desempenham papéis vitais no funcionamento
do organismo. Sdo compostos organicos definidos como poli-hidroxialdeidos ou poli-
hidroxicetonas e seus derivados, e sdo produzidos por organismos autotréficos como
plantas, algas e algumas bactérias, através da fotossintese. Possuem diversas formas e
tamanhos, desde pequenas moléculas de agucar simples a polimeros complexos formados
por varias unidades de agucar ligadas entre si por diferentes tipos de liga¢cdes glicosidicas,
sendo classificados de acordo com suas estruturas e fungdes bioldgicas (Banwo et al.,
2021; Mehta e Cheung, 2015).



As unidades de acucar (monossacaridos) sdo a base dos hidratos de carbono, e
cada unidade é formada por uma estrutura que pode conter de 3 a 7 carbonos (oses). Os
acucares simples podem apresentar-se sob a forma de monossacaridos ou dissacaridos (2
monossacaridos ligados). Os monossacaridos mais conhecidos séo as pentoses e hexoses,
podendo ser citadas como exemplos a ribose e a desoxirribose, pentoses muito
importantes que fazem parte da estrutura dos nucleotideos do DNA e RNA,
respetivamente, e como hexoses, a glucose e a frutose (Figura 2). J& como dissacéridos,
sdo exemplos a sacarose (frutose + glucose), a lactose (glucose + galactose) e a trealose
(glicose + glicose). Estes agucares simples sd@o conhecidos principalmente por suas
propriedades adocantes, e sdo de digestdo e absor¢ao mais rapida no organismo. Também
sdo0 empregues como conservantes alimentares, devido a capacidade de prevenir o
crescimento microbiano, além influenciar na viscosidade dos alimentos (Banwo et al.,
2021; Cheung e Mehta, 2015; Cust et al., 2009; Voragen, 1998).
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Figura 2. Exemplos de monossacaridos e dissacaridos. (Fonte: Elaboragdo prépria através do programa
ChemSketch Freeware 14.0)

Acucares que contenham de 3 a 10 monossacéridos sdo classificados como
oligossacaridos, e contemplam, como por exemplo, trissacaridos como a rafinose,
formada por unidades de galactose, frutose e glucose (Figura 2). Hidratos de carbono

mais complexos (mais de 10 monossacaridos) sdo classificados como polissacaridos



(Figura 3), e estes desempenham importantes funcdes a nivel estrutural nas plantas, e
fisiologico no ser humano. Pertencem a esse grupo o amido, o glicogénio e 0s
polissacaridos ndo amilaceos, como a celulose, hemicelulose, pectina, gomas, mucilagens
e lenhinas, sendo estes exemplos considerados como importantes fontes de fibras
dietéticas. As fibras consistem basicamente nas partes nao digeriveis do alimento vegetal,
que resistem a digestdo e absorc¢éo intestinal, porém sdo fermentaveis (fibras soltveis) ou
ndo fermentaveis (fibras insollveis) no intestino grosso. Um maior consumo de fibras
pode auxiliar na satde digestiva e ajudar a manter niveis adequados de agucar no sangue,
para além de promover a sensacao de saciedade e ajudar no controlo de massa corporal
(Mehta e Cheung, 2015; Mello e Laaksonen, 2009; VVoragen, 1998).

Celulose

Rafinose

Figura 3. Exemplos de oligossacaridos e polissacaridos. (Fonte: Elaboracéo prdpria através do programa
ChemSketch Freeware 14.0)

Os aclcares também podem ser encontrados ligados a outros compostos
(proteinas, lipidos, entre outras classes de compostos ligados covalentemente), e sdo
denominados glicoconjugados. Estes, desempenham um importante papel em diversos
processos bioldgicos, como na interacdo e sinalizacdo celular, e também séo capazes de
proteger ou alterar propriedades fisico-quimicas (estabilidade, solubilidade) de
compostos bioativos aos quais estejam ligados, como no caso de diversos compostos

fenolicos, por exemplo (Nelson e Cox, 2014; Voragen, 1998).



1.4.2. Lipidos e acidos gordos

As gorduras sdo constituidas por varias familias de lipidos (monoglicéridos,
diglicéridos, trigliceridos, fosfolipidos, cerebrosideos, esterois, terpenos, alcoois gordos
e &cidos gordos), sendo os triglicéridos os seus principais componentes. Os triglicéridos,
por sua vez, sdo formados a partir da esterificacdo entre uma molécula de glicerol e trés
acidos gordos (Figura 4). Nas trés possiveis posicdes, podem estar ligados trés acidos
gordos iguais (simples), mas a maioria dos triglicéridos de ocorréncia natural apresentam

dois ou trés acidos gordos diferentes (misto) (Nelson e Cox, 2014; Raymond et al., 2013).

Figura 4. Exemplo ilustrativo da estrutura de um triglicérido. A azul — Acido palmitico (C16:0); A
vermelho — Acido oléico (C18:1n9). (Fonte: Elaboracdo propria através do programa ChemSketch

Freeware 14.0).

Os acidos gordos sdo compostos organicos formados por carbono, hidrogénio e
oxigeénio, que se apresentam sob a forma de uma cadeia linear de carbono de comprimento
variavel e com um grupo carboxila em uma extremidade (Figura 5). Podem ser saturados
(SFAs —sigla do inglés para Saturated Fatty Acids; sem ligacao dupla), monoinsaturados
(MUFAs —sigla do inglés para Monounsaturated Fatty Acids; uma ligacdo dupla) ou poli-
insaturados (PUFAs — sigla do inglés para Polyunsaturated Fatty Acids; duas ou mais
ligacBes duplas), e desempenham fungdes energéticas, metabdlicas e estruturais no
organismo, sendo essenciais para a formacdo da estrutura das membranas celulares, de
tecidos como cerebral e nervoso, produgdo de hormonas, e transporte de nutrientes e
fitoquimicos lipossoluveis (ex.: carotenoides e licopenos), por exemplo (Mehta e Cheung,
2015; Nelson e Cox, 2014; Raymond et al., 2013).



I N NN N SN

Acido linoleico
(LA)
(@]

HO )l\/\/\/\/—\/—\/—\/

Acido a@-linolénico
(ALA)

HO
Acido eicosapentaendico
(EPA)
0
HO)l\/\—/\—/\—/\—/\—/\—/\

Acido docosahexaenéico
(DHA)

Figura 5. Exemplos de acidos gordos. (Fonte: Elaboracdo propria através do programa ChemSketch

Freeware 14.0).

Os &cidos gordos saturados, mais comuns em gorduras animais (com excecao dos
peixes), tendem a ser sélidos a temperatura ambiente. Apesar da presenca de lipidos na
dieta ser altamente valorizada, o consumo excessivo de gorduras saturadas tem sido
intimamente associado a hipercolesterolemia, uma vez que no figado sdo oxidadas e
utilizadas na producao do colesterol, e nesse caso, aumenta a producédo do colesterol LDL
(Low Density Lipoprotein), também conhecido como “colesterol mau”. Este, por sua vez,
pode acumular-se nas paredes das artérias, levando ao desenvolvimento de placas de
aterosclerose, o que é um fator de risco em doencas cardiovasculares, diabetes mellitus,
cancro e outras doencas cronicas (Chow, 2007; Kowalski et al., 2020; Nelson e Cox,
2014).

Ja as gorduras vegetais (exceto os 6leos de coco e de palma) apresentam-se
liquidas a temperatura ambiente, por conterem alto teor em MUFAs e PUFAs. Estes,
podem ser sintetizados pelo organismo humano, bem como pelo dos restantes mamiferos.
Entretanto, essa capacidade é limitada no que diz respeito aos poli-insaturados, sendo
estes considerados nutrientes essenciais. Dentro da classe dos PUFAS, encontra-se a
importante familia de &cidos gordos 0mega-3 (®-3) e 6mega-6 (»-6), descritos por

possuirem promissoras propriedades anti-inflamatéria e antioxidante, além de
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contribuirem para o bom funcionamento cerebral. S&o exemplos os acidos a-linolénico
(ALA; C18:3, ®-3) e linoleico (LA; C18:2, »-6), que sdo precursores de moléculas
reguladoras no corpo, desempenhando um papel crucial em processos como na resposta
inflamatdria, imunoldgica, coagulacdo e pressdo sanguinea (Figura 5). Também podem
ser citados os acidos eicosapentaenodico (EPA; C20:5, »-3) e acido docosahexaendico
(DHA; C22:6 »-3) (Figura5), que sdo encontrados em 6leos de muitas espécies de peixes
marinhos gordurosos como salmao e sardinha, e sdo descritos por auxiliarem na saude
cardiovascular, cerebral e ocular (Arbex et al., 2015; Nelson e Cox, 2014; Raymond et
al., 2013).

Para que seja possivel a analise cromatogréfica dos acidos gordos, 0s mesmos
precisam ser convertidos em ésteres de acidos gordos (FAMEs — sigla do inglés para Fatty
Acid Methyl Esters) através de derivatizacdo quimica por reacdo de transesterificacao.
Esse processo consiste na transformacao de um éster em outro através da troca do grupo
alcoxila, pela reacdo do triglicérido com um alcool na presenca de uma base ou &cido
forte, produzindo uma mistura de FAMEs e glicerol (Figura 6) (Geris et al., 2007).
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Triglicérido \O)]\R3

FAMEs

Figura 6. Esquema simplificado da derivatizacdo de acidos gordos. (Fonte: Elaboragéo propria através do
programa ChemSketch Freeware 14.0)

1.4.3. Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas complexas que controlam praticamente todos
0S processos que ocorrem na célula, possuem um papel de destaque numa vasta gama de
processos bioldgicos. Sdo indispensaveis para a sintese e reparo de musculos, érgédos e

outros tecidos, transporte de moléculas e resposta imunolégica, por exemplo. Além disso,
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ha proteinas especificas que atuam como enzimas, desempenhando um papel fundamental
na catalise de reacdes bioquimicas e na regulacdo de processos fisiologicos essenciais.
Quando a ingestdo de hidratos de carbono e gorduras é insuficiente, as proteinas também
podem servir como fonte de energia, embora esta ndo seja a sua funcéo principal (Mehta
e Cheung, 2015; Nelson e Cox, 2014; Raymond et al., 2013).

No seu nivel fundamental, as proteinas sdo compostas pela combinacdo de um
conjunto comum de 20 aminoacidos (proteicos), que sdo conectados por ligacdes
peptidicas e podem formar 4 tipos de estruturas: primaria, secundaria, terciaria e

quaternéria (Figura 7) (Nelson e Cox, 2014; Raymond et al., 2013).

Estrutura
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Pro quaternaria
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Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
aminodcidos

Figura 7. Niveis estruturais das proteinas. (Fonte: Nelson e Cox (2014)).

Esses aminoacidos enquadram-se em duas categorias: essenciais e ndo essenciais,
0 que dependera da capacidade do organismo de sintetiza-los ou se devem ser obtidos por
meio da dieta (Figura 8). Este grupo de moléculas precursoras pode ser considerado o
alfabeto através do qual a linguagem da estrutura das proteinas € articulada, permitindo a
notavel diversidade das mesmas em todos 0s organismos vivos, além de serem cruciais
para a sintese de metabolitos secundarios em plantas (Mehta e Cheung, 2015; Nelson e
Cox, 2014).
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Figura 8. Amino4cidos essenciais e ndo essenciais. (Fonte: Elaboracéo propria através do programa

ChemSketch Freeware 14.0)

1.4.4. Valor energético

No ser humano, bem como nos restantes organismos aerobios, a glucose e outros

acucares, os acidos gordos e a maioria dos aminoacidos disponibilizados pelos alimentos

sdo oxidados a CO» e H2O através do processo de respiracao celular (glicolise, ciclo de

Krebs), resultando na producdo de energia. Portanto, o valor energético é estimado

baseando-se na capacidade energética de cada um desses macronutrientes, sendo 0s

lipidos as principais fontes e reservas de energia (9 kcal/g). Ja os hidratos de carbono e

proteinas séo capazes de fornecer 4kcal/g. Como a maior parte das fibras € resistente a

digestdo e a absorcdo, o seu valor calorico é baixo (2kcal/g) (Cheung e Mehta, 2015;

Raymond et al., 2013).
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1.4.5. Tocoferois

Embora necessarias em quantidades relativamente pequenas, as vitaminas Sao
fundamentais em varios aspetos da salde humana, pois atuam em processos vitais como
na resposta imunoldgica, no crescimento 6sseo e na visao, por exemplo, além de atuar
como estabilizadores de membrana, dadores e recetores de hidrogénio (H") e de eletrdes,
hormonas e coenzimas. Esses compostos organicos pertencem ao grupo dos
micronutrientes essenciais ao metabolismo humano, e abrangem uma grande variedade
de moléculas que sdo categorizadas em dois grupos principais: vitaminas lipossoluveis e
hidrossoltveis. Como exemplo de vitaminas lipossolUveis estéo o retinol (A) e o tocoferol
(E) (Figura 9). Estas sdo transportadas e absorvidas com o auxilio dos lipidos dietéticos,
podem ser armazenadas nos tecidos adiposos para uso posterior, de acordo com as
necessidades fisioldgicas. Por outro lado, as vitaminas sollveis em agua englobam o
acido ascorbico (C) e as vitaminas do complexo B (B9, por exemplo) (Figura 9), e
necessitam de consumo diério, pois ndo sdo armazenadas de forma significativa no corpo
(Azzi, 2019; Cheung e Mehta, 2015; Raymond et al., 2013).

winzz
I

OH
N NN OH NS N NH ©
Vitamina A )l\ AP o OH
H N N N

Retinol o
Vitamina B9

Acido folico  °"

J

Vitamina C Tocoferol
Acido ascorbico
> Vitamina E

Tocotrienol

a:R'=R?=CH,

B: R'=CH, R*=H

y:R'=H, R*=CH,
8:R'=R2=H

Figura 9. Exemplos de vitaminas. (Fonte: Elaboragdo propria através do programa ChemSketch Freeware
14.0).
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De entre as vitaminas, a vitamina E destaca-se por ser considerada um dos
principais agentes oxidantes do corpo, capaz de proteger o organismo contra os efeitos
prejudiciais das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species) que sdo
formadas metabolicamente ou encontradas no ambiente. A vitamina E representa uma
forma genérica das diferentes isoformas (a-, B-, y- ¢ 8-) dos compostos lipossoluveis
chamados tocoferois e tocotrienois (Figura 9), sendo o a- ¢ y-tocoferol as formas mais
encontradas nos alimentos. A vitamina E pode ser encontrada em vérios alimentos de
origem vegetal como nozes, sementes, verduras de folhas verdes e cereais integrais, e €
identificada e quantificada em termos de equivalentes de a-tocoferol, pois essa é a forma

que possui efeito oxidante mais efetivo (Angelo e Jorge, 2006; Raymond et al., 2013).

1.4.6. Minerais

Os minerais sdo substancias inorganicas que também sdo essenciais para 0 bom
funcionamento do nosso organismo, e ao contrario de muitos compostos, ndo podem ser
sintetizados internamente, sendo obtidos unicamente atraves de fonte externa
(principalmente da dieta). Apesar de exigidos em quantidades relativamente pequenas, 0s
minerais desempenham diversas funcdes essenciais, como de eletrolitos nos fluidos
corporais, formadores de componentes de enzimas e hormonas, e até mesmo no suporte

estrutural de 6rgaos como 0ssos e dentes (Cheung e Mehta, 2015; Raymond et al., 2013).

Os minerais essenciais incluem célcio (Ca), sddio (Na), magnésio (Mg), fosforo
(P), potéssio (K), zinco (Zn), selénio (Se), manganes (Mn), cobre (Cu), molibdénio (Mo),
cromo (Cr), iodo (1), fldor (F) e cloreto (CI), e podem existir em diversas formas, como
em sais inorganicos ou organicos, ou combinados com a matéria organica. Para uma
compreensdo inicial sobre a composi¢do mineral dos alimentos, é indicada a analise de
cinzas. O residuo inorganico ap6s a incineracdo completa dos componentes organicos
representa assim o conteddo em minerais, podendo orientar futuras analises mais
detalhadas sobre o perfil mineral (por espectrometria de absor¢éo atdmica, por exemplo)
(Cheung e Mehta, 2015; Raymond et al., 2013).
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1.4.7. Acidos organicos

Os acidos organicos compreendem um grupo de compostos muito diversos que
estdo presentes em frutas, verduras, vegetais e nos seus produtos derivados, e
desempenham um papel significativo no valor nutricional e nas propriedades sensoriais
dos alimentos. Estes acidos tém como precursores compostos como aminoécidos, lipidos,
hidratos de carbono, acidos nucleicos e esteroides, e participam de uma ampla gama de
processos metabolicos (muitas vezes ndo relacionados), sendo de extrema importancia
como intermediarios na producdo de energia (ciclo de Krebs) e produtos de processos de
fermentagdo, por exemplo (Blau et al., 2008; Maurino et al., 2016; R. P. Walker e
Famiani, 2018).

