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RESUMO

Devido as caracteristicas da couve e a conscientizacdo dos consumidores por
produtos benéficos a saude, objetivou-se avaliar o potencial antioxidante e
antimicrobiano de extrato aquoso de couve e verificar a viabilidade de sua adicdo em
bebida lactea fermentada. As folhas foram submetidas a quatro tratamentos: frescas
trituradas em liquidificador, frescas pulverizadas em nitrogénio liquido, secagem em
estufa por 72 h (45°C) e congelamento (-20°C), em seguida preparou-se 0s extratos
aquosos na concentracdo de 0,1 g mL™. Avaliou-se a atividade antioxidante com
radical DPPH e determinou-se ECsy, dos tratamentos. Foram determinadas a
concentracdo de compostos fenodlicos totais e flavonoides. A atividade
antimicrobiana foi analisada pelo método de difusdo em placas com discos de papel
frente as bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 43300, Escherichia coli ATCC
8759 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708. Para a adicao na bebida escolheu-se
o tratamento que apresentou resultados satisfatérios nas analises de atividade
antioxidante, determinagcdo de fendlicos e flavonoides em fungdo do extrato.
Preparou-se a bebida lactea fermentada adicionada do extrato de couve de folhas
secas nas concentragdes de 5%, 10%, 15%, 15% com sorbato e o controle (sorbato
de potassio a 3,0%). A analise antioxidante da bebida também foi feita utilizando-se
o radical DPPH. Em todas as bebidas produzidas foram feitas as contagens de
bactérias laticas. O delineamento foi inteiramente casualizado e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. As folhas recém-colhidas
submetidas as técnicas de trituracdo (63,16%) e pulverizacdo (62,04%) néo se
diferiram estatisticamente. J4 as folhas secas (78,75%) e congeladas (71,20%)
apresentaram 0s maiores valores de atividade antioxidante. As folhas secas e as
congeladas apresentaram valores de ECso, respectivamente, 10 e 43,8 mg mL™” e as
folhas frescas pulverizadas e frescas trituradas apresentaram maiores valores de
ECso (61,77 e 76,15 mg mL™), portanto quanto menor a EC50 maior é a atividade
antioxidante. As folhas secas, congeladas e frescas pulverizadas nao diferiram
estatisticamente quanto aos compostos fendlicos apresentando valores médios de
43,53; 42,94; 40,22 mg EAG/g peso seco, respectivamente. Ja as folhas frescas
trituradas apresentaram menor teor de fendlicos, com média de 29,89 mg EAG/g
peso seco, mas nao se diferiram das frescas pulverizadas. As folhas secas,
congeladas e frescas trituradas ndo se diferiam estatisticamente quanto aos
flavonoides, com valores médios de 14,59; 11,53; 9,22 mg EQ/g peso seco,
respectivamente. E as folhas frescas pulverizadas apresentaram o maior teor de
flavonoides (26,83 mg EQ/g peso seco). Nesse experimento, 0s extratos aquosos de
couve ndo apresentaram atividade antibacteriana frente aos microrganismos
estudados. A bebida lactea com 15% de extrato e a bebida com 15% com sorbato
nao diferiram estatisticamente e apresentaram maior atividade antioxidante. A
bebida lactea fermentada j& possui o potencial antioxidante e a adicdo de 15% do
extrato aquoso de folha de couve seca aumentou mais de trés vezes este potencial.
Quanto a contagem de bactérias laticas, todas as bebidas preparadas atenderam a
legislagdo vigente com valores superiores a 10° UFC mL™. Portanto, o extrato
aquoso de couve é promissor para adicdo em bebida lactea fermentada, pois
apresenta alta atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides, pode inibir
a oxidacao da bebida e é de facil manipulag&o por utilizar &gua como solvente.
Palavras-chave: Brassica oleracea var. acephala; fendlicos; flavonoides; extrato
aquoso; DPPH.