A presenca de acidos organicos pode variar entre diferentes espécies de frutas,
verduras, legumes, cultivares e estagios de desenvolvimento, e como exemplos podem
ser citados os acidos oxalico, malico, sucinico, e citrico, entre outros (Figura 10). Estes
acidos contribuem para o sabor e paladar dos alimentos, uma vez que influenciam na
acidez e textura dos mesmos, além de serem considerados excelentes agentes
conservantes, sendo muito valorizados na industria alimentar (Blau et al., 2008;
Fernandes et al., 2014; R. P. Walker e Famiani, 2018).

o) o)
He  _OH HsC _OH HO. HO.
\n/ \n/ OH OH
o) O o} O OH

Acido formico  Acido acético  Acido oxalico Acido malico
o)
Q O _OH
o HO OH o o
N~ NoH
) HO OH
0 HO™ OH _ OH
Acido fumarico OH Acido citrico

Acido quinico

Figura 10. Exemplos de acidos organicos. (Fonte: Elaboracéo prépria através do programa ChemSketch

Freeware 14.0)
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1.4.8. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos constituem um conjunto importante de fitoquimicos que
desempenham papel fundamental tanto na biologia das plantas quanto na saide humana.
Sdo produtos do metabolismo secundario das plantas (vias do Xiquimato e do
acetato/malonato), e encontram-se amplamente distribuidos em vegetais como frutas,
legumes e cereais, desempenhando importantes fungdes como a protecdo contra stresses
ambientais, interacdes com polinizadores e defesa. Também influenciam na cor, sabor e
aroma, e estabilidade oxidativa desses alimentos, sendo relevantes para as suas
propriedades sensoriais (Angelo e Jorge, 2006; Banwo et al., 2021; Nelson e Cox, 2014).

Apesar de ndo serem essenciais a nutricdo humana, estes compostos sao
conhecidos e valorizados por possuirem propriedades bioldgicas interessantes, como por
exemplo a atividade antioxidante, que lhes confere a capacidade de combater os radicais
livres que causam danos oxidativos as células. O stresse oxidativo esta associado ao
desenvolvimento de processos fisiopatolégicos como envelhecimento, cancro,
aterosclerose e inflamacdo, e por esse motivo, a capacidade protetiva desses agentes
antioxidantes tem sido muito estudada, uma vez que podem promover potenciais
beneficios para a saude. Sdo varios os estudos que tém sido dedicados a explorar as
implicacBes desses compostos para a saude, demonstrando evidéncias de propriedades
bioativas promissoras, como antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
antineoplasica, o que pode indicar a promocao de efeitos benéficos para a saude (Angelo
e Jorge, 2006; Banwo et al., 2021; Ferreira e Matsubara, 1997; Raymond et al., 2013).

Esses compostos incluem uma grande variedade de substancias, e podem ser
classificados em diferentes subgrupos de acordo com suas estruturas quimicas, entre os
quais encontram-se os fenois simples, acidos fendlicos (&cidos hidroxibenzobicos e &cidos
hidroxicinamicos), flavonoides, carotendides, taninos, lignanas, além de outros
compostos cujas estruturas variam de simples moléculas fendlicas a polimeros complexos
de alta massa molecular (Angelo e Jorge, 2006; Banwo et al., 2021).

Os flavonoides formam a mais popular e maior classe de polifendis vegetais, e séo
conhecidos principalmente por atuarem na atracéo de polinizadores e na protecdo contra
os danos causados pela radiagdo UV, além de auxiliarem na defesa contra patogenos e
herbivoros (Angelo e Jorge, 2006; Banwo et al., 2021). Possuem uma estrutura composta

por um esqueleto de carbono C6-C3-C6, e podem ser encontrados ligados a agucares
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(glicosideos) ou livres (agliconas), e sdo divididos em subclasses dependendo das
caracteristicas das agliconas. As principais incluem as antocianidinas e 0s seus
glicosideos denominados antocianinas (ex.: cianidina, malvidina e peonidina), flavanonas
(ex.: hesperetina, eriodictiol e naringenina), flavonas (ex.: luteolina e apigenina),
isoflavonas (ex.: daidzeina, genisteina e gliciteina), flavan-3-6is (ex.: epicatequina,
catequina e teaflavina) e flavondis (ex.: quercetina, kaempferol e isorhamnetina) (Figura
11) (Angelo e Jorge, 2006; Banwo et al., 2021; Raymond et al., 2013).

OH OH O OH O

OH O
Flavanona Isoflavona Antocianinas

Figura 11. Estruturas gerais de algumas classes de flavonoides. (Fonte: Elaboragao propria através do

programa ChemSketch Freeware 14.0)

Os acidos fenolicos compdem outra classe de fitoquimicos, que podem ser
encontrados sob a forma livre solGvel ou conjugados com outros compostos, e possuem
na sua estrutura um acido carboxilico funcional. Os &cidos fenolicos naturais apresentam
estruturas baseadas em dois distintos nucleos gerais, podendo ser classificados como
acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos. Os &cidos hidroxibenzoicos tém a estrutura
comum de C6-C1, enquanto os acidos hidroxicinamicos tém a estrutura C6-C3. Entre 0s
acidos hidroxibenzdicos encontram-se o0s &cidos géalico, protocatecuico, p-
hidroxibenzdico, vanilico e salicilico, enquanto como acidos hidroxicindmicos, podem
ser citados os acidos p-cumarico, ferulico, sinapico e cafeico (Figura 12) (Angelo e Jorge,
2006; Banwo et al., 2021).
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Figura 12. Exemplos de acidos fenodlicos. (Fonte: Elaboragdo propria através do programa ChemsSketch

Freeware 14.0)

1.4.9. Betalainas

As betalainas sdo pigmentos vegetais nitrogenados e hidrossollveis encontrados
em plantas das familias da ordem Caryophyllales, como Amaranthaceae, Basellaceae,
Cactaceae, Portulacaceae, entre outras, aléem de algumas espécies de fungos (e.x.:
Amanita muscaria). Além da beterraba e acelga, outras fontes de betalaina incluem pitaya
(Hylocereus andatus L.), quinoa (Chenopodium quinoa L.) e algumas espécies dos
géneros Opuntia e Amaranthus, por exemplo (Carredn-Hidalgo et al., 2022; Fu et al.,
2020; Timoneda et al., 2019).

Esses pigmentos dividem-se em duas classes principais: betacianinas (vermelho-
violeta) e betaxantinas (amarelo-laranja), e possuem estruturas derivadas do acido
betalamico (cromoforo). As betacianinas apresentam absorcdo méxima em 538 nm, e
incluem as betanina, isobetanina e neobetanina, enquanto as betaxantinas possuem
absorcdo méaxima a 480 nm, como a miraxantina V e a vulgaxantina I, diferenciando-se
entre si pela ligacdo do croméforo com aminoécidos, gliconas e compostos imino. A sua
presenca em espécies vegetais representa a exclusdo mutua das antocianinas, pigmentos

outrora considerados dominantes na natureza, e por isso a sua biossintese e 0s motivos
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dessa exclusdo tém sido alvos de diversos estudos (Azeredo, 2009; Chhikara et al., 2019;

Timoneda et al., 2019).

Betaxantina

Acido betalamico o

i 3 OH
HO N’
| 0

Betacianina

OH

HO

Miraxantina V
(Dopamina-betaxantina)

Betanina

Figura 13. Exemplos de betalainas. (Fonte: Elaboracgdo propria através do programa ChemSketch

Freeware 14.0).

Nas plantas, as betalainas desempenham um papel fundamental na atracdo de

animais polinizadores, na fotoprotecdo e na tolerancia a seca e salinidade, mas também

tém sido alvo de estudos significativos devido a sua natureza Unica e aos possiveis efeitos

na promocao da salde, por serem naturais. Esses pigmentos vém sendo valorizados na

industria alimentar como ingredientes funcionais que podem oferecer beneficios a satde

devido as suas diversas propriedades bioativas, como antioxidante, hepatoprotetora, anti-

cancro e anti-inflamatoria. O sumo de beterraba, por exemplo, é rico em betalainas, e por

isso frequentemente utilizado como corante natural em alimentos e bebidas (Chhikara et
al., 2019; Mirmiran et al., 2020; Punia Bangar et al., 2022).
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1.5. Métodos de extracao de compostos bioativos

Como mencionado anteriormente, 0s produtos naturais e 0S seus extratos
representam fontes valiosas das mais variadas classes de compostos bioativos, conhecidos
por oferecerem diversos beneficios para a saude humana. Para que se aproveite o
potencial destes compostos, é necessario recorrer a processos de extracdo, separacao,
identificacdo e caracterizacdo atraves de técnicas adequadas. Geralmente, a aplicacdo
dessas técnicas depende de diversos parametros, como por exemplo a polaridade do
solvente e a natureza das moléculas a serem extraidas, temperatura, pressao, a matriz da
amostra e os objetivos da andlise, e a combinacdo de diferentes técnicas é necessaria
muitas vezes para obter uma melhor compreensdo dos compostos presentes e das suas
propriedades (Azmir et al., 2013; Joana Gil-Chavez et al., 2013).

A extracdo é a etapa inicial crucial neste processo, e a escolha do método ideal
influéncia significativamente as analises qualitativa e quantitativa de compostos a
analisar, podendo permitir o isolamento de compostos especificos presentes em amostras
complexas. Uma vez identificadas as metodologias de extracdo ideais, € possivel otimizar
diferentes parametros envolvidos a fim de aumentar a seletividade dos métodos analiticos,
elevar a concentracdo dos compostos de interesse, aumentar a sensibilidade de bioensaios,
transformar esses compostos a fim de serem melhor analisados e estabelecer métodos
robustos e reprodutiveis (Azmir et al., 2013; Ebrahimi et al., 2022; Sasidharan et al.,
2010; Wijngaard et al., 2012).

De entre as metodologias existentes, as mais convencionais incluem infuséo,
maceracdo, decoccdo, extracdes liquido-liquido e solido-liquido (e.x.: extracdo por
Soxhlet), e ainda sdo amplamente empregadas. Mas nas Ultimas décadas, métodos nédo
convencionais tém ganho atencdo, pois tém como objetivo aumentar a eficiéncia geral da
extracdo, aléem de oferecem diversas vantagens no que diz respeito a aspetos ecologicos
(tais como o uso de quantidades menores de solventes e solventes verdes). S&o exemplo
dessas técnicas inovadoras as extragdes assistidas por ultrassom e micro-ondas, digestéo
enzimatica e fluidos supercriticos (Azmir et al., 2013; Borjan et al., 2022; Joana Gil-
Chavez et al., 2013; Sasidharan et al., 2010)

Para a identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo dos compostos bioativos
presentes nos extratos, podem ser aplicadas diferentes técnicas como a Cromatografia
Liguida (HPLC) e Cromatografia Gasosa (GC), Espectrometria de Massa (MS),
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Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrofotometria, que
também podem ser combinados para que se obtenha resultados mais amplos e
informativos. Embora essas tecnologias modernas tenham facilitado a analise de
compostos bioativos, 0 sucesso delas permanece dependente da escolha do método de
extracdo, dos parametros de andlise e das caracteristicas especificas das moléculas alvo
(Joana Gil-Chéavez et al., 2013; Sasidharan et al., 2010).

1.6. Avaliacao de propriedades bioldgicas
1.6.1. Atividade antioxidante

Diversas etapas do metabolismo oxidativo tém o potencial natural de produzir
radicais livres altamente reativos, mas essas espécies também podem ser geradas a partir
de fatores externos, como a poluicéo, toxinas, metais pesados, radiacéo e tabagismo, entre
outros. Os radicais livres sdo definidos por moléculas organicas/inorganicas e &tomos que
conttm um ou mais eletrbes desemparelhados nas suas camadas eletronicas mais
externas, o que lhes confere alta instabilidade e reatividade. Estas moléculas reativas
representam uma ameaca significativa a saude celular, e podem danificar estruturas
celulares vitais como membranas, acidos nucléicos e enzimas, tendo como alvos
principais o oxigénio, acidos gordos poli-insaturados, fosfolipidios, colesterol e DNA,
por exemplo. Os principais radicais livres sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS),
como o anido superdxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H203) e radical hidroxilo (HO),
e espécies reativas de azoto (RNS - Reactive Nitrogen Species), que incluem o éxido
nitrico (NO"), nitrito (NO2") e peroxinitrito (ONOO") (Antolovich et al., 2002; Caliskan
e Caliskan, 2021; Vasconcelos et al., 2007).

Em situacGes onde existe um desequilibrio bioguimico entre os niveis de
antioxidantes e pro-oxidantes, com predominio do Ultimo, ocorre o denominado stresse
oxidativo, processo que estd associado ao desenvolvimento de doencas degenerativas,
incluindo cancro, aterosclerose, Parkinson e Alzheimer. Para combater o stresse
oxidativo, o corpo depende de agentes antioxidantes, que sdo moléculas capazes de
neutralizar o potencial destrutivo dos radicais livres e manter a integridade das estruturas
celulares, contribuindo para o bem-estar geral e a longevidade. O proprio organismo €
capaz de produzir alguns agentes antioxidantes, como as enzimas glutationa, superéxido

dismutase e catalase, constituindo assim um sistema natural de protecao contra os radicais
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livres. Entretanto, essa producéo nao € suficiente para neutralizar todos os radicais livres
produzidos pelo organismo, sendo assim necessario adquirir agentes oxidantes exdgenos,
através da dieta. Como por exemplo, muitos compostos bioativos derivados de plantas,
como algumas vitaminas, carotendides, acidos fenolicos, antocianinas e betalainas, séo
considerados excelentes agentes antioxidantes naturais, podendo ser aliados importantes
contra o stresse oxidativo e as suas consequéncias fisiolégicas (Caliskan e Caliskan, 2021;
Florin Danet, 2021; Fu et al., 2020).

Figura 14. Representacdo ilustrativa da neutralizacdo de radicais livres por um agente antioxidante. (Fonte:

Elaboracdo prépria através do programa Microsoft PowerPoint Versdo 2309).

Muitos métodos in vitro sdo utilizados para avaliar a atividade antioxidante de
compostos bioativos puros e de extratos, como por exemplo ensaio de DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil), ORAC (Capacidade de Absor¢cdo do Radical de Oxigénio),
TEAC/ABTS (Ensaio de Capacidade Antioxidante Equivalente a Trolox), poder redutor
e Folin Ciocalteu. Para além destes ensaios essencialmente quimicos, existem bioensaios
(e.x: TBARS e OxHLIA) que utilizam modelos celulares como substrato na avaliagéo da
oxidagéo, pois estes sdo capazes de replicar as condigdes reais do organismo, podendo
refletir em resultados mais representativos sobre os efeitos dos antioxidantes em
condicGes bioldgicas reais, e fornecer uma compreensdo mais abrangente sobre 0s seus
impactos fisioldgicos, tornando-os uma escolha preferivel em relagdo as metodologias

guimicas isoladas (Antolovich et al., 2002; Caliskan e Caliskan, 2021).
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1.6.1.1. Avaliacdo da peroxidacdo lipidica através de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

Uma das metodologias utilizadas para avaliar a peroxidacao lipidica é o ensaio
TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico), que se baseia na reacdo do
malondialdeido (MDA), uma das substancias aldeidicas formadas através da quebra de
acidos gordos insaturados apOs oxidacdo de um substrato lipidico, com o 4acido
tiobarbitarico (TBA). Quando o TBA reage com esses produtos, forma-se um complexo
de coloragdo rosa ([MDA-(TBA).]) (Figura 15). Esse complexo pode ser detetado
através de espectrofotometria, geralmente no intervalo de comprimento de onda entre a
cor rosa ou amarela, e madximo de absorcdo a 532 nm (Florin Danet, 2021; Ghani et al.,
2017).
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Figura 15. Reacdo do &cido tiobarbitirico com o malondialdeido. (Fonte: Elaboragdo prdpria através do

programa ChemSketch Freeware 14.0).

Quando héa a presenca de um agente antioxidante na amostra, ele tem a capacidade
de neutralizar os radicais livres e outros oxidantes, reduzindo assim a formacdo dos
produtos de oxidacdo lipidica. Como resultado, a quantidade de produtos aldeidicos
disponiveis para reagir com o acido tiobarbiturico é reduzida. Isso leva a uma diminuicéo
na intensidade da cor do complexo ([MDA-(TBA)2], que se pode manifestar como uma
mudanca de cor-de-rosa para amarelo (Antolovich et al., 2002; Florin Danet, 2021; Ghani
etal., 2017).

24



1.6.1.2. Ensaio de Inibicdo da Hemolise Oxidativa (OXHLIA)

Outro bioensaio utilizado na avaliacdo de atividade antioxidante € o ensaio de
inibicdo da hemolise oxidativa (OxHLIA). Este consiste na analise da capacidade dos
agentes antioxidantes de inibirem os danos causados na membrana de eritrocitos ovinos,
induzidos por radicais livres. Esses danos sdo provocados pelos radicais peroxil gerados
a partir da decomposicdo térmica do dicloridrato de AAPH (2,2’-azobis (2-
metilpropionamida) di-hidrocloreto), que atacam as biomembranas dos eritrocitos,
eventualmente causando hemolise (Lockowandt et al., 2019; Prieto e Vazquez, 2014;
Takebayashi et al., 2010).

1.6.2. Atividade antimicrobiana

Os microrganismos estdo presentes em todo o lado, e algumas espécies de fungos e
bactérias até compdem a microbiota do ser humano, desempenhando papéis vitais para a
salde. Entretanto, algumas espécies sdo consideradas patogénicas, podendo representar
grandes problemas de salde publica. Por estarem disponiveis naturalmente no ambiente,
podem chegar facilmente aos alimentos durante a colheita, abate de animais,
processamento e embalagem. Bactérias, leveduras e bolores sdo os tipos comuns de
microrganismos responsaveis pela deterioragdo de um nimero consideravel de alimentos
e produtos alimentares, resultando em desperdicio de alimentos, mesmo nos paises
desenvolvidos. Para além disso, o consumo de produtos alimentares contaminados
representa um grande risco para a seguranca alimentar, uma vez que alguns desses
microrganismos podem causar doencgas, como intoxicacoes alimentares. S&o exemplos as
bactérias Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus, e fungos do género Aspergillus, conhecidos pela producéo de toxinas chamadas
aflatoxinas (Amerikova et al., 2019; Khameneh et al., 2019; Ozogul et al., 2018).

Atualmente, a resisténcia aos agentes antimicrobianos (antibioticos e antifingicos)
tém sido os maiores desafios que ameacam a salde, pois os tornam menos eficazes ou
ineficazes contra as infecfes. Por exemplo, as infecOes por bactérias resistentes a
antibioticos foram responsaveis por milhdes de mortes no mundo em 2019 (WHO, 2022).
Por esse motivo, varias estratégias tém sido sugeridas para superar a resisténcia aos
agentes antimicrobianos. Uma delas envolve o uso dos compostos bioativos naturais

(principalmente fenolicos), que pode criar oportunidades para diferentes aplicagdes e
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abordagens inovadoras (Nguyen e Bhattacharya, 2022; Yan et al., 2021; Yuan et al.,
2021). Esses agentes podem atuar sozinhos ou em combinagdo com antibidticos e
antifungicos existentes, com o objetivo de aumentar os seus potenciais. A acao
antimicrobiana geralmente ocorre por mecanismos que incluem a interferéncia na
biossintese de proteinas e parede celular, destruicdo da membrana celular e inibigcdo de

vias metabolicas (Amerikova et al., 2019; Khameneh et al., 2019; Ozogul et al., 2018).
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2. OBIJETIVO

A beterraba e a acelga desempenham um papel significativo na nutricdo humana. A
investigacdo das propriedades bioquimicas pode fornecer dados que contribuam para a
promocdo de dietas mais saudaveis e diversificadas, escolhas alimentares mais
informadas, bem como para o desenvolvimento de alimentos enriquecidos e suplementos

nutricionais.

O presente trabalho tem como OBJETIVO GERAL avaliar a composi¢do proximal,
quimica e bioativa de folhas e raizes de cultivares de beterraba, bem como as folhas de

acelga suica, ambas pertencentes a espécie Beta vulgaris L.

Para alcancar o objetivo geral do trabalho, foram delineados os seguintes objetivos

especificos:

e Determinar a composicao proximal (lipidos, proteinas, cinzas, hidratos de carbono
e energia);

e Auvaliar composicdo quimica (&cidos gordos, agucares livres, acidos organicos,
tocoferois, compostos fendlicos e betalainas);

e Avaliar as propriedades bioativas (atividade antioxidante, citotoxica e

antimicrobiana) de extratos hidroetanolicos obtidos através de maceracao.
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3. METODOLOGIA
3.1. PadrGes e reagentes

Foram utilizados os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo
99,8% de grau adequado para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC —sigla do
inglés para High Performance Liquid Chromatography), obtidos da Lab-Scan (Lisboa,
Portugal). O etanol 99,8%, metanol 99,9%, hexano, éter de petroleo, acido sulfarico e
acido cloridrico de grau analitico foram adquiridos da Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, Estados Unidos da América (EUA)). O cloroférmio, 2,2°-
azobis (2-metilpropionamida) di-hidrocloreto (AAPH — sigla do inglés para 2,2'- azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride), acido tricloroacético (TCA —sigla do inglés,
para trichloroacetic acid), tris e os padrdes de &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico trolox), agucares (>98% pureza HPLC), acidos organicos (>99% pureza
HPLC), e a mistura de ésteres metilicos de acidos gordos (FAMESs) (padrdo 47885-U)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, Missouri, EUA). Os padrbes de
tocoferdis (>98% pureza HPLC), tocol (50 mg/mL, 98% pureza HPLC), foram adquiridos
na Matreya (Pleasant Gap, Pensilvania, EUA), os padrfes de compostos fendlicos e
betalainas foram adquiridos da Extrasynthése (S.A., Genay, Franca) e Polyphenols
Laboratories AS (Sandnes, Noruega), respetivamente. Na andlise de fibras, as enzimas a-
amilase, protease e amiloglucosidade, e o reagente Celatom® foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich Co (St. Louis, Missouri, EUA).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, as bactérias contaminantes de
alimentos, os fungos e os controlos positivos sdo provenientes da Frilabo (Porto,
Portugal). O agar Mueller-Hinton e 4gar malte foram obtidos do Instituto de Imunologia
e Virology, Torlak (Belgrado, Sérvia). Dimetilsulféxido (DMSO - sigla do inglés para
Dimethyl sulfoxide) foi adquirido na Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). O corante
cloreto de p-iodonitrotetrazolio (INT) foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona,
Espanha). Outros reagentes e solventes de grau analitico foram adquiridos de fontes

comuns.

O tratamento da &gua foi realizado usando um sistema de purificacdo de dgua Milli-
Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, Carolina do Sul, EUA).
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3.2. Amostragem

As folhas e as respetivas raizes de trés cultivares de beterraba (B. vulgaris subsp.
vulgaris cv. Albina Vereduna, B. vulgaris subsp. vulgaris cv. Burpee’s golden ¢ B.
vulgaris subsp. vulgaris cv. Pablo F1) e folhas de uma variedade de acelga suica (“acelga
ruibarbo”; B. vulgaris subsp. cicla var. flavescens), provenientes da Grécia, foram
cultivadas numa mistura de turfa e perlita (1:1; v/v) com fertirrigacdo de solugéo nutritiva
para (200 ppm de N-P-K; trés aplicacdes de 300 mL), e colhidas em Maio de 2022. Apds
a colheita, as folhas e as raizes foram pesadas, liofilizadas (FreeZone 4.5, Labconco, MO,

USA), trituradas e armazenadas ao abrigo da luz até posterior analise.

3.3. Preparacdo dos extratos hidroetanolicos

As amostras liofilizadas foram utilizadas para preparar extratos hidroetanélicos
por macera¢do, mediante a adi¢cdo de 90 mL de solugdo etanol:agua (80:20, v/v) a 3 g de
cada amostra. As misturas foram agitadas magneticamente durante 1 hora a temperatura
ambiente e, posteriormente, filtradas através de filtro de papel Whatman n°. 4. Os
residuos foram extraidos mais uma vez, nas mesmas condicdes, e posteriormente o etanol
foi evaporado a 40°C sob pressao reduzida. As fases aquosas obtidas foram congeladas e
liofilizadas para obtencdo de extratos secos utilizados para realizar a avaliagcdo das

propriedades bioldgicas e composicdo de compostos fendlicos.

3.4. Composicdo proximal

A composicdo proximal das amostras foi avaliada de acordo com os Métodos
Oficiais de Andlise da Associacdo Oficial de Quimicos Analistas (AOAC —siglado inglés
para Association of Official Analytical Chemists) (AOAC, 2016), que permitem a
determinacdo dos teores de proteinas, lipidos, cinzas, fibras alimentares, hicratos de
carbono e energia total. A proteina bruta foi estimada pelo método macro-Kjeldahl (N x
6,25), através de uma unidade automatica de destilagdo e titulagdo (modelo Pro-Nitro-A,
JP Selecta, Barcelona). A extracdo da gordura bruta foi realizada em extrator Soxhlet,
com eter de petréleo durante 7 horas. O teor de cinzas foi determinado por incineragéo a
550 £ 10 °C em mufla.
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A Fibra Dietética Total (FDT) foi determinada pelo método enzimatico-
gravimétrico (Kit TDF-100A; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), realizado em
quadruplicado. Resumidamente, o procedimento consistiu na digestdo enzimatica do
amido e da proteina presentes nas amostras (4 X 250 mg) pela acdo das enzimas a-amilase
(estavel ao calor), protease e amiloglucosidase, seguido da precipitacdo da fibra alimentar
soltvel com solugdo de etanol a 95%. Os residuos obtidos foram filtrados e lavados com
solucBes de etanol (78% e 95%) e acetona. Apos a secagem, os residuos foram pesados e
metade das amostras foi analisada quanto ao teor em proteina, pelo método macro-
Kjeldahl, e a outra metade foi incinerada em mufla. A fibra alimentar total foi calculada

pela seguinte formula e expressa em percentual (%):

Fibras Dietéticas Totais = ((reiduos - proteinas - cinzas) / 250 mg) x 100
Os hidratos de Carbono Totais foram calculados por diferenca:
Hidratos de Carbono Totais (g/100 g de massa seca (ms)) =
100 — (gorduras + cinzas + proteinas + FDT)
O Valor Energético Total foi calculado de acordo com a equacéo:
Energia (kcal/100 gms) = 4 X (proteinas + hidratos de carbono) +

9 x (gorduras) +2 X (FDT)

3.5. Determinacéo de compostos hidrofilicos
3.5.1. Acucares livres

Para a extracdo dos acucares livres, foram adicionados 40 mL de solucdo
etanol:agua (80:20) e 1 mL de Padrdo Interno (IS, melezitose, 25 mg/mL) a 1 g das
amostras liofilizadas e, em seguida, procedeu-se a extracdo em banho-maria a 80 °C
durante 1 hora e 30 minutos, conforme a metodologia descrita por Spréa et al. (2020).
Em seguida, procedeu-se a filtragdo e evaporacdo do etanol e o sobrenadante obtido foi
lavado trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico (deslipidificacdo da fase aquosa).
Ap0s concentragdo a 40 °C, o residuo solido foi redissolvido em &gua destilada para um

volume final de 5 mL. Apos filtragdo com filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para
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vials procedeu-se a andlise no sistema HPLC (Knauer, sistema Smartline) equipado com
um detetor de indice de refracdo (RI) (Knauer Smartline 2300) e uma coluna Eurospher
100-5 NH2 (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer), a 35 °C. A fase mdvel utilizada foi
acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo
dos acucares foi realizada pelo método do Padrdo Interno (IS) e pela comparagédo
cromatografica com padrdes comerciais. Os resultados foram obtidos mediante o
software Clarity (Data Apex, Praga, Republica Tcheca) e expressos em g por 100 g de

ms.

3.5.2. Acidos organicos

Para avaliacdo dos &cidos organicos, 1,0 g de cada amostra foi extraida com 25
mL de acido metafosforico durante 25 minutos com agitacdo magnética a temperatura
ambiente, e posteriormente filtradas através papel de filtro Whatman n°. 4, seguindo o
procedimento previamente descrito e otimizado pelos autores (Barros et al., 2013). As
solugdes foram entdo filtradas atraves de filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para vials.
Os éacidos organicos foram analisados utilizando um sistema de Cromatografia Liquida
Ultrarrapida equipado com coluna de fase reversa C18 SphereClone (Phenomenex, 5 pm,
250 x 4,6 mm), termostatizado a 35 °C e acoplado a um detetor de diodos (UFLC-DAD;
Shimadzu Coperation, Kyoto, Japdo). A eluicdo foi realizada com solucdo de &cido
sulfurico 3,6 mM, utilizando um caudal de 0,8 mL/min. A detecao foi realizada utilizando
um comprimento de onda de 215 nm. Os &cidos organicos identificados foram
quantificados por comparacdo da area dos picos com as curvas de calibracdo obtidas a
partir de padrdes comerciais de cada composto. Os resultados foram expressos em g por
100 g de ms.

3.5.3. Betalainas

Cada amostra liofilizada (500 mg) foi extraida com 5 mL de solucdo etanol:agua
(50:50, v/v) acidificada com 1,5% de acido citrico, sob agitacdo magnética constante a
50 °C por 40 min. As misturas foram filtradas através de filtros de papel Whatman n°®. 4,
e os residuos extraidos mais uma vez, nas mesmas condicdes, seguindo o procedimento

descrito por Lazar et al. (2021), com algumas modificacfes. Posteriormente, o etanol foi
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evaporado a 40 °C, e as fases aquosas obtidas foram perfeitas até um volume final de 5
mL e finalmente filtradas com filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para serem
analisadas cromatograficamente utilizando um Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) acoplado a um DAD.

A separa¢do cromatografica foi realizada mediante uma coluna Waters Spherisorb
S3 ODS-2 C18 (3 um, 4,6 mm 150 mm; Waters, Milford, MA, EUA), termostatada a
35 °C. Os solventes utilizados foram: (A) acido trifluoroacético (TFA) 0,1% em agua,
(B) acetonitrilo, ¢ o volume de injegdo da amostra foi de 50 puL. O gradiente de elui¢do
aplicado foi: 100% A por 15 min, 100 a 90% B por 5 min, 85% B por 5 min, 85 a 82% B
por 5 min, 50% B por 7 min, e de 50 a 100% B por 13 min, usando um fluxo de 0,5
mL/min. A detecdo de MS foi realizada através de espectrometro de massa lon Trap
Linear LTQ XL (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA), com uma fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI). O sistema operou com tensédo de pulverizacéo de 4,8 V
a 325 °C e com tensdo capilar de 39 V. A energia de coliséo utilizada foi de 35 (unidades
arbitrarias), e os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa Xcalibur®
(Thermo Fisher Scientific, San José, California, EUA).

Para a identificacdo, os extratos de betalainas de cada amostra foram medidos na
faixa espectral de absorvancias méximas de betaxantinas e betacianinas, a A = 480 nm e
A = 530 nm, respetivamente, e caracterizados de acordo com os espectros de UV e de
Massas, e 0s tempos de retencdo. Para o resultado quantitativo, uma curva de calibracao
foi obtida apds leitura da absorbancia de concentracGes conhecidas de compostos, e 0s
compostos quantificados utilizando o sinal UV-Vis e absorbancia maxima dos padrdes
comerciais e, quando ndo disponiveis, mediante compostos similares. Os resultados

foram expressos em mg por g de ms.

3.5.4. Compostos fenolicos

Os extratos foram submetidos a andlise cromatografica de acordo com o
procedimento descrito pelos autores Bessada et al. (2016), em HPLC Dionex Ultimate
3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando um sistema composto
por bomba quaternéria e dupla detegdo on-line: detetor de diodos (DAD), usando o / de
280 nm (derivados dos acido hidroxibenzoico), 330 nm (derivados dos acido

hidroxicinamico) e 370 nm (flavonoides), e um detetor de espectrometria de massas (MS).
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Para a separacdo utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 um, 150 x
4,6 mm, Watersm Milford, MA, USA), operando a 35 °C. A fase movel foi 0,1% de &cido
férmico em agua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de eluicdo foi de 15% B (5 min), 15%
B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min), e a
coluna foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo de 0,5 mL/min.