ABSTRACT

Due to the characteristics of the kale and the consumer's awareness of beneficial
health products, the objective was to evaluate the antioxidant and antimicrobial
potential of aqueous kale extract and verify the viability of its addition in fermented
dairy beverages. The leaves were submitted to four treatments: fresh crushed in a
blender, fresh pulverized with liquid nitrogen, oven drying for 72 h (45°C) and
freezing (-20°C). The aqueous extracts were prepared in a concentration of 0.1 g mL"
! The antioxidant activity with DPPH radical was evaluated and EC 50 of the
treatments were determined. To the concentration of total phenolic compounds and
flavonoids of all treatments. he antimicrobial activity was analyzed by the method of
plate diffusion in paper discs against the bacteria: Staphylococcus aureus ATCC
43300, Escherichia coli ATCC 8759 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708. For the
addition in the beverage the treatment was chosen that presented satisfactory results
in the analyzes of antioxidant activity, determination of phenolics and flavonoids as a
function of the extract. The fermented lactic drink was prepared adding
concentrations of 5%, 10%, 15%, 15% with sorbate and control (potassium sorbate)
of dried kale leaf extract. The antioxidant activity of the beverage was also made
using the method of DPPH radical. The number of lactic bacteria in all beverages
were calculated. The statistical design of the experiment was completely randomized
and the averages were compared by Tukey test at 5% significance. The fresh leaves
crushed in a blender (63.16%) and fresh pulverized (62.04%) The fresh leaves
crushed in a blender (63.16%) and fresh pulverized (62.04%) were not statistically
different. Dry leaves (78.75%) and frozen (71.20%) had the highest values of
antioxidant activity. The dry and frozen leaves had EC50 values, respectively, 10 and
43.8 mg mL™, and the fresh and crushed fresh leaves had higher values of EC50
(61.77 and 76.15 mg mL™), therefore the lower the EC50 the higher the antioxidant
activity. The dried, frozen and fresh leaves pulverized did not differ statistically as for
the phenolic compounds presenting average values of 43.53; 42.94; 40.22 mg EAG /
g dry weight, respectively. The fresh crushed leaves had a lower phenolic content,
with a mean of 29.89 mg EAG / g dry weight, but did not differ from fresh ones. Dry,
frozen and fresh crushed leaves were not statistically different from flavonoids, with a
mean value of 14.59; 11.53; 9.22 mg EQ / g dry weight, respectively. And the fresh
leaves pulverized had the highest content of flavonoids (26.83 mg EQ / g dry weight).
The aqueous extracts of kale leaves did not present antibacterial activity against the
microorganisms studied. The fermented lactic drink with 15% of extract and the one
with 15% with sorbate did not differ statistically and presented greater antioxidant
activity. The fermented lactic beverage already possesses the antioxidant potential
and a 15% addition of aqueous extract of dried kale leaf increased in three times
more this potential. Regarding lactic acid counts, all prepared beverages complied
with current legislation with values greater than 10° UFC mL™. Therefore, the
agueous extract of kale leaf showed promising benefits to be added in fermented
lactic beverages, because it increases its antioxidant activity, phenolic compounds
and flavonoids. Besides being an easy extract to handle by using water as the
solvent and inhibit the oxidation of the beverage.

Keywords: Brassica oleracea var. acephala; phenolic; flavonoids; aqueous extract;
DPPH.
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1. Introducéao

Os vegetais da espécie Brassica oleracea sdo amplamente consumidos em
todo o mundo (GIRGIN; EL, 2015). Nas diversas regides do Brasil esses vegetais
sao utilizados com uso tanto alimentar como medicinal (MESSIAS et al.,, 2015;
SOUZA et al., 2015).

Devido ao elevado potencial nutritivo, a couve (Brassica oleracea var.
acephala) esta entre os vegetais classificados como “super alimentos”,
principalmente pelos altos conteddos de carotenoides, vitaminas C e K, compostos
fendlicos e acidos organicos (SIKORA et al.,, 2008; NULL; FELDMAN, 2011), que
conferem propriedades antioxidante e antimicrobiana (AYAZ et al., 2008; KORUS,
2011; SOENGAS et al., 2012; KAULMANN et al., 2014) e algumas propriedades
fitoterapicas, como acéo sobre Ulceras gastricas (AGBAJE; OKPARA, 2013).