A detecdo MS foi realizada por um espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ
XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), com uma fonte de ionizagdo electrospray
ESI. O azoto foi utilizado como géas de nebulizacdo a 50 psi. O sistema operou com uma
voltagem de spray a 5 kV a 325 °C com tens&o capilar de -20 V. Foi mantida a voltagem
de -66 V no tubo lens offset. Os espectros foram gravados em modo id0 negativo entre
100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias), e 0s
resultados foram recolhidos e analisados por intermédio no programa Xcalibur®
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA). Identificaram-se os compostos fendlicos através
de comparagdes dos tempos de retencéo, espectros de massa e de UV-Vis com os obtidos
pelos padrbes quando disponiveis, e/ou comparando com a informacdo disponivel na
literatura. Realizou-se a andlise quantitativa de acordo com as retas de calibracdo (acido
cafeico (y = 90492x -29265; R? = 0,9998), 4cido ferulico (y = 85718x + 68543; R? =
0,9969), acido p-cumarico (y = 76029x + 102258; R? = 0,9852), acido sinapico (y =
65114x + 21123; R?=0,9969), quercetina-3-O-glicosideo (y = 28555x + 3032,3; R?=
0,9996) e apigenina-7-glicosideo (y = 30262x — 32276; R?>= 0,9981)), usando como base
o sinal UV-Vis dos padrdes comerciais no seu A maximo e, quando nao disponiveis, a
partir de outros compostos com o mesmo grupo fendlico. Os resultados foram expressos

em mg por g de extrato.

3.6. Determinacdo de compostos lipofilicos
3.6.1. Acidos gordos

Os Esteres Metilicos de Acidos Gordos (FAMES) foram determinados a partir da
fracdo lipidica previamente obtida na extracdo por Soxhlet. A porcdo lipidica de cada
amostra foi derivatizada mediante a reacdo de transesterificagdo, conforme metodologia
previamente descrita por Obodai et al. (2017). O procedimento consistiu em adicionar 5
mL de solugdo de metanol:acido sulfurico:tolueno (2:1:1, v/v/v) e incubou durante 12
horas a 50 °C e 160 rpm. Apds a incubagdo, 3 mL de &gua destilada e 3 mL de éter

dietilico foram adicionados a cada amostra e agitados vigorosamente usando um vortex.
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A fase organica contendo os FAMEs foi removida, desidratada com sulfato de sodio

anidro e filtrada com filtros de nylon 0,2 um (Millipore) para analise cromatografica.

O perfil de acidos gordos foi determinado por Cromatografia Gasosa (GC) com
Detecéo de lonizagdo de Chama (FID), utilizando um instrumento YOUNG IN Chromass
6500 GC System equipado com injetor split/splitless a 250°C e injegéo split a 1:80, FID
a 260°C e coluna Zebron-Fame (20 m x 0,18 mm x 0,15 um df). A programacao de
temperatura do forno obedeceu a seguinte configuracdo: a temperatura inicial da coluna
foi de 80 °C, durante 1,5 min; em seguida, a temperatura foi aumentada a 40°C/min até
160°C, 5°C/min até 185°C, 30°C/min até 260°C durante 4 min. O hidrogénio (gas
transportador) tinha um fluxo de 0,6 mL/min (0,61 bar), medido a 250°C. Para cada
analise foi injetado 1 pL da amostra. A identificacdo e quantificagdo foram realizadas
comparando os tempos de retencdo relativos dos picos de FAMEs das amostras com
padrdes e os resultados foram registados e processados usando o software Clarity 4.0.1.7
(DataApex, Praga, Republica Tcheca) e expressos em percentagem relativa de cada acido
gordo.

3.6.2. Tocoferois

Os tocoferdis foram determinados seguindo o procedimento previamente descrito
por Spréa et al. (2020). Antes da extracdo, foram adicionados a 500 mg de cada amostra
liofilizada, 100 pL de solucdo de hidroxitolueno butilado (BHT) em hexano (10 mg/mL)
e 400 pL do Padrao Interno (IS) (tocol em hexano, 50 pg/mL). Em seguida, foram
adicionados 4 mL de metanol e homogeneizados em vortex por 1 min. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de hexano e homogeneizados novamente em vortex (1 min). Por fim,
foram adicionados 2 mL de solucdo aquosa saturada de NaCl, homogeneizados no vortex
(1 min), centrifugados por 5 minutos a 4000 rpm (centrifuga refrigerada Multifuge X1R,
Thermo Fisher Scientific) e o sobrenadante cuidadosamente transferido para um frasco
ambar. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com hexano e desidratada com sulfato
de sddio anidro. O extrato foi seco usando uma corrente de nitrogénio. Foi posteriormente
redissolvido em 2 mL de hexano, filtrado com filtros de nylon de 0,2 um (Millipore) para
frascos &mbar e analisado por HPLC.

Para a analise cromatografica foi utilizado um sistema integrado de bomba

quaternaria (Knauer, sistema Smartline 1000 system), um desgaseificador (Smartline
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5000), um amostrador automatico (AS-2057 2500) e um detetor de fluorescéncia (FL;
Jasco) programado para excitagdo a 290 nm e emissao em 330 nm foram utilizados. A
separacao dos compostos foi realizada utilizando uma coluna de fase normal de poliamida
IT (5 pum, 250 x 4,6 mm, WMC Waters, Japao), operando a 30 ° C (forno 7971 R Grace).
A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo (70:30, v/v) com fluxo

de 1 mL/min.

Os dados foram analisados utilizando o software Clarity 2.4 (DataApex, Praga,
Republica Checa). A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia
utilizando o método PI e por comparacdo cromatografica com padrdes. Os resultados

foram expressos em mg por 100 g de ms.

3.7. Propriedades bioldgicas
3.7.1. Avaliacao da atividade antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante foi realizada in vitro nos extratos
hidroetanolicos previamente preparados e foram realizados dois ensaios celulares:
inibicio da peroxidacdo lipidica (TBARS — Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico) e potencial anti-hemolitico (OXHLIA — Ensaio de Inibicdo da Hemolise
Oxidativa).

3.7.1.1. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

Neste ensaio, 0s extratos hidroetanolicos de cada amostra foram redissolvidos em
etanol/agua (80:20, v/v) e submetidos a dilui¢des de 80 mg/mL a 0,078 mg/mL. Tecido
cerebral de porco (Sus scrofa) foi utilizado como substrato, conforme descrito
anteriormente pelos autores (Sarmento et al., 2015). O tecido cerebral foi homogeneizado
em solucao tampéo Tris-HCI (20 mM e pH 7,4) para obter uma fracdo homogeneizada de
cérebro 1:2 (m/v) apds centrifugacdo a 4000 rpm (Multifuge X1R, Thermo Fisher
Scientific) durante 10 min. As dilui¢bes preparadas (200 pL), foram adicionados 100 pL
do sobrenadante, 100 uL de FeSO4 (10 mM) e 100 uL de acido ascorbico (0,1 mM).
Apbs incubacgéo a 37°C durante 1 hora, a reacédo foi interrompida pela adicdo de 500 pL
de &cido tricloroacético (28%, p/v), seguido de &cido tiobarbitarico (TBA, 2%, p/v, 380

pL). A mistura foi entdo aquecida a 80°C durante 20 minutos e centrifugada a 3000 rpm
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durante 10 minutos para remover o0 precipitado proteico. A intensidade da cor do
complexo malondialdeido-acido tiobarbiturico ([MDA-(TBA)2]) no sobrenadante foi
medida a 532 nm, e a inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi calculada de acordo com a

equacao:
Inibicdo da peroxidagdo lipidica (%) = [(A— B)/A] x 100

onde A é a absorbancia do controlo e B € a absorbancia da amostra. Os resultados foram
expressos em valores de ECso (mg/mL), que representa a concentragdo de extrato

necessaria para prevenir 50% da peroxidacéo lipidica.

3.7.1.2. Ensaio de Inibicdo da Hemolise Oxidativa (OxHLIA)

O potencial anti-hemolitico dos extratos hidroetandlicos foi avaliado através do
ensaio OxHLIA, conforme metodologia descrita por Lockowandt et al. (2019). Para a
realizacdo deste ensaio celular, foi efetuada uma colheita de sangue de ovelha do qual
foram obtidos apenas os eritrocitos por centrifugacdo (Multifuge X1R, Thermo Fisher
Scientific) a 2900 rpm, durante 5 min a 10 °C. Apds eliminacdo do sobrenadante, a
amostra centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida de trés
lavagens com tampéo fosfato-salino (PBS; pH 7,4), procedendo-se a centrifugacdo e
remocdo do sobrenadante a cada lavagem. Em seguida preparou-se uma solucdo de
eritrocitos a 2,8% (v/v) tendo como diluente o PBS. Posteriormente, 200 pL da solu¢édo
de eritrocitos foram adicionados a 400 uL de PBS (controlo), bem como as diferentes
concentragdes de extrato dissolvido em PBS (20 a 0,625 mg/mL). A solucéo de eritrocitos
também foi adicionada a &gua (para promover hemodlise completa), atuando como
controlo negativo.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, que foram incubadas a
37°C durante 10 min com agitacdo. Apos o periodo de incubagéo, foram adicionados 200
uL de 2,2°-azobis (2-metilpropionamida) di-hidrocloreto (AAPH, 160 mM) e a densidade
otica foi medida a 690 nm. As microplacas foram ent&o incubadas nas mesmas condi¢des
até completa hemolise, com medigdes a cada 10 minutos. Trolox (3,91-125 pg/mL) foi
utilizado como controlo positivo, e os resultados foram expressos como valores de ECso
para At de 60 minutos (concentragéo de extrato necessaria para manter 50% da populacao

eritrocitaria intacta no tempo mencionado, pg/mL).
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3.7.2. Citotoxicidade

Preparou-se uma cultura de células primarias a partir de figado fresco de porco,
obtido num matadouro local, designada por PLP2. O procedimento foi descrito
anteriormente pelo grupo de investigacdo em que se insere este trabalho (Abreu et al.,
2011). Os tecidos foram lavados em solugéo salina de Hank contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina e dividido em explantes de 1x1 mm?3. Os
explantes foram colocados em caixas de cultura com meio DMEM suplementado com
SFB (Soro Bovino Fetal; 10%), 2 mM de aminoacidos nao essenciais, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, e colocou-se na incubadora. O meio de cultura
foi trocado a cada 2 dias, monitorizando-se utilizando um microscépio de invertido (Icon
Eclipse Ts 100). As células foram transferidas para uma placa de 96 pocos com uma
densidade de 1x10* células/pogo, e cultivadas em meio DMEM com 10% de SFB, 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células foram tratadas com
diferentes concentragdes de amostra e efetuou-se o ensaio da SRB (Sulforrodamina B)
como descrito ao pormenor pelos autores. Utilizou-se elipticina como padrdo. Os
resultados foram expressos em valores de Glso (concentragdo responsavel por 50% de

inibicdo de crescimento celular).

3.7.3. Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos extratos obtidos por maceragédo foi determinada
pelo método colorimétrico rapido por microdiluicdo e utilizando o corante cloreto de p-
iodonitrotetrazdlio (INT), descrito por Pires et al. (2018). Foram avaliadas 3 bactérias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes, e 5
bactérias Gram-negativas: Escherichia coli, Salmonella enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa, Yersinia enterocolitica e Enterobacter cloacae, todas isoladas de alimentos.

As amostras foram primeiramente dissolvidas em 5% (v/v) de dimetilsulféxido
(DMSO) e 95% de agua destilada autoclavada até uma concentracéo final de 20 mg/mL.
Em seguida, 100 puL desta concentragdo foram adicionados em duplicado ao primeiro
pogo de uma placa de microtitulagdo de 96 pogos. 90 uL. de caldo triptona de soja (TSB)
tambeém foram adicionados a todos 0s pocos e as amostras foram diluidas em série para
obter concentragdes de 10 a 0,03125 mg/mL. Em seguida, 10 puL de indculo (normalizado
para 1,5 x 10° unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) foram adicionadas a todos os

poGos, para garantir a presenca de 1,5 x 10° UFC.
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Foram preparados dois controlos negativos, um com TSB e outro com o extrato,
e dois controlos positivos, um com TSB e cada indculo e outro controlo com meio,
antibidtico e bactéria, respetivamente. Ampicilina e estreptomicina foram utilizadas para
todas as bactérias analisadas e meticilina foi utilizada para o Staphylococcus aureus. As
microplacas foram incubadas durante 24 horas a 37°C. A concentra¢do minima inibitoria
(CMI) das amostras foi determinada apos adigdo de 40 puL de INT (0,2 mg/mL) e
incubacédo a 37 °C durante 30 min. A CMI é definida como a concentracdo minima que
inibe o crescimento bacteriano visivel e é identificada quando a cor muda de amarelo para
rosa quando 0s microrganismos sdo viaveis.

Para determinar a concentracdo minima bactericida (CMB), 10 pL de liquido de
cada poco que ndo apresentou alteracdo de cor foram plaqueados em &gar sangue solido
(7% sangue de ovelha) e incubados a 37°C durante 24 horas. A menor concentracdo que
ndo produziu crescimento determina o CMB, que é definido como a menor concentracao
necessaria para eliminar as bactérias.

A atividade antifangica foi avaliada usando o método descrito por Heleno et al.
(2013), e os fungos utilizados foram Aspergillus fumigatus e Aspergillus brasiliensis. Os
fungos macroscopicos foram cultivados em agar extrato de malte e armazenados a 4°C,
depois foram transferidos para meio fresco e incubados a 25°C durante 12 horas. Para
determinar a atividade antifingica, os esporos dos fungos foram lavados da superficie das
placas de agar com solucdo salina estéril a 0,85% contendo Tween 80 a 0,1% (v/v). Uma
suspensdo de esporos foi preparada com solucdo salina estéril até uma concentracéo de
aproximadamente 1,0 x 10° em um volume final de 100 uL por poco. As amostras foram
dissolvidas em DMSO a 5% (v/v) e &gua destilada autoclavada a 95% até uma
concentragdo final de 10 mg/mL. Posteriormente, 90 pL desta concentracdo foram
adicionados ao primeiro poco (microplaca de 96 po¢os) em duplicado com 100 puL de 100
puL de Caldo Extrato de Malte (MEB). Nos pocos restantes foram adicionados 90 pL. de
MEB, e as amostras diluidas em série (10 a 0,03125 mg/mL).

As determinaces da concentracdo minima inibitoria (CMI) foram realizadas
utilizando a técnica de diluicdo em série utilizando uma microplaca de 96 pocos. As
concentragfes mais baixas sem crescimento visivel (observadas com microscépio
binocular) foram definidas como CMIs. Uma concentragdo minima fungicida (CMF) foi
determinada por subcultivo de 2 pL dos compostos testados dissolvidos em meio de
cultura e incubados durante 72 horas em microplacas, contendo 100 uL. de MEB por poco.

Ap0ds esta etapa, as microplacas foram incubadas durante mais 72 horas a 26°C. A menor
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concentracdo sem crescimento visivel foi definida como CMFs, indicando uma redugéo
de 99,5% do indculo original. O fungicida comercial cetoconazol (Frilabo, Porto,

Portugal) foi utilizado como controlo positivo.

3.8. Andlise estatistica

O desenho experimental foi realizado com 4 variedades de B. vulgaris L., sendo
as amostras de folhas e raizes de B. vulgaris cv. Albina Vereduna, B. vulgaris cv.
Burpee’s Golden e B. vulgarias cv. Pablo F1, e folhas de acelga (B. vulgaris subsp. cicla

var. flavescens).

Todas as anélises foram realizadas em triplicado e os resultados foram apresentados
como média + desvio padrdo (DP) (exceto atividade antimicrobiana). A média e o desvio
padrdo foram determinados a partir dos dados processados e obtidos no Microsoft Excel.
Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS Statistics (IBM SPSS
Statistics for Windows, Versdo 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.). Os resultados foram
analisados mediante analise de variancia (ANOVA) unidirecional seguida de teste de

diferenca honestamente significativa (HSD) de Tukey, com a = 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composic¢do proximal

Os resultados apresentados na Tabela 1 evidenciam a composic¢do proximal das
amostras de folhas e raizes das trés variedades de beterraba e da variedade de acelga suica
estudadas, determinada pelo conteudo em lipidos, proteinas, cinzas, fibras, hidratos de

carbono e valor energético.

Nas raizes, os hidratos de carbono foram o0s principais macronutrientes
encontrados (68,3 a 70,6 g/100 g ms), seguidos pelas fibras dietéticas (19,5 a 20,9 %),
proteinas (5,46 a 7,32 g/100 g ms), cinzas (2,35 a 4,0 g/100 g ms) e, por fim, os lipidos,
foram os macronutrientes encontrados em menores quantidades (0,48 a 1,12 g/100 g ms).
Entre todas as amostras estudadas, as raizes apresentaram valores energéticos elevados
(347,0 a 354,4 Kcal/100 g ms). Este resultado estd intimamente relacionado com os teores
elevados em hidratos de carbono, que foram mais elevados do que nas respetivas folhas
e na acelga suica. A raiz da variedade Pablo F1 (vermelha) destacou-se pelo seu elevado
teor em proteinas e fibras dietéticas (7,32 g/100 g ms e 4,0 %, respetivamente), e baixos
teores em hidratos de carbono e gorduras (68.3 e 19,9 g/100 g ms, respetivamente), tendo

assim menor valor energético.

Lucky et al. (2020),avaliaram a composic¢do proximal do pé da beterraba a ser
aplicado na producdo de bolos, e os resultados obtidos foram semelhantes ao do presente
estudo relativamente ao teor em cinzas (3,57 g/100 g ms), lipidos (1,58 g/100 g ms) e
proteinas (13,01 g/100 g ms), embora tenha apresentado maior teor de fibras dietéticas
totais (55,18 %). Kohajdova et al. (2018) também analisaram a composi¢do em cinzas,
proteinas e fibras dietéticas totais do po de raizes de uma variedade de beterraba vermelha
(B. vulgaris cv. Betina) a ser introduzido em produtos de panificacdo. Os resultados
obtidos demonstraram que a variedade de beterraba apresentou teores de proteinas (10,71
g/100 g ms) e cinzas (4,12 g/100 g ms) semelhantes aos das variedades abordadas no

presente estudo. Entretanto, o seu conteido em fibras também foi superior (65,71 %).

Ja nas folhas de beterraba, de maneira geral, as fibras foram os macronutrientes
que sobressairam (33,9 a 37,3 %), exceto na variedade branca (cv. Albina Vereduna),
cujo teor de hidratos de carbono foi superior em comparagdo com as restantes (25,5 a
37,18 g/100 g ms). Em seguida, os macronutriente encontrados em maior quantidade nas

folhas de beterraba foram as cinzas (13,46 a 20,99 ¢g/100 g ms), as proteinas (11,84 a
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12,23 g/100 g ms) e, por fim, os lipidos (3,28 a 4,01 g/100 g ms). Comparativamente as
restantes amostras de folhas, a acelga suica apresentou o teor hidratos de carbono mais
elevado (42,9 g/100 g ms), seguido pelo menor teor em fibras dietéticas (33,1 g/100 g
ms), cinzas (11,91 g/100 g ms), proteinas (9,94 g/100 g ms) e lipidos (2,18 g/100 g ms),
apresentando consequentemente maior valor energético (297,1 Kcal/100 g ms) do que as
folhas de beterrabas (261,5 a 294,24 Kcal/100 g ms). Estes resultados sugerem que,
embora o consumo das folhas de beterraba ndo seja tdo popularizado quanto o da acelga
suica, podem ser uma opc¢do a ter em atencdo e serem mais valorizadas devido a suas

excelentes propriedades nutricionais.

Zeinab et al. (2021), avaliaram a composi¢do proximal do p6 preparado a partir
de folhas de beterraba secas a serem incorporados em cookies, e encontraram resultados
semelhantes ao presente estudo relativamente ao teor de fibras (35,99 %), hidratos de
carbono (46,43 g/100 g ms), lipidos (2,23 g/100 g ms), cinzas (22,29 g/100 g ms) e energia
(302,90 Kcal/100g ms), tendo-se superado apenas no teor de proteinas (24,27 g/100 g
ms). Abdi et al. (2022) também estudaram, entre outros parametros, a composicao
proximal, de folhas de acelga suica proveniente de produtores locais no oeste da Etidpia,
e encontraram valores semelhantes de hidratos de carbono (44,95 g/100 g ms), lipidos
(1,75 g/100 g ms), energia (316,41 Kcal/100g ms). Entretanto, nesse estudo, a acelga
suica apresentou menores teores de cinzas (2,66 g/100 g ms) e fibras dietéticas totais

(11,49 %), e maior contetdo em proteinas (30,19 g/100 g ms).

4.2. Composicao Quimica Relativa aos Compostos Hidrofilicos
4.2.1. Acucares livres

Os acucares livres também foram analisados e os resultados estdo apresentados na
Tabela 1. Entre todas as amostras, as raizes destacaram-se pelos elevados teores em
acucares, tendo sido identificados apenas dois: maioritariamente a sacarose (33,94 a 40,79
0/100g ms), e a trealose (0,38 a 0,70 ¢g/100g ms). A cv. Pablo F1 foi a amostra que
apresentou maior teor em agucares (41,5 g/100g ms). Ja nas folhas, além da sacarose (3,24
a 6,21 g/100g ms) e trealose (0,41 a 0,82 g/100g ms), também foram identificadas a
glucose (2,24 a 5,65 g/100g ms) e a frutose (0,45 a 2,8 g/100g ms), sendo a sacarose e a

glucose os aglcares mais abundantes.
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Wruss et al. (2015) analisaram a composi¢do bioguimica do sumo preparado a
partir de sete variedades de beterraba cultivadas na Austria (Agyptische Plattrunde,
Bolivar, Forono, Mona Lisa, Moronia, Redval e Robuschka), e verificaram que em todas
as variedades avaliadas a sacarose foi 0 agticar mais abundante, seguido da glucose, assim
como nesse estudo, além da presenca da frutose, sendo a variedade Forono aquela que se

destacou pelo maior contetdo em agucares totais.

Gruska et al. (2022), também determinaram o teor de hidratos de carbono em
raizes de beterraba sacarina logo ap6s a colheita e depois de 3 meses de armazenamento
com e sem cobertura de protecdo. Em todas as amostras foi igualmente identificada a
presenca da sacarose como agucar predominante, e também da trealose, que é consistente
com resultado encontrado no presente trabalho, além de frutose, glucose, galactose e

rafinose.

Mzoughi et al. (2019) também identificaram a sacarose (7,4 g/100 g ms), a glucose
(1,89 g/100 g ms) e frutose (0,306 g/100 g ms) em folhas de acelga silvestre colhidas na
Tunisia, juntamente com a galactose (0,253 g/100 g ms), arabinose (0,019 g/100 g ms),
ramnose (0,120 g/100 g ms) e rafinose (0,406 g/100 g ms), ndo sendo identificada a

trealose.

4.2.2. Acidos organicos

Em todas as amostras estudadas foram identificados e quantificados seis acidos
organicos: 0 &cido succinico, que foi 0 mais abundante, seguido pelos acido oxalico,
quinico, malico, citrico e, por fim, o fumarico presente apenas vestigialmente (Tabela 1).
De maneira geral, as folhas apresentaram maiores teores em acidos organicos do que as
raizes das beterrabas, com excecdo da variedade Pablo F1, que se destacou pelos teores
mais elevados tanto na raiz quanto nas folhas (22,9 e 19,7 g/100 g ms, respetivamente),
sendo que todas as folhas apresentaram teores elevados em acido oxalico. A acelga suica
apresentou teores elevados de acido succinico (12,4 g/100 g ms) e menores em acido
oxalico e (2,37 g/100 g ms). Embora o acido oxalico seja um componente de muitos
alimentos, devido as suas propriedades antinutritivas, pode apresentar potenciais riscos
para a salde. E capaz de atuar na diminuicio da biodisponibilidade de outros nutrientes

e no aumento da formacdo de célculos renais, e como a beterraba é conhecida pelos seus
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niveis elevados de oxalato, € assim recomendado o seu consumo moderado (Babarykin
etal., 2019).

Bavec et al. (2010), avaliou a influéncia de cinco diferentes sistemas de cultivo
(convencional, integrado, organico, biodinamico e controlo) na composi¢éo da raiz da
beterraba (cv. Rote Kugel). Em todas as amostras foi identificada a prevaléncia do &cido
citrico, seguido pelo acido xiquimico, e por fim, os acidos malico e fumarico com os
menores teores. Sagardoy et al. (2011), determinaram a influéncia do tratamento com
diferentes concentragdes de zinco no perfil de acidos organicos nas folhas e raizes de
beterraba sacarina (B. vulgaris L. cv. Orbis), onde verificaram a prevaléncia dos &cidos

oxalico e malico, enquanto o &cido succinico foi 0 que apresentou menor conteudo.

Freidig e Goldman (2011) avaliaram o teor de &cido oxalico em folhas e raizes de
diferentes cultivares de beterraba e acelga suica, e verificaram que os teores de oxalato
soltvel e insoltvel nas folhas foram consideravelmente superiores quando comparados

com as raizes, resultados coerentes com os obtidos no presente trabalho.
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Tabela 1. Composicao proximal, valor energético e compostos hidrofilicos encontrados nas amostras de B. vulgaris L. (média + DP, n=3).

B. vulgaris B. vulgaris B. vulgaris B. vulgaris subsp.
cv. Albina Vereduna cv. Burpee’s Golden cv. Pablo F1 cicla var. flavescens
Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas
Composic¢do proximal (9/100g ms)
Lipidos 3,30£0,06b 1,12+0,03d 3,28+£0,02b 0,48+0,06f 4,01+£0,04a 055+0,05e 2,18+0,10c
Proteinas 11,84+£0,06c 546+£004g 1223+006a 6,22+0,07f 12,18+£0,04 b 7,32+0,06¢e 9,94+£0,01d
Cinzas 13,46+001c 235+005g 17,77+0,07b 3,21+0,03f 20,99+0,04a 40+01e 11,91+£0,09d
Fibras dietéticas (%) 342+0,2b 20,9+0,2d 339+04b 195+0,6¢€ 37,3+0,7a 199+0,1e 33,1+09c
Hidratos de carbono 37,18+0,06d 70,2+0,2a 32,8+x03e 70,6+04a 255+£05f 68,3+0,1b 429+06¢C
Energia (kcal/100g m.s.) 29424+05e 3544+05a 2775+£0,7f 3505+£0,7b 261,5+08¢g 347,0£0,3¢ 297,1+1.8d
Acucares livres (g/100g ms)
Frutose 2,8+0,02a nd 0,97+ 0,07 ¢ nd 0,45+0,04d nd 157+£0,02b
Glucose 5,65+ 0,08 a nd 3,84+0,06b nd 2,24+0,04c nd 3,5+0,06d
Sacarose 508+0,04e 3593+003b 6,21+0,04d 3394+0,03c 3,24+0,04¢g 40,79 £ 0,67 a 4,04 £0,08 f
Trehalose 0,69+0,03b 038+0,01d 082+00la 046£0,03cC 0,7+0,05b 0,7+0,03b 0,41+£0,06d
Total 114+02d 36,31+0,03b 1087+0,03e 34,4+0,06cC 6,2+£0,1g 415+06a 7,96+£0,2f
Acidos organicos (9/100g ms)
Acido oxalico 2,13+0,02d 089+0,02f 289+003b 0,85+0,03f 3,78+0.21a 1,33+0,01e 2,37+0,03¢c
Acido quinico 161+003d 049+004g 3,15+0,07b 0,64+£0,04f 3,97+0,09a 1,36+0,01e 254+001c
Acido maélico 144+001c 034+001g 186+004b 0,76+£0,02f 2,8+£0,04a 095+001e 1,40+0,01d
’Acido citrico 142+0,02d 0,35+0,02g 2,02+0,03c 0,81+£0,03f 2,67+005a 1,11£0,02e 22+0,2b
Acido succinico 52+03f 6,0£0.2e 6,7+0,1d 4,29+0,01¢g 9,7+02¢c 15+0,3a 12,4+0,07b
Acido fumérico v % v \; v v v
Total 118+04¢e 8,1+03f 16,6+0,3d 74+0,1¢g 229+02a 19,7+0,3¢c 209+0,3b

v — vestigios; nd — ndo detetado. Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferencas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de

Tukey (p = 0,05).



4.3. Composi¢do Quimica Relativa aos Compostos Lipofilicos
4.3.1. Acidos gordos

A avaliacgdo do perfil em &cidos gordos permitiu identificar 21 compostos, estando
descritos na Tabela 2, onde os mais abundantes foram os acidos linoleico (C18:2n6c),
acido a-linolénico (C18:3n3), &cido palmitico (C16:0) e acido oleico (C18:1n9c).
Considerando a classificacdo dos acidos gordos, as folhas exibiram os teores mais
elevados em &cidos gordos polinsaturados (PUFAs), apresentando 63,5 a 65,8 %,
principalmente pela contribui¢cdo dos teores de C18:3n3 (47,8 a 52,5 %) e C18:2n6c¢
(12,61 a 17,6 %), seguidos pelos acidos gordos saturados (SFAS) (24,2 a 26,8 %). Neste
caso, a acelga suica foi a que se destacou entre as restantes quanto ao seu teor em PUFAs,

com elevados teores em &cido oleico e a-linolénico (17,6 e 47,8 %, respetivamente).

As raizes apresentaram teores de SFA superiores aos PUFAs, com grande
influéncia do teor de C16:0 (29,3 a 57,7 %). Neste caso, a amostra que se destacou em
termos de conteddo em 4acidos gordos polinsaturados foi novamente a cv. Pablo F1,
apresentando o maior teor principalmente em &cido linoleico (37,2 %). A raiz da Burpee’s
Golden foi a que apresentou menor conteudo em PUFAS entre todas as amostras (4,29 %),
e maior teor de MUFASs (18,4 %).

Stuiver et al. (1978) analisaram a composicdo em lipidos da raiz e brotos de
beterraba sacarina, onde também identificaram a prevaléncia de PUFAs nas folhas (65 %)
em comparagdo com as raizes (57,9%). Resultados semelhantes foram encontrados nas
folhas de beterraba desidratadas analisadas por Ebrahimi et al. (2022), que determinaram
a prevaléncia dos &cidos linoleico, a-linolénico, palmitico e oleico, bem como no presente
estudo. No trabalho de Mzoughi et al. (2019), avaliaram o perfil de acidos gordos da
acelga, determinando a presenca de 17 compostos, dos quais 16 deles sdo comuns a
variedade estudada no presente trabalho. Os teores do acido palmitico e linoleico foram
semelhantes (19,6 e 17,6 %, respetivamente), enquanto as concentracfes de acido a-
linolénico (5,17 %) e oleico (7,67 %) foram consideravelmente menores do que 0s

resultados obtidos.
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Tabela 2. Composi¢do quimica em relacdo aos compostos lipofilicos encontrados nas amostras de B. vulgaris L. (média + DP, n=3).

B. vulgaris B. vulgaris B. vulgaris B. vulgaris subsp.
cv. Albina Vereduna cv. Burpee’s Golden cv. Pablo F1 cicla var. flavescens
Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas
Acidos gordos Percentagem relativa (%)
C11:0 nd 3,57 0,02 nd 0,55+0,01 0,11 +0,01 0,47+ 0,01 nd
C12:0 0,61+0,01 0,49+0,01 0,21+0,01 0,75+0,01 0,21+£0,01 0,41+£0,01 0,10+0,01
C13:0 0,60+ 0,01 nd 0,61+ 0,04 nd 0,64 + 0,04 0,054 + 0,002 0,56 +0,02
C14:0 0,91+0,02 0,83+0,01 0,64 +0,01 0,90+0,01 0,75+ 0,02 0,69+0,01 0,52+0,01
Cl4:1 nd nd 0,26 + 0,01 nd nd nd nd
C15:0 0,22 £ 0,01 1,05+£0,01 0,19+0,01 14+0,04 0,21+ 0,01 0,76 £ 0,03 0,19+0,01
Ci15:1 0,17 £ 0,02 nd 0,19+0,01 nd nd nd 0,19+0,01
C16:0 19,17 £ 0,05 426+0,1 19,6 +£0,3 57,7+0,1 20+£0,2 293+04 196 +0,5
Ci16:1 1,59 +£0,02 nd 1,64 +0,08 nd 1,78 +0,04 0,61+0,02 1,43 +£0,03
C17:0 0,55+0,01 1,99 + 0,03 0,48 + 0,02 7,14+ 0,09 0,48 + 0,03 1,87 £ 0,03 0,36+ 0,03
C18:0 2,07+ 0,02 49+0,01 1,4+0,08 2,74 £ 0,03 1,66 £ 0,01 2,55£0,1 1,36 £ 0,03
C18:1n9c 7,5+0,01 9,53+0,03 7,0£0,2 17,401 75+0,2 16,03 £ 0,04 7,67 +0,09
C18:2n6¢ 13,82 £ 0,01 21,37 £ 0,06 12,61 £ 0,07 2,95+0,02 13,101 37,2+04 176x0,1
C18:3n6 nd 1,99+ 0,01 0,34 +0,01 1,03+0,01 nd nd 0,37 +£0,02
C18:3n3 49,85+ 0,03 2,7+0,01 525+05 0,31+0,01 50,3+0,7 5,563+0,03 478+0,1
C20:0 nd nd nd 0,82 +0,02 nd nd nd
C20:1 0,45+ 0,01 nd 0,31+0,01 0,78 £ 0,01 0,41 +£0,01 0,61 0,02 0,45 + 0,02
C22:0 0,85+ 0,02 2,39 £ 0,07 0,67 £ 0,05 1,15+£0,01 0,96 + 0,02 1,08 £ 0,02 0,51 +0,01
Cc22:1 nd nd nd 0,32+0,01 nd nd nd
C23:0 0,53+0,01 1,71+ 0,05 0,36 £ 0,01 1,23+0,01 0,45+ 0,01 1,00 £ 0,01 0,25 £ 0,01
C24:0 1,11+£0,01 4,89 +0,01 0,97 £ 0,06 2,92 +£0,02 1,31+0,01 1,8+0,03 0,74 £0,03
SFA 26,62+0,01d 64,4+0,1b 251+06¢e 77,3+£0,2a 26,8+0,3d 40,0x05¢c 242+0,4f
MUFA 9,71+£0,04d 953+0,03¢e 9,4+£0,08f 184+0,2a 9,7+0,2d 17,25+0,01b 99+0,1c
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PUFA 63,67+0,04c 26,06+0,08¢e 655+05D 4,29+0,03 f 63,5+05¢c 428+05d 65.8+02a