As propriedades antioxidantes, fitoterapicas e antimicrobianas fazem com que
esse vegetal seja objeto de pesquisas, uma vez que o mercado de alimentos
funcionais vem crescendo nos ultimos anos. Aumentando também a necessidade de
se estudar as fontes de compostos bioativos e a recuperacdo destes compostos
visando a aplicacdo na industria de alimentos (BENEDETTI, 2014).

Contudo, apesar da couve ser boa fonte de antioxidantes, apresenta
variacfes desta caracteristica em funcdo de seu processamento (SIKORA et al.,
2008; GIRGIN; EL, 2012; MURADOR et al., 2016; RIGUEIRA et al., 2016), com isso,
€ necessario determinar as melhores condigcbes para a extracdo dos compostos
desse vegetal.

Uma vez que os consumidores buscam cada vez mais por alimentos de alta
praticidade e que traga, além de saciedade, algum beneficio ao organismo. A bebida
lactea € um exemplo de alimento de alta praticidade e que pode ser tornar mais
funcional, pois um de seus ingredientes € o soro de leite que, apesar de ser um
subproduto da indastria de laticinios, é rico nutricionalmente e apresenta proteinas
de alto teor de aminoacidos essenciais com propriedades multifuncionais
(SGARBIERI, 2004).

Portanto, devido a couve ser de facil acesso as populacdes, ser altamente
nutritiva e com propriedades funcionais, vé-se a necessidade de estudar seus
compostos e suplementacdo em outros produtos com seus compostos bioativos,
como a bebida lactea fermentada que € um alimento de facil aceitacdo para todas as
faixas etarias.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano de extrato aquoso de couve
Brassica oleracea var. acephala e verificar a viabilidade de sua adicdo em bebida
lactea fermentada.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer protocolo de anélise para extracdo de compostos antioxidantes
do extrato aquoso da couve;

e Determinar os compostos bioativos: fendlicos e flavonoides no extrato aquoso
da couve;

e Analisar in vitro a atividade antimicrobiana do extrato aquoso da couve sobre
bactérias patogénicas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella

Spp.;



e Verificar a viabilidade da adicdo do extrato aquoso de couve em diferentes
concentracfes em bebida lactea fermentada.

3. Revisdo de literatura

3.1Propriedades antioxidantes da couve e importancia fitoterapica dos
constituintes

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que reagem com os radicais livres
para prevenir ou diminuir os danos oxidativos de lipideos, proteinas e &cidos
nucléicos causados por espécies de oxigénio ou nitrogénio livres, restringindo assim
os efeitos maléficos ao organismo (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010). E
crescente a busca por compostos antioxidantes, visto que os consumidores estao
mais informados das suas potencialidades, que vao desde a prevencdo do
envelhecimento até inibicdo de células cancerigenas (WANG; ZHANG, 2012;
VASCONCELLOS et al., 2015). Os vegetais da espécie Brassica oleracea tem sido
bastante pesquisados quanto suas propriedades antioxidantes e os resultados séo
favoraveis.

A atividade antioxidante de variedades de Brassica oleracea determinada
através dos trés métodos de analises esta apresentada na tabela 1, no qual avaliam
a captura de determinado radical livre pelos antioxidantes da amostra. Verifica-se
que a couve esta entre 0s vegetais com maior capacidade antioxidante nos
diferentes métodos, o que evidencia sua funcionalidade e a torna potencial para
estudos com vista na adicdo em produtos alimenticios como forma de
enriguecimento. Entretanto, as variedades repolho e couve-flor estdo entre os de
menor capacidade antioxidante.