Tocoferois (mg/100 g ms)

a-Tocoferol 26,02+0,05¢ 0,22+0,01f 35,68 +0,03a 0,09+001g 26,06£001b 0,31+001le 17,23+ 0,09 d

- Tocoferol 0,393 £ 0,003 a nd 0,37+0,02b nd 0,40+ 0,01 a nd 0,40+ 0,01 a

y- Tocoferol nd nd 3,10+ 0,05a nd 0,42+0,03b nd 0,42+0,01b
Total 26,41+0,04c 0,22+0,01f 39,15+ 0,06 a 0,09+0,01g 26,88+0,01b 0,31+0,01e 18,05+ 0,08 d

nd — ndo detetado. SFA: Acidos Gordos Saturados; MUFA: Acidos Gordos Monoinsaturados; PUFA: Acidos Gordos Poli-insaturados; acido undecandico
(C11:0), écido l&urico (C12:0), &cido tridecilico (C13:0), acido miristico (C14:0), &cido miristoleico (C14:1), &cido pentadecandico (C15:0), acido
pentadecendico (C15:1), acido palmitico (C16:0), &cido palmitoléico (C16:1), &cido heptadecandico (C17:0), &cido esteérico (C18:0), &cido oleico (C18:1n9c),
4cido linoleico (C18:2n6c), acido y-linolénico (C18:3n6), &cido a-linolénico (C18:3n3), acido araquidico (C20:0), acido cis-11-eicosendico (C20:1), acido
beénico (C22:0), acido docosendico (C22:1), acido 4cido tricosandico (C23:0), acido lignocérico (C24:0). Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam
diferencas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de Tukey (p = 0,05).
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4.3.2. Tocoferois

Na Tabela 2 também estdo descritos os resultados relativos a composicdo em
tocoferois. As amostras de raizes apresentaram apenas a isoforma a-tocoferol (0,09 a 0,31
mg/100 g ms), enquanto nas amostras de folhas foram diferenciadas as isoformas «, 5 e
y-tocoferol, com excecdo das folhas da cv. Albina vereduna, onde o y-tocoferol ndo foi
identificado. O conteudo de tocoferdis totais nas folhas foi significativamente superior ao
das raizes, especialmente influenciado pela prevaléncia da isoforma a- (17,23 a 35,68 mg/
100 g ms), onde a acelga foi responsével pelo menor contetido em tocoferais totais (18,05
mg/ 100 g ms), enquanto as folhas da cultivar Burpee’s Golden se destacaram pelo maior
teor (35,68 mg/ 100 g ms).

No trabalho desenvolvido por Xiao et al. (2012), também avaliaram a composicao
e conteudo em tocoferdis de diferentes espécies de microvegetais, incluindo duas
variedades de B. vulgaris L. (“Bull’s Blood” ¢ “Vermelha”), e em semelhanca com o
presente estudo, identificaram o a-tocoferol como a isoforma predominante em ambas as
variedades (1,147 e 1,587 mg/100 g ms, respetivamente), além da presenca de y-tocoferol
(Bull’s Blood com 0,31 mg/100 g ms; Vermelha com 0,28 mg/100 g ms), ndo sendo
identificado o fS-tocoferol. Samuoliené et al. (2017) também avaliaram o contetdo em
tocoferdis nas folhas da variedade Bull’s Blood, onde foram identificadas as quatro
isoformas (a-, f-, - € 6-), sendo S- e y-tocoferol os predominantes, e as isoformas a- e J-
presentes em teores significativamente inferiores. Santos et al. (2012) determinaram o
conteddo de vitaminas em diferentes espécies de vegetais folhosos, onde também foi

detetada a presenca a-tocoferol na acelga suica.
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4.4. Compostos fendlicos

Os resultados relativos a identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos
presentes nas amostras de folhas e raizes sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4,
respetivamente. Nas folhas foram identificados 19 compostos, sendo que 0s maioritarios
incluem cinco que foram identificados como derivados de O-glucosilados da vitexina
(flavonas O,C-glucosiladas). A vitexina, em si, € um derivado C-glucosilado da flavona
apigenina, e é caracterizado principalmente devido a presenca de um fragmento em m/z
293 (que representa a aglicona apigenina + 41 - 18 u), além de perdas de 120 u,
caracteristica da perda do hexdsido em flavonas C-glucosiladas. Entretanto, os compostos
identificados também apresentaram fragmentos abundantes referentes a fragmentacao dos
acucares mais 18 u (H-20), ocasionando em perdas de 180 u (162 + 18) para hexdsidos e
de 150 u (132 + 18) para pentoxidos, e 164 (146 + 18) para deoxihexdsidos, gerando
fragmentos abundantes em m/z 413 e m/z 455, respetivamente. Segundo Ferreres et al.
(2008) e Hegazi et al. (2020), essa perda adicional de 18 u é caracteristica de flavonas O-
glicosiladas na posicdo 2" do agucar C-glicosilado. Sendo assim, estes compostos foram
tentativamente identificados como vitexina-2 ”-O-hexdsido (pico 9; Amax = 336 nm; [M-
H] m/z 593), vitexina-2 ”-O-pentdsido (pico 10a; Amax = 334 nm; [M-H]" m/z 563),
vitexina-2 ”-O-deoxihexdsido (pico 10b; Amax = 337 nm; [M-H] m/z 577), vitexina
malonil-2 ’-O-hexosido (pico 12a; Amax = 347 nm; [M-H] m/z 679) e vitexina malonil-
2 ”-O-pentosido (pico 13; Amax 347 nm; [M-H] = 679). No pico 9, os fragmentos em m/z
413 séo referentes a perda de 180 u (162+18), indicando a presenca de um hexdsido como
acucar, enquanto no pico 10a a perda de 150 u (132+18) indica a perda de uma pentose.
Ja no composto do pico 10b, o fragmento em m/z 413 indica a perda de uma
deoxihexosido (164 u (146 + 18)). Nos picos 12a e 13, a presenca dos fragmentos em
m/z 455 sdo atribuidos as perdas de 180 u (o que indica a presenga de um O-hexésido) e
de 150 u (caracteristica de um O-pento6sido), além de fragmentos em m/z 593 e 563,
respetivamente, que indicam a uma perda de 86 u, caracteristica da presenca do grupo
malonil na sua estrutura (Gennari et al., 2011; Hegazi et al., 2020; Llorent-Martinez et
al., 2015; Pereira et al., 2012; Sakalem et al., 2012; Zeb e Imran, 2019).

Além disso, trés derivados de isoramnetina também foram identificados como
isoramnetina di-O-hexosido (pico 11; Amax = 352 nm; [M-H]" m/z 639), isoramnetina O-
hexosil-O-pentosido (pico 12b; Amax = 347 nm; [M-H] m/z 609) e isoramnetina O-

rutinésido (pico 14; Amax = 367 nm; [M-H]  m/z 623). Nos derivados de isoramnetina O-
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glucosilada, sdo produzidos um pico base em m/z 315, caracteristico da aglicona da
isoramnetina e atribuidos a perda dos glucésidos, além do fragmento a m/z 300, que é
resultante da perda de um grupo metil (-CHa) caracteristica de estrutura dos flavonoides
metoxilados. O composto no pico 11 perdeu um fragmento de 324 u, o que indica a perda
de duas hexoses (2 x 162 u), dando origem ao fragmento com m/z 315. J& o composto
12b foi classificado como isoramnetina O-hexosil-O-pentdsido, pelo que o ido [M-H]
com m/z 609 perde um fragmento de 294 u, que é referente a perda de uma hexose +
pentose (162 + 132). O pico 14 apresentou uma perda de um fragmento com 308 m/z, que
é indicativo da presenca de uma deoxihexdsido-hexosido (146 (deoxihexdsido) + 162
(hexose)), que pelas carateristicas e comparagdo com padrfes podera ser considerado

tentativamente um rutinésido (Cruz et al., 2021; Hegazi et al., 2020; Vissers et al., 2017).

Dois derivados da quercetina foram identificados de acordo com a presenca
caracteristica do pico base a m/z 300 e fragmento em m/z 301. No composto no pico 7, o
fragmento em m/z 301 indica a perda de 324 u, correspondente a duas hexoses (2 x 162
u), sendo este identificado como quercetina-O-dihexdsido (Amax = 351 nm; [M-H] m/z
625), enquanto o pico 8 foi identificado como quercetina-O-pentosil-hexdsido (Amax = 342
nm; [M-H]  m/z 595), pois demonstrou a perda de um fragmento de 294 u, que é referente
a hexose + pentose (162 + 132) (Apea-Bah et al., 2021; Cruz et al., 2021).

O composto presente no pico 1 foi identificado como &cido p-cumaroil-hexarico
(Amax = 315 nm; [M-H]" m/z 355), estando presente tanto em amostras de raizes e folhas.
O ido molecular perde o acido p-cumarico [M-H-146] durante a fragmentacéo (&cido p-
cumarico também caracterizado pela presenca do fragmentos caracteristicos em m/z 163
e m/z 119), deixando o acido hexarico (m/z 209) e seu derivado desidratado (m/z 191)
como fragmentos principais (Apea-Bah et al., 2021; Cruz et al., 2021; Nguyen et al.,
2017).

Nos picos 3b e 5a foram identificados dois isomeros do composto tentativamente
identificado como medioresinol (1 e 2, respetivamente) (Amax = 230 nm; [M-H]" m/z 387).
Medioresinol é uma lignana do tipo furofurano que apresenta atividade antimicrobiana e
antiparasitaria, ja descrita como compostos carateristico na espécie B. vulgaris (Adebiyi
et al., 2019; Di Gioia, 2019; Llorent-Martinez et al., 2015; Nyau et al., 2015; Ozarowski
et al., 2013; Tsamo et al., 2018).
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Também foram identificados derivados dos acidos sinapico e ferulico, dos quais,
alguns sdo comuns & composi¢do das raizes, como acido sindpico-ramnosido 1 e 2
(Tabela 3: pico 2/Tabela 4: pico 4 e 5; Amax = 313 nm; [M-H] m/z 369), que exibem um
pico caracteristico do acido sindpico em m/z 223, indicando a perda de uma ramnose (146
u), e o acido ferulico-dihexdsido (Tabela 3: pico 5b/Tabela 4: pico 6b; Amax = 326 nm;
[M-H] m/z 517), que apresentou um pico base caracteristicos do acido feralico a m/z 193,
que indica a perda de duas hexose (324 u), além dos fragmentos m/z 175 (193 — 18 (H20)
e m/z 134 (Chahdoura et al., 2015; Vissers et al., 2017; Zhang et al., 2015)

Alguns derivados do acido feralico foram encontrados apenas nas folhas, como o0s
isdbmeros 1 e 2 do acido feralico-hexosido (picos 3a e 4; Amax = 330 nm; [M-H] m/z 355),
que demonstraram o pico caracteristico do acido fertlico em m/z 193, indicando a perda
da hexose (162 u), e fragmentos em m/z 175 e 134. Assim, o derivado do &cido ferdlico
presente no pico 6a também foi identificado como butanotetraol-(feruloil)-hexdsido
(pederol B; Amax = 319 nm; [M-H] ~ = 459), devido a presenca dos mesmos fragmentos
caracteristicos (Barros et al., 2012; Chin et al., 2010; Hegazi et al., 2020; Mata et al.,
2016; M’rabet et al., 2017; Sun et al., 2014).

Outro derivado do &cido sinapico encontrado apenas nas folhas foi identificado
como &cido sinapico-hexosido, (Amax = 319 nm; [M-H]™ m/z 385), que possui ido
molecular a m/z 385 e a sua fragmentagdo originou um pico a m/z 223, [M-H-162] ,
caracterizado pela perda do residuo hexdsido (Hegazi et al., 2020; Simirgiotis et al., 2009;
Spinola et al., 2015).

As raizes apresentaram menor composi¢cdo em compostos fendlicos, sendo
quantificados 8 acidos fenolicos no total (Tabela 4). Além dos compostos ja descritos
acima, foram identificados 2 isomeros do acido feruloil-sindpico (picos 6a e 7; Amax = 326
nm; [M-H]™ m/z 399), que demonstraram fragmentos caracteristicos tanto do &acido
sinapico em m/z 223, quanto do &cido ferulico em m/z 193 e 175, onde estes indicam as
respetivas perdas de cada uma dessas porcoes. Nas raizes também foram encontrados 2
isdbmeros de um composto derivado do acido cafeico (picos 2 e 3; Amax = 300 nm; [M-H]~
m/z 341), caracterizados pelo ido molecular a m/z 341 que deu origem ao pico base em
m/z 179, correspondente a perda do hexdsido [M-H-162]", bem como fragmentos MS?
caracteristicos em m/z 161 [M—H-hexose-H,O]", m/z 135, m/z 153 [M—H-hexose-
HC=CH-H20] e m/z 143 [M—H-hexose-2xH.0]", sendo esses identificados como &cido
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cafeico-hexdsido 1 e 2 (Ben Said et al., 2017; Garzén et al., 2017; Hossain et al., 2010;
Koolen et al., 2013).

Nas folhas, o teor em compostos fendlicos totais variou de 19,2 a 34,3 mg/g de
extrato, sendo os mais abundantes a vitexina-2”-O-pentosido (pico 10a), 4,87 a 8,5
mg/100 g de extrato) e a vitexina malonil-2”-O -pent6sido (pico 13) 2,34 a 4,9 mg/ 100
g de extrato). Ja as raizes apresentaram menores teores em fenolicos totais (0,130 a 0,150
0/100 g de extrato), com um total de 8 compostos identificados, sendo todos derivados
dos acidos ferdlico, sindpico, p-cumarico e cafeico. A presenca de glucosidos de
flavonoides derivados da apigenina (vitexina), isorhamnetina e quercetina, além de
derivados de acidos fenolicos, como p-cumarico, cafeico, ferulico e sindpico, juntamente
com derivados de quercetina e isoramnetina e flavonas (por exemplo, vitexinas) ja foram
reportadas em beterrabas e nas suas folhas, como por exemplo, nos trabalhos de Vissers
et al. (2017) e Hegazi et al. (2020), que avaliaram o perfil de compostos fendlicos em

folhas de beterrabas das variedades Arrival e rubra, respetivamente.

Gawlik-Dziki et al. (2020) analisaram o contetido em &cidos fenolicos presentes
nas folhas de duas variedades de beterraba (vermelha e branca) e duas variedades de
acelga suica (vermelha (“acelga ruibarbo™) e branca) provenientes da Polonia, onde
também foi detetada a presenca dos acidos p-cumario, feralico, e sinapico, além de outros
como siringico, salicilico e o &cido cafeico, que no presente estudo foi identificado apenas
nas raizes das variedades Albina Vereduna e Burpee’s Golden. Os resultados obtidos
demonstraram que a variedade vermelha da acelga suica possui 0 maior teor em acidos
fendlicos. Em contraste com os resultados obtidos, Ptatosz et al. (2020), analisaram
extratos de sumos de raizes de beterraba fermentados, e além dos &cidos cafeico, ferulico,
sindpico e p-cumarico, também identificaram a presenca de outros acidos como o
protocatecuico, siringico, clorogénico e flavonoides como a apigenina, vitexina,

quercetina, kaempferol, rutina e luteolina.
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Tabela 3. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢cdo maxima (Amax), dados espectrais de massa, abundancias relativas de
ibes fragmentos, tentativa de identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos encontrados nos extratos hidroetandlicos das folhas de
B. vulgaris L. (média = DP, n=3).