Tabela 1 — Atividade antioxidante dos vegetais Brassica oleracea em diferentes
métodos de analise

Métodos de analise

Vegetal ABTSA DPPHP FRAPS Referéncia
26,2 + 1,37 uM Sikora et al.
trolox/g bs (2008)
Brécolis tr?(’),l(7)>2</5|\tqs 7,53 UM trolox/g bs Soe?zgoalszit al.
2,68 £ 0,29 mg 5,83+ 0,89 uM Fe Kaulmann et al.
aal/g bu Il/g bu (2014)
36,2 £ 1,05 uM Sikora et al.
trolox/g bs (2008)
Couve tr?)(l)(;ilgl\tﬂs Korus (2011)
6,4 uM Soengas et al.
trolox/g bs 8,44 uM trolox/g bs (2012)
32,1+1,71 yM Sikora et al.
Couve de trolox/g bs (2008)
Bruxelas 1,91 +0,33 mg 5,55+ 0,51 ymol/g Kaulmann et al.
aa/g bu bu (2014)
20,9 £ 0,55 uM Sikora et al.
trolox/g bs (2008)
Couve- 3,16 uM Soengas et al.
flor trolox/g bs 7,03 uM trolox/g bs (2012)
0,72 £ 0,03 mg 5,33+ 0,36 ymol Fe Kaulmann et al.
aa/g bu Il/ g bu (2014)
4,54 uyM Soengas et al.
Repolho trolox/g bs 6,77 uM trolox/g bs (2012)
0,67 £ 0,11 mg aa/ 2,14 £ 0,44 ymol Fe Kaulmann et al.
g bu Il/g bu (2014)

*Média + desvio padrdo; *Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico sal diamonio;
®2 2-difenil-1-picrilhidrazil; “Método de reducao do ferro; aa: acido ascérbico; Trolox: Solucéo
antioxidante aquosa equivalente a vitamina E (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico). bs: base seca; bu: base Umida. Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

De acordo com Kaulmann et al. (2014) a capacidade antioxidante das
Brassicas esta relacionada com a composicdo de flavonoides, antocianinas,
luteinas, vitamina C e acidos neoclorogénicos. Os mesmos autores observaram que
as variedades de coloragcdo roxa e verde apresentaram maior capacidade
antioxidante que as de coloracao branca.

Estudo feito por Girgin e El (2015) indica que a capacidade antioxidante das
Brassicas pode aumentar com 0 cozimento a vapor devido a liberacdo dos
compostos pela matriz celular, entretanto pode diminuir com a fervura pelo fato que
0S compostos antioxidantes, como a vitamina C e os polifendis, sdo hidrossoluveis,
entdo sao perdidos por lixiviacdo. Sikora et al. (2008) também verificaram essas
reducdes em vegetais de Brassicas submetidos a processos hidrotérmicos.

O estadio de maturagdo da planta influencia no teor de antioxidantes, de
acordo com Soengas et al. (2012) a variedade de couve-flor analisada apresenta
maior atividade antioxidante na fase de brotos e com dois meses, ja na couve o teor
€ maior quando a planta esta na fase de trés meses apds a semeadura, iSSO €
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confirmado por Korus (2011) que analisou folhas de couve em trés estadio de
maturacao e verificou aumento de 22%, do primeiro ao terceiro estadio, na atividade
antioxidante. Além disso, Samec et al. (2011) certificaram que ha o aumento da
capacidade, com altos teores entre 8 e 12 semanas, contudo a partir desse tempo a
capacidade antioxidante sofre diminuicdo gradual.

Como a couve pode apresentar variagées do potencial em funcao do estadio
de maturacdo e apOs processamentos, portanto € necessario determinar as
melhores condi¢des para a extracdo de compostos antioxidantes desse vegetal. De
acordo com os trabalhos citados anteriormente, a couve tem alto potencial
antioxidante em relacdo aos outros vegetais da mesma espécie (Tabela 1).

Outros compostos podem estar relacionados com a atividade antioxidante,
como os glucosinolatos, que pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios de
plantas, principalmente da Brassicaceae. Dos 15 glucosinolatos estudados in vitro
por Natella et al. (2014), cinco apresentaram capacidade antioxidante. De acordo
com o0s autores ndo apenas o0s glucosinolatos contribuem para o potencial
antioxidante mas a combinagdo dos compostos da planta. Os mesmo sugerem que
a partir de uma combinacdo de antioxidantes e testes de analise multivariada é
possivel obter uma caracterizacdo clara dessas propriedades das moléculas
bioativas.

Os compostos antioxidantes, como fendis, flavonoides, luteinas, vitamina C,
glucosinolatos, isotiocianatos, entre outros, influenciam nas propriedades
nutracéuticas das variedades Brassica oleracea. Inclusive essas propriedades vém
sendo bastante estudadas, com resultados que demonstram o potencial desses
vegetais como promotores da saude.

Os fitoconstituintes presentes na couve conferem outros beneficios ao
organismo. Os compostos antioxidantes flavonoides, terpenos e ester6is foram
identificados em extrato hidroalcoolico de folhas de couve e foram associados com a
eficiente protecdo do DNA de ratos e com a auséncia de efeitos genotdxicos quando
submetidos ao extrato, as atividades antigenotoxicas deste extrato sdo de grande
importancia farmacolégica e podem ser benéficas para a prevencdo do cancer
(GONCALVES et al., 2012).

A antioxidacéo por flavonoides foi um dos mecanismos relatados por Agbaje
e Okpara (2013) na atividade antitlcera de extratos de couve in vivo, foram
identificados no extrato: alcaloides, taninos, glicosideos cardiacos, flavonoides,
flobataninos, antraguinonas e saponinas. A couve também foi estudada na reducéo
de doenca arterial coronariana em homens com colesterol alto a partir da
suplementacdo da alimentacdo com suco de couve (KIM et al., 2008) e estimulacéo
do sistema imunoldgico por extrato de couve (NISHI et al., 2011) e na inibicdo da
proliferacéo de células de cancer (OLSEN et al., 2012).

Portanto, devido a presenca de compostos que conferem propriedades
antioxidantes e fitoterapéuticas, o consumo deste vegetal traz diferentes beneficios
ao organismo humano. Dessa forma, a couve apresentou grande potencial nos
diferentes estudos. O enriquecimento de produtos alimenticios com extratos de
couve € uma vertente promissora em virtude de seus beneficios a saude.

3.2Propriedades antimicrobianas de Brassica oleracea var. acephala

As variedades pertencentes a espécie Brassica oleracea sdo frequentemente
estudadas quanto as suas propriedades antimicrobianas. Na literatura essas
propriedades sdo altamente relacionadas & composigdo fitoquimica, que incluem
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polifendis, glucosinolatos e algumas proteinas, e mais recentemente estdo sendo
estudadas as nanoparticulas de ouro e prata produzidas a partir desses vegetais
gque atuam como inibidores microbianos. Além disso, muitos dos compostos
extraidos atuam tanto em fungos como em bactérias e geralmente sem distingao
taxondémica para Gram positivos e negativos.

O potencial antimicrobiano de variedades de Brassica oleracea foi avaliado
por Vale et al. (2015) em Portugal sobre importantes bactérias responsaveis por
DTA (Doencas Transmitidas por Alimentos), neste caso, Escherichia coli O 157: H7,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococus
aureus. Todos os extratos de brotos de repolho roxo, brocolis, couve galega e
repolho analisados, obtidos com metanol a 70%, mostram atividade antimicrobiana,
sendo que os extratos de brécolis e repolho roxo foram mais eficientes. A resisténcia
aos extratos nao teve associacdo com as espécies de microrganismos, a bactéria
mais sensivel e a mais resistente, ambos foram Gram negativos. No estudo da
associacdo entre a composicao fitoquimica e a atividade antimicrobiana, os acidos
organicos mais relevantes foram &cido xiquimico na couve galega, acido citrico no
brécolis e acido malico no repolho roxo.