FOLHAS
Quantificacdo (mg/g de extrato)
Pico Tr Amax [M-HI 9 . e B. vulgaris B. vulgaris . .
ne  (min) (hm) () Fragmentos MS* (m/z) Tentativa de identificacéo ov. Albina ov. Burpee’s B. vulgaris B. vulgaris subsp.
cv.PabloF1  cicla var. flavescens
Vereduna Golden
MS? [355]: 209 (100), 191 (90), 193 Acido p-coumaroil-hexarico
) 315 355 (87), 147 (56), 163 (29), 178 (25), 173 (Apea-Bahetal,, 2021; Cruzetal., 2021; Nguyen v nd nd nd
(10), 202 (10), 119 (8) etal., 2017)
MS?[369]: 129 (100), 223 (84), 205 (72), Acido sinapico-ramnésido 1
2 569 - 369 163 (41), 119 (18), 202 (7) (Zhang etal, 2015) 0.050+0001a nd nd nd
2 . Acido ferlico-hexésido 1 B
3% 618 - 35 MS [3515}151(32)(133 (}581(735?)('534 G0): garrosetal, 2012: Hegzi et ., 2020; Matatal, v 0050+0002a  0,030+0002b v
! ! 2016; M’rabet et al., 2017; Sun et al., 2014)
, Medioresinol 1 €
MS? [387]: 163 (100), 387 (68), 119 (8),  (Adehiyi et al., 2019; Di Gioia e Petropoulos, 2019;
K _ , ' 3 )
30 6.18 387 388 (5), 164 (4), 207 (2), 369 (2) Llorent-Martinez et al., 2015; Ozarowski et al., 0.090+0,002¢ 0.110£0,007b 0.110+0,001a 0,010+0,005d
2013)
2 . Acido fertlico-hexésido 2 B
4 6.53 330 355 MS*[355]: g‘z (é())Oiéllfg)(Zl), 193(9), (Barros et al., 2012; Hegazi et al., 2020; Mata et nd nd nd 0,39+0,03a
! al., 2016; M’rabet et al., 2017; Sun et al., 2014)
, 387] (100) ) () Medioresinol 2 ©
MS*[387]: 163 (100), 387 (68),119(8),  (Adebiyi etal., 2019; Di Gioia e Petropoulos
* ) H )
5a 6.60 230 387 388 (5), 164 (4), 207 (2), 369 (2) 2019:; Llorent-Martinez et al., 2015; Ozarowski et 0.100+0,002¢ 050+002a 033+001b 0480+0,0042
al., 2013)
MS2 [517]: 175 (100), 193(98), 235 Acido ferdlico-dihexdsido
*
Sb* 680 326 517 (32), 134 (26), 149 (9), 337 (8) (Chahdoura et al, 2015 Vissers et al,, 2017) v 046+001a  0040+0002¢ 0.100+0,003b
2 . . . B
6a* 688 319 459 MS'[459]:175(100), 193(46), 160(12).  Butanotetraol-(feruloil)-hexdsido 0144001 ¢ 035+001a 0.25+001b 0,020 +0,001 d

134 (10)

(Chin etal., 2010; Hegazi et al., 2020)



MS? [385]: 223 (100), 208 (70), 164

Acido sinapico-hexdsido ©

6b* 6.88 319 385 (Hegazi et al., 2020; Simirgiotis et al., 2009; 0,240+0,008 a nd nd 0,110+0,002b
(38), 179 (27), 149 (7), 205 (3), 193 (3) Spinolactal, 2015)
) . Quercetina-O-dihexdsido ©
7 931 257/340/351 625 MS? [625]: 300 (100), 301 (61), 625 (31) (ApcaBahetal 2021 0170+0003c  0170+0003¢c  0,37+00la 0,250+0,005b
- - ;s = D
8 1104  267/302/342 505  MS?[595]: 300 (100), 301 (54), 595 (34) Q”erce“r}g'n?z'gfgtoz%'z'gexos'do 028+0,01b 0230+0002c  038+002a 0,090 +0,003d
MS? [593]: 293 (100), 413 (38), 311 (9), Vitexina-2”-O-hexdsido £
9 1127  214/269/336 593 204 (5), 414 (2), 473 (1) Hegzictal, 2020; Vissas et 2007) 2,81+002b 055+0,04d 32+0la 0,89+0,04¢c
T H 99 Aot E
MS? [563]: 293 (100), 413 (36), 311  Vitexina-2”-O-pentosido °
* il l . .
10a* 1257  215/269/334 563 (11), 294 (6), 201 (4), 414 (3), 341 (1) (Hegazi etal., 202(;,tglakg|§lr%et al., 2012; Vissers 2,87£0,09¢ 83+04a 85+05a 4,87+0,03b
. Vitexina-2”-O-deoxihexésido &
. MS2 [577]: 293 (100), 413 (43), 311 : ' :
10b* 1257  214/269/337 577 (16), 294 (4), 457 (3), 341 (3) (Hegazietal., 20202,0I1I50)rent—Martmez etal, nd nd nd 4,87+0,03a
MS? [639]: 315 (100), 314 (30), 300 (7), Isoramnetina-O-dihexésido P
11 139 204/256/352 639 639 (6), 316 (4), 209 (3), 357 (1) (Hecpai ctal, 2020 Vissrast . 2007) 329+005¢C 35+0.2b 52+03a 18+01d
N MS? [679]: 293 (100), 455 (44), 311 Vitexina malonil-2”-O-hexdsido
12a* 1499  258/266/347 679 (1), 203 (6). 575 (6). 635 (1), 593 (1) (Hecoai ctal. 2070 Vissrosta, 2007) 48+02a 2,32+0,06b 47+02a 1,24+002¢c
. MS? [609]: 315 (100), 314 (36), 609 (8), Isoramnetina-O-pentosil-hexdsido °
12b* 1499  258/266/347 609 300 (6 (et 2021 g etal. 2000) 484+005a 2,34+0,07b 49+02a nd
MS2 [649]: 293 (100), 455 (38), 311 Vitexi lonil2”-O-pentésido &
13 1599  216/269/334 649 (13), 545 (7), 294 (5), 341 (2), 605 (1), ttexina malonti-z ~L-pentosico 2,37+£0,04d 7,0+03a 59+03b 40+03¢c
563 (1) (Hegazi etal., 2020; Vissers etal., 2017)
MS?[623]: 315 (100), 314 (45), 623 Isoramnetina-O-rutindsido °
14 1664  267/338/367 623 (12),300 () Cuetal, 2021) 0,280+0,003b nd 041+002a nd
Acidos fenolicos totais 092+001a 0,86+0,005b 0,32+0,01d 0,62+0,02c
Flavonoides totais 21,7+04c 245+10b 335+16a 182+06d
Compostos fendlicos totais 232+04c 259+09b 343+16a 192+0,7d

* — Corresponde ao somatorio de compostos coeluidos no pico do mesmo nimero; v — vestigios; nd — ndo detetado; Retas de calibracdo: A — acido p-cumaérico (y =
76029x + 102258; R?= 0,9852); B — acido ferllico (y = 85718x + 68543; R? = 0,9969); C — &4cido sindpico (y = 65114x + 21123; R2= 0,9969); D — quercetina-3-O-
glicosideo (y = 28555x + 3032.3; R? = 0,9996); E — apigenina-7-glicosideo (y = 30262x - 32276; R?= 0,9981). Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam
diferengas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de Tukey (p = 0,05).
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800003

Figura 16. Exemplo de cromatograma de compostos fenélicos — folhas da cv. A
Versdo 2309 e Xcalibur® versdo 2.2.0.48).
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Ibina Vereduna. (Fonte: Elaboracgéo propria através dos programas Microsoft PowerPoint

55



Tabela 4. Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢cdo maxima (Amax), dados espectrais de massa, abundancias relativas de

idos fragmentos, tentativa de identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos hidroetandlicos das raizes de B.

vulgaris L. (média + DP, n=3).

RAIZES
Quantificagdo (mg/g de extrato)
P'Coo T_r dmax  [M-H] Fragmentos MS?(m/z) Tentativa de identificacdo B. vulge_ms B. vulgarlf B. vulgaris
n. (min)  (nm) (mf2) cv. Albina cv. Burpee’s
cv. Pablo F1
Vereduna Golden
MS? [355]: 209 (100), 191 (90), 193 (87), Acido p-coumaroil-hexarico
1 4.42 315 355 147 (56), 163 (29), 178 (25), 173 (10), 119 (Apea-Bah etal., 2021; Cruzetal., 2021; v \ nd
8 Nguyen etal., 2017)
’ . Acido cafeico-hexdsido 1
2 460 29 g MS [3?2% 131("1((12%‘;)'1129((2‘8)’1%‘;359)’ 161 areiractal, 2014 Ben Saidetal, 2017:  0,060+0002b  0,060+0,002a nd
! ! ! Gouveia e Castilho, 2011)
MS2 [341]: 153 (100), 119 (19), 179 (19) Acido cafeico-hexdsido 2
3 495 300 341 143(7) 161 (6), 341 (’5) 149 (3’) 135 (1)’ (Barreiraet al., 2014; Ben Said et al., 0,050+0,001 b 0,060£0,001a nd
! ! ! ! 2017; Gouveia e Castilho, 2011)
MS2 [369]: 129 (100), 223 (77), 205 (69), Acido sinapico-ramnésido 1
4 5.68 313 369 163 (42), 119 (39), 161 (8) (Zhang etal, 2015) 0,020+0,002b v 0,040+0,003a
MS2 [369]: 129 (100), 223 (80), 205 (70), Acido sinapico-ramnésido 2
5 623 300 369 163 (47), 119 (19), 161 (10) (Zhang etal,, 2015) v v nd
" MS2 [399]: 129 (100), 205 (48), 223 (44), Acido feruloil-sinapico 1 ©
6a 6.60 326 399 193 (37), 134 (14), 161 (6), 175 (6) (Garzon etal,, 2017) 0,020+£0,001 ¢ 0,030+£0,001b 0,060+£0,002a
Acido ferulico-dihexdsido B
MS2 [517]: 175 (100), 193(83), 235 (27), .
t3 .
6o* 660 326 S 134 21), 149 (9), 337 (8) (Crendourat a;*oi%f" Vissersetal, Y Y Y
MS2 [399]: 129 (100), 205 (48), 193 (48), Acido feruloil-sinapico 2 ©
oo s 399 223(37), 134 (17), 161 (8), 175 (3) (Garzon etal, 2017) v v 002000022
Acido fendlicos totais 0,150+0,001a 0,150+ 0,002a 0,130+0,003b
Compostos fendlicos totais 0,150+0,001a 0,150+0,002a 0,130+0,003b

* — Corresponde ao somatdrio de compostos coeluidos no pico do mesmo nimero; v — vestigios; nd — ndo detetado; Retas de calibragdo: A — acido p-cumarico (y =
76029x + 102258; R?= 0,9852); B — 4cido ferdlico (y = 85718x + 68543; R2= 0,9969); C — 4cido sinapico (y = 65114x + 21123; R?= 0,9969); F — acido cafeico (y =
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90492x -29265; R?= 0,9998). Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferencas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de Tukey (p

=0,05).
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Figura 17. Exemplo de cromatograma de compostos fendlicos — raizes da cv. Albina Vereduna. (Fonte: Elaboragdo propria através dos programas Microsoft PowerPoint
Versdo 2309 e Xcalibur® versdo 2.2.0.48).
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4.5, Betalainas

Apenas as amostras de folhas e raizes da cv. Pablo F1, de raiz da cv. Burpee’s
Golden e a acelga suica apresentaram betalainas, sendo identificadas, no total, 7
betacianinas e 1 betaxantina, apresentados na Tabela 5. Os compostos nos picos 1 e 2
apresentaram o ido molecular [M+H]* em m/z 551 (Amax = 534/532) e no espectro MS?,
um fragmento caracteristico em m/z 389 [M+H — 162]", que foi formado pela perda da
molécula de glicose resultando na presenca das agliconas [betanidina+H]" e
[isobetanidina+H]", sendo identificados como betanina e isobetanina, respetivamente
(Escribano et al., 2017; Herbach et al., 2004; Roriz et al., 2020; Slatnar et al., 2015).

Além disso, o composto no pico 5 foi identificado como neobetanina (Amax =
534/532), devido ao seu maior tempo de retencdo em relagcdo a betanina e a isobetanina,
e a presenca do idao molecular em m/z 549 (551 — 2 H), bem como pelos fragmentos de
MS? tipicos gerando em m/z de 387 (549 — 162) e 343 (387 — 44 (COy)) (Herbach et al.,
2004; Slatnar et al., 2015).

Os picos 3b e 4 correspondem a decarboxi-betanina e decarboxi-isobetanina,
respetivamente, que geraram ides moleculares [M+H]* em m/z 507 e um fragmento MS?
em m/z 345 (507 — 162) e Amax de 515 nm, sendo estes 0s produto da descarboxilagdo da
betanina e da isobetanina (551 — 44). O composto no pico 6 correspondeu a decarboxi-
neobetanina, com [M+H]+ em m/z 505 e um fragmento MS? em m/z 343 (505 — 162) e
resultou da descarboxilacdo da neobetanina (549 — 44) (Herbach et al., 2004; Slatnar et
al., 2015).

O composto no pico 7 foi tentativamente identificado como feruloil-hexosil-
(iso)betanina apresentando o ido molecular [M+H]" em m/z 889 e no espectro MS/MS,
um fragmento em m/z 389, caracteristico na presenca de agliconas [M+H — betanidina +
H]" ou [isobetanidina + H]*, em m/z 713 [M+H — 176]" indicando a perda do grupo
feruloil, e em m/z 727 [M+H — 162]" indicando a perda de uma hexose (Slatnar et al.,
2015).

A Unica betaxantina identificada foi a miraxantina-V (pico 3a; Amax = 468;
[M+H]" m/z 347), em menor proporcao, sendo a Unica betalaina identificada na amostra
de raiz da cv. Burpee’s Golden. Foi caracterizada devido & observa¢do de um ido
molecular em m/z 347, e a sua dissociacdo induzida produziu um espectro informativo de

i0es filhos dominado pela perda sucessiva dos grupos carboxila (pico base m/z 303 ([M+H
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— 44 (COy)]" e fragmento em m/z 259 ([M+H — 88 (2 x CO2)]*). Apresentou também
fragmentacfes que correspondem a perda de aminoacidos (m/z em 194 (347 — 153
(dopamina)), e ido proeminente em m/z 137, que representa a dopamina desaminado (153
- 16 (NH2)) (Escribano et al., 2017; Kugler et al., 2007; Schliemann et al., 1999).

Sawicki et al. (2016), analisaram o perfil de betalainas de raizes de 13 variedades
de beterraba provenientes da Polonia (NOEL1, NOE2, NOE6, NOES, 1A, 3A, 2B, 4B,
SKR, SKB, Czarnota, Rywal and Crosby), nas quais foram caracterizadas as mesmas
betacianinas identificadas no presente trabalho. Entretanto, ndo foi identificada a
miraxantina-V, estando presentes outras betaxantinas como vulgaxantina I, 11, 1lI, e
miraxantina Il e I11. Slatnar et al. (2015) também avaliaram o contetido em betalainas em
diferentes partes (casca, polpa e peciolo) de duas variedades de beterraba vermelha (cv.
Pablo F1 e cv. Taunus F1) e uma variedade de beterraba amarela (cv. Boldor), onde nas
variedades vermelhas foram identificadas betacianinas como betanina, isobetanina,
neobetanina, decarboxi-betanina e feruloil-hexosil-betanina, e algumas betaxantinas
como vulgaxantina-I e indicaxantina, enquanto na variedade amarela foi detetada apenas

a presenca de betaxantinas.

Ja os autores Kugler et al. (2007) detetaram a presenca de miraxantina-V ao
avaliar o perfil de betaxantinas em variedades de beterraba vermelha (var. conditiva Alef.)
e amarela (var. conditiva Alef. cv. Burpee’s Golden), e uma variedade acelga suica
amarela (B. vulgaris subsp. cicla cv. ‘Bright Lights’). Ainda foram identificadas outras
betaxantinas como vulgaxantina I, 11, I111 e IV, miraxantina Il e 11, e purtucalaxantin 1l e

I11, por exemplo, totalizando 25 compostos identificados.
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Tabela 5. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do méaxima (Amax), dados espectrais de massa, abundancia relativa de iGes
fragmentos, tentativa de identificagdo e quantificacdo das betalainas encontradas nas folhas e raizes das variedades de B. vulgaris L. estudadas.
(média £ DP, n=3).

Quantificacio (mg/g ms)
. . Folhas Raizes
Pico Tr . [M+H] ) . P - - - -
ne  (min) Amax  (nm) () Fragmentos MS?(m/z) Tentativa de identificagio B. vulgaris B. vulgaris subsp. B. vulgaris B. vulgaris
' cv. Pablo F1 ciclavar. flavescens cv. Pablo F1 cv. Burpees Golden
Betanina
2 . (Escribano et al., 2017; Herbach et
1 18.00 534 551 MS? [551]: 389 (100), 390 (11), 302 (2) al., 2004 Roriz et al. 2020; Sawicki 0,820+0,001 ¢ 386+0,02a 0,90+0,02b nd
etal., 2016; Slatar et al., 2015)
Isobetanina
2 . (Escribano et al., 2017; Roriz et al.,
2 19.40 532 551 MS?[551]: 389 (100), 390 (19) 2020: Sawicki et al., 2016; Slatnar et 0,800+£0,002 ¢ 235+004a 1,48+0,07b nd
al., 2015)
2 . Miraxantina-V
3a*  20.65 468 347 MS* [347]: 303 (100), 137 (33), 259 (57), 106 (Escribano et al., 2017; Kugler et al., nd 0,350+£0,007 a nd 0,140£0,002b
(44),194 (14), 164 (12) 2007)
2 . Decarboxi-betanina
Bb* 2065 501 so7  MS[D07):345(100), 346 (20), 257 (3). 417 eral 2004 Sawickietal,  0,210+0,001¢ 035040007 b 0,69+005a nd
(3),357(2) 2016)
Decarboxi-isobetanina
4 2250 533 507 MS? [507]: 345 (100), 346 (12), 479 (1) (Herbach et al., 2004; Sawicki etal., 1,29+0,02c¢ 254+0,02b 18,18+0,03a nd
2016)
Neobetanina
5 2330 535 549 MS? [549]: 387 (100), 388 (20), 343 (1) (Herbach et al., 2004; Sawicki et al., nd 0,300+0,008 b 0,63+0,06a nd
2016; Slatnar et al., 2015)
Decarboxi-neobetanina
6 26.10 481 505 MS? [505]: 343 (100), 344 (11), 296 (3) (Herbach et al., 2004; Sawicki et al., nd 0,170+0,001 b 164+001a nd
2016; Slatnar et al., 2015)
2 . Feruloil-hexosil (iso)betanina
7 2880 535 ggg ~ MS'[889]:389 (100)(5’90 (4. 713G 721 oo vieki etal, 2016: Sletrar et nd 047+004a nd nd

2015)
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Betacianinas totais 3,12+0,02¢c 100+01b 228+13a -
Betaxantinas totais - 0,350+0,007 a - 0,140+0,002b
Betalainas totais 312+0,02c 104+0,1b 228+13a 0,140+0,002d

* _ Corresponde ao resumo de compostos coeluidos no pico do mesmo niimero; nd — ndo detetado; Reta de calibrago: gonfrenina 11l (y = 14670x — 197725, R? = 0,9997).
Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferencas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de Tukey (p = 0,05).
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Figura 18. Exemplo de cromatograma de betalainas — folhas da acelga suica (B. vulgaris subsp. cicla var. flavescens). (Fonte: Elaboragdo propria através dos programas

Microsoft PowerPoint Versdo 2309 e Xcalibur® versdo 2.2.0.48).
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4.6. Avaliacéo de propriedades biologicas
4.6.1. Atividade antioxidante

Os resultados obtidos referentes a avaliagdo da atividade antioxidante s&o
apresentados na Tabela 6. Em ambos os ensaios (TBARS e OxHLIA) foi possivel
identificar diferencas significativas entre as amostras, tendo-se verificado nas folhas
melhor atividade antioxidante do que nas raizes. A cultivar Pablo F1 foi a que apresentou
a melhor atividade antioxidante em ambos 0s ensaios, com destaque para ambas as partes
estudadas (folhas e raiz). Apesar dos resultados, os valores de ECso para todas as amostras

foram mais elevados do que o controlo positivo trolox utilizado.

A atividade antioxidante do extrato metandlico de beterraba vermelha foi avaliada
por Rey et al. (2005) através da metodologia de TBARS, tendo revelado acéo antioxidante
bastante elevada (com a concentracdo de 0,5 mg/g). Existem outros métodos muito
utilizados para avaliar o potencial antioxidante de extratos que, embora também sejam
eficazes na avaliacdo dessa propriedade, a grande maioria sdo ensaios quimicos baseados
na eliminacdo de radicais livres, pelo que ndo permitem uma comparagéo efetiva com a
metodologia aplicada no presente estudo. Como por exemplo, Gawlik-Dziki et al. (2020)
analisaram a atividade antioxidante dos extratos metandlicos de folhas de duas cultivares
de beterraba (branca e vermelha) e de acelga suica (acelga ruibarbo e branca) provenientes
da Poldnia mediante o ensaio de ABTS, e observaram que a acelga ruibarbo e as folhas
da beterraba vermelha também apresentaram capacidade antioxidante (ECso =9,91e 11,9

g mg/mL, respetivamente).

4.6.2. Citotoxicidade

Os resultados da avaliacdo da citotoxicidade dos extratos hidroetandlicos também
estdo descritos na Tabela 6, e demonstram que nenhuma das amostras apresentou
potencial citotoxico contra a linha celular testada. Edziri et al. (2019) também analisaram
a capacidade citotoxica do extrato metandlico e do sumo de beterraba vermelha
proveniente da Tunisia em uma linha de células hepaticas humanas (C3A), onde ambas

as amostras nao apresentaram qualquer efeito citotdxico.
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Tabela 6. Atividade antioxidante e citotoxica dos extratos hidroetandlicos das amostras de B. vulgaris L. estudadas (média + DP, n=3).

B. vulgaris B. vulgaris B. vulgaris cv. B. vulgaris subsp.
cv. Albina Vereduna cv. Burpee’s Golden Pablo F1 cicla var. flavescens
Atividade antioxidante Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Trolox
TBARS 039+006f 306+005b 065+002e 123+06a 035+002g 1,13+0,04c 0,88 0,02 d 0,054 + 0,003
(ECsp, mg/mL)
OxHLIA
= i 72+4e 575+30b 52+1f 585+ 13a 29+1g 497 +31c 148 +2d 215+£0,1
(ECso, At =60 min,
pg/mL)
Citotoxicidade para linhas celulares ndo tumorais (Glso pg/mL) Elipticina
PLP? >400 >400 >400 >400 >400 >400 >400 1,4+0,1

Diferentes letras minUsculas na mesma linha indicam diferengas significativas entre as amostras, de acordo com o teste HSD de Tukey (p =0,05).
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4.6.3. Atividade antimicrobiana

A Tabela 7 apresenta os resultados relativos a avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos hidroetanolicos das amostras contra trés bactérias
patogénicas Gram-positivas e cinco Gram-negativas, além de dois fungos. Todas as
amostras exibiram capacidade antibacteriana contra as estirpes testadas, com excegéo das
bactérias Enterobacter Cloacae e Pseudomonas aeruginosa, contra as quais ndo foi
evidenciada nenhuma atividade. A amostra de folhas da cv. Albina Vereduna foi a Unica
que apresentou atividade contra os fungos analisados, destacando-se pela sua capacidade
antimicrobiana, de maneira geral. A acelga suica também exibiu atividade antibacteriana,
especialmente contra a bactéria Gram-negativa Staphylococcus aureus. Em contraste, as

raizes da cv. Burpee’s Golden apresentaram menor capacidade antimicrobiana.

No estudo efetuado por Salamatullah et al. (2021), a atividade antimicrobiana dos
extratos (metanolicos e aquoso) da polpa e casca de raiz de beterraba vermelha (var.
rubra) foi avaliada contra as estirpes Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans pelo ensaio de difusdo
em &gar, e a CMI dos extratos foi determinada usando o método de microdilui¢gdo. Como
resultado, todos os extratos também apresentaram atividade antimicrobiana promissora
contra os patégenos testados, exibindo capacidades inibitdrias e bactericidas. Vuli¢ et al.
(2013) avaliaram o mesmo parametro no extrato do residuo de beterrabas obtido apds
separa¢do do sumo, numa fabrica de processamento de frutas e vegetais na Sérvia. Os
microrganismos utilizados para essa determinacdo foram culturas provenientes de
alimentos e da agua, que incluiram seis bactérias Gram-negativas, oito bactérias Gram-
positivas, duas leveduras e dois bolores, das quais todas as bactérias Gram-negativas e
algumas Gram-negativas foram inibidas pelo extrato testado, embora este ndo tenha

demonstrado o0 mesmo efeito nos fungos.

Chaari et al. (2022) analisaram o potencial antibacteriano de diferentes extratos
(acetonitrilo, etanol e agua em diferentes proporcdes) de folhas de beterraba contra a
bactéria Gram-positiva (S. aureus) e duas bactérias Gram-negativas (S. enterocolitica e
E. coli), onde o extrato otimizado das folhas foi capaz ndo apenas de inibir, mas também
revelou acao bactericida contra todos os patdgenos estudados. O estudo de Ahmadi et al.
(2020) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos metanolico, aquoso e de Oleos
essenciais de folhas beterraba vermelha, onde foi constatado que o extrato metandlico e

6leo essencial apresentaram a maior capacidade de inibi¢do do crescimento das bactérias
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E.coli, B. cereus, S. aureus, S. enteritidis, além de apresentarem atividade antifingica
contra Byssochlamys fulva, Aspergillus niger, Geotrichum spp., Alternaria spp. e

Fusarium spp..
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana (concentracdo minima inibitéria (CMI), concentragdo minima bactericida (CMB) e concentracdo minima

fungicida (CMF), mg/mL) dos extratos hidroetanélicos das amostras de B. vulgaris L. estudadas (média + DP, n=3).

. . . B. vulgaris
B._vulgarls B. vulgaris B. vulgaris subsp. cicla Controlos positivos
cv. Albina Vereduna cv. Burpee’s Golden cv. Pablo F1
var. flavescens
Atividade antibacteriana Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Estreptomicina - Meticilina Ampicilina
Img/mL Img/mL 10mg/mL
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Bactérias Gram-negativo
Enterobacter Cloacae 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 0,007 0,007 nt nt 0,15 0,15
Escherichia coli 5 >10 10 >10 10 >10 10 >10 5 >10 10 >10 5 >10 0,01 0,01 nt nt 015 015
Pseudomonas aeruginosa >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 0,06 0,06 nt nt 0,63 0,63
Salmonella enterocolitica 5 >10 5 >10 5 >10 >10 >10 10 >10 10 >10 5 >10 0,007 0,007 nt nt 0,15 0,15
Yersinia enterocolitica 125 >10 125 >10 25 >10 >10 >10 5 >10 5 >10 2,5 >10 0,007 0,007 nt nt 0,15 0,15
Bactérias Gram-positivo
Bacillus cereus 10 >10 >10 >10 5 >10 >10 >10 10 >10 25 >10 >10 >10 0,007 0,007 nt nt nt nt
Listeria monocytogenes 10 >10 >10 >10 25 >10 5 >10 25 >10 5 >10 5 >10 0,007 0,007 nt nt 0,15 0,15
Staphylococcus aureus 0,6 >10 1,25 >10 25 >10 5 >10 5 >10 1,25 >10 0,6 >10 0,007 0,007 0,007 0007 015 0,15
Atividade antifungica Cetoconazol
CMI CMI CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF - - - -
Aspergillus fumigatus >10 >10 5 >10 >10 >10 10 10 >10 10 >10 10 10 10 05 0,06 - - - -
Aspergillus brasiliensis 10 >10 5 >10 10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 1 0,125 - - - -

nt — ndo testado.
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5. CONCLUSAO

A crescente conscientizacdo sobre os efeitos benéficos de uma alimentacdo e
estilo de vida mais saudaveis tem despertado o interesse da comunidade, o que se tem
refletido numa maior preocupacdo com o bem-estar, qualidade de vida e, até mesmo,
numa maior consciéncia ambiental. Nesse sentido, a avaliacdo da composi¢do quimica e
das propriedades bioldgicas dos alimentos é de extrema importancia, uma vez que
fornecem informacg6es sobre a qualidade, seguranca e beneficios do seu consumo,
desempenhando um papel fundamental na promocdo de escolhas alimentares mais
saudaveis. No contexto dessa importancia, a beterraba destaca-se por ser um alimento
muito diverso e popularmente conhecido pela sua rica composi¢do nutricional e
propriedades medicinais. No entanto, para além das raizes, as folhas também séo ediveis
e apresentam elevado potencial nutricional e bioativo. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacdo proximal, quimica e bioativa de raizes e folhas de
diferentes variedades de beterraba (B. vulgaris subsp. vulgaris), bem como de uma

variedade da subespécie folhosa conhecida como acelga suica (B. vulgaris subsp. cicla).

Nas raizes, os hidratos de carbono foram os principais macronutrientes
encontrados, seguidos pelas fibras dietéticas, proteinas, cinzas e lipidos. Ao invés, nas
folhas, de forma geral, as fibras foram o0s macronutrientes que se sobressairam, com
cinzas e proteinas a seguir. Entre todas as amostras estudadas, as raizes foram as que
apresentaram o valor energético mais elevado, resultado assim em elevados teores de
acucares totais, sendo que a sacarose se destacou nas raizes comparativamente com as
folhas. Além da sacarose, outros agucares livres também puderam ser identificados nas
amostras, tendo as raizes apresentado também a trealose, enquanto nas folhas, além dos

dois acucares ja mencionados, também foram detetadas a presenca de glucose e a frutose.

Também foram identificados um total de 6 acidos organicos, presentes em todas
as amostras: acido oxalico, quinico, malico, citrico e fumarico, estando o ultimo presente
apenas em vestigios. De maneira geral, as folhas também demonstraram maior contetido
em acidos organicos comparando com as raizes das beterrabas, sendo também

responsaveis pelos maiores teores em acido oxalico.

A avaliacdo do perfil em &cidos gordos permitiu identificar 21 compostos, dos
quais os mais abundantes foram os &cidos linoleico (C18:2n6c), acido a-linolénico
(C18:3n3), acido palmitico (C16:0) e acido oleico (C18:1n9c). As amostras de folhas
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apresentaram os maiores teores em PUFAS, enquanto nas raizes prevaleceram os SFA.
Com relacdo aos tocoferdis, as raizes apresentaram apenas a isoforma a-tocoferol,
enquanto nas amostras de folhas foram diferenciadas as isoformas «, S e y-tocoferol, com
teores superiores quando comparadas com as raizes, especialmente influenciadas pela

prevaléncia da isoforma a-.

Em relacdo a identificacdo de compostos fendlicos, nas folhas foram identificados
19 no total, dos quais, a maior parte inclui derivados glicosilados de flavonoides como
vitexina, isoramnetina e quercetina, além da presenca de derivados de acidos fenolicos,
como os &cidos p-cumarico, sinépico e ferulico, e da lignanas furofurano denominada
medioresinol. J& nas raizes, foram detetados apenas derivados dos &cidos p-cumarico,
sinapico, ferulico e cafeico. A avaliacdo do conteudo em betalainas permitiu identificar
estes compostos apenas nas amostras de folhas e raizes da cv. Pablo F1, de raiz da cv.
Burpee’s Golden e acelga suica, sendo identificadas, no total, 7 betacianinas (betanina,
isobetanina, neobetanina, decarboxi-betanina, decarboxi-isobetanina, decarboxi-
neobetanina, feruloil-hexosil-(iso)betanina) e 1 betaxantina (miraxantina-V), sendo essa

ultima encontrada apenas na acelga e na raiz da cv. Burpee’s Golden (amarela).

Além disso, os resultados obtidos na avaliacdo das propriedades bioldgicas
indicam que as folhas apresentam relevante atividade antioxidante, enquanto ambas as
folhas e raizes apresentam capacidade antimicrobiana contra uma variedade de bactérias,
tendo apenas uma amostra a capacidade de inibir os fungos testados. Nenhuma das
amostras avaliadas apresentou citotoxicidade.

Em concluséo, as folhas destacaram-se em grande parte nos parametros avaliados,
tendo as folhas de beterraba sobressaido em relacéo a acelga e também as suas respetivas
raizes. Os resultados obtidos foram bastante promissores, pois permitiram fornecer e
confirmar informacdes relevantes sobre a composicdo proximal, quimica e propriedades
bioldgicas associadas a espécie B. vulgaris, bem como as variedades e partes avaliadas.
Entretanto, também sugerem que, apesar de 0 consumo e as propriedades das raizes da
beterraba e da acelga serem muito mais populares, as folhas de beterraba também podem
ser consideradas como uma opg¢ao muito nutritiva a ser mais valorizada e introduzida na
alimentacéo, pois podem contribuir para a diversificagdo alimentar, garantindo a ingestéo
de uma ampla gama de nutrientes essenciais e compostos bioativos que podem

desempenhar ter beneficios para a saude.
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