Observa-se que ha diferenca no potencial antimicrobiano entre as diferentes
variedades de Brassica oleracea. Além disso, o potencial também pode variar nas
diferentes partes de uma mesma variedade, como é demonstrado em estudo feito
por Ayaz et al. (2008) na Turquia com folhas e sementes de couve, no qual foram
extraidas fracdes de acidos fendlicos nas formas livre, éster (solivel em metanol),
glicosideo e éster ligado (insoluvel em metanol).

Todas as fracdes de &cidos fendlicos extraidas das folhas inibiram
eficientemente as bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Bacillus subtilis) e Gram negativa (Moraxells catarrhalis), apenas as
formas éster e éster ligado inibiram os fungos Candida tropicali e Candida albicans.
Ja as fracdes fendlicas extraidas das sementes apresentaram menor eficiéncia, o
que confirma a variacdo do potencial antimicrobiano. A fracdo éster ligado
apresentou maior espectro de atividade antimicrobiana, sendo eficaz contra
bactérias Gram positivas e negativas e fungos. A atuacdo da couve sobre as Gram
negativas € considerada como um diferencial, pois os antibiéticos s&o menos ativos
sobre essa classe, provavelmente devido a complexidade da estrutura da parede
celular. No geral, as folhas e sementes da couve apresentaram atividade
antimicrobiana de alta a moderada (AYAZ et al., 2008).

Entre os fitoquimicos com propriedades antimicrobianas, tém-se o0s
glucosinolatos que sdo precursores dos isotiocianatos, altamente presentes nas
Brassicas. Em um estudo feito em Portugal por Borges et al. (2014) foi analisada a
atividade de dois isotiocianatos (ITC’s) obtidos comercialmente, sédo eles
isotiocianato de alilo (AITC) e isotiocianato de 2-feniletilo (PEITC), quanto a
prevencdo e controle de biofilmes formados por bactérias. AITC teve acéo
preventiva nos biofiimes de E. coli, P. aeruginosa e L. monocytogenes, enquanto
PEITC preveniu apenas biofilmes de S. aureus. Quanto a inativacdo, AITC e PEITC
inativaram de 70 a 80% dos biofilmes testados, o modo de acao antimicrobiano dos
ITC's é atribuido a ligagcdo com grupos sulfidrilas em sitios ativos de enzimas
importantes para o crescimento e sobrevivéncia microbianos. Os autores salientam
que os ITC’s podem ser uma estratégia de intervengao eco-inovadora para prevenir
e controlar biofilmes, com potencial de aplicagdo no setor de alimentos. Como sao
mais dificeis de retirar, os biofiimes sdo aglomerados microbianos que podem
ocasionar contaminacdo, uma grande preocupacao para a industria de alimentos.
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Outros estudos recentes indicam o potencial de inibicdo microbiano de
nanoparticulas de ouro e prata biosintetizadas de extrato etanolico de brocolis
(KUPPUSAMY et al., 2015), nanoparticulas de ouro (PIRUTHIVIRAJ et al., 2016) e
de prata (CAROLING et al., 2013) de extrato aquoso de brécolis e de nanoparticulas
de prata de extrato aquoso de couve-flor (RANJITHAM et al., 2013). Porém, nao
foram encontrados estudos utilizando a couve.

Em estudo feito por Sanz-Puig et al. ( 2015a) analisando o potencial inibidor
frente a Listeria monocytogenes, os autores relataram que a capacidade bactericida
da couve-flor pode estar relacionada ao elevado teor de polifendis. Dessa forma,
como a composicao fitoquimica presente nas brassicas estd entre as principais
responsaveis pelas propriedades antimicrobianas. Foram identificados nove acidos
fenolicos derivados de é&cidos hidroxibenzéicos e hidroxicindmicos em folhas de
couve, sdo eles galico, protocatecuico, p-hidroxibenzéico, vanilico, salicilico, p-
cumarico, cafeico, feralico e sinapico, os mais abundantes foram fellrico e cafeico,
além desses, 0 &cido salicilico foi identificado nas sementes de couve (AYAZ et al.,
2008). Quanto aos &cidos organicos encontrados em couve, identificaram-se
principalmente, acido oxalico, malico, citrico, maleico, aconitato, ascoérbico e
chiquimico (AYAZ et al., 2006; VALE et al., 2015). Identificaram na couve compostos
fendlicos com alto grau de glicosilacédo e acilagdo (alto peso molecular), o nivel total
de carotenoides encontrado foi de 155,4 ug/g e os principais carotenoides foram all-
trans-B-caroteno (38%) e all-trans-luteina (36%) (MURADOR et al., 2016).

E importante salientar que esses vegetais podem apresentar compostos
antinutricionais como o0s taninos, fitatos e acido oxalico que interferem na
biodisponibilidade dos nutrientes, contudo, dependendo da concentracdo o0s
mesmos nao provocam riscos a saude e podem ser reduzidos com tratamentos
térmicos (SANTOS, 2006; SALVINO, 2014).

Ressalta-se que o tipo de solvente utilizado na extracdo tem influéncia
consideravel sobre o conteldo de fitoquimicos e atividade antimicrobiana. Os
maiores rendimentos utilizando Brassica oleracea foram obtidos em solvente
metanol, etanol, acetona e aquoso (JAISWAL et al., 2012; BEGUM; POONKOTHAI,
2013). Quando o objetivo é a adicdo dos extratos em alimentos devem-se considerar
quais ndo sao téxicos para o consumo humano. Portanto, é importante saber que o
extrato aquoso de couve-flor apresentou moderada acéo, com diametros de inibicdo
variando de 14 a 19 mm, para Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae,
respectivamente (BEGUM; POONKOTHAI, 2013).

Na Tabela 2 sdo apresentados, em suma, 0s vegetais da espécie Brassica
oleracea e microrganismos analisados por pesquisadores. Observa-se que esses
vegetais apresentam potencial inibidor sobre diversos microrganismos, como
bactérias (Gram positivos e Gram negativos) e fungos. Contudo foram encontradas
poucas pesquisas relacionadas com a couve. Além disso, sdo escassos 0s estudos
antimicrobianos com as variedades de couve cultivadas no Brasil.
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Tabela 2 — Vegetais e subprodutos de Brassica oleracea com a¢ao antimicrobiana

Vegetais
Analisados Mais Microrganismos* Referéncia Pais
eficientes
Folhas e sementes Folhas de Bacillus subtilis, Moraxella catarrhalis, Ayaz et al. (2008) Turquia
de couve couve Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Candida tropicali e Candida
albicans
Isolado proteico da - Mycosphaerella arachidicola, Pseudomonas Ye et al. (2011) China
semente Repolho aeruginosa e Candida albicans
roxo
Brocolis, repolho Brocolis Listeria monocytogenes, Salmonella abony, P. Jaiswal, Abu- Irlanda
branco e broto de aeruginosa e E. faecalis Ghannam e Gupta
couve de Bruxelas (2012)
Couve-flor Extrato de P. aeruginosa, E.coli, Aspergillus flavus, Begum e Poonkothai india
acetona de Klebsiella pneumoniae, Aspergillus niger, (2013)
couve-flor Shigella flexneri, Aspergillus fumigatus e
Cladosporium species
Subprodutos de Subproduto L. monocytogenes submetida a 10% de Sanz-Puig et al. Espanha
Couve-flor a 10% (m/v)  subproduto a 22°C e L. monocytogenes a 5°C (2015a)
a22°C
Brotos de repolho Brécolis e E. coli O 157: H7, L. monocytogenes, S. Vale et al. (2015) Portugal
roxo, brocolis, couve repolho roxo aureus, Bacillus cereus e Salmonella
galega e repolho typhimurium
Subprodutos de Couve-flor S. typhimurium, B. cereus e E. coli O157: H7 Sanz-Puig et al. Espanha
couve-flor e brocolis (2015b)
Piruthiviraj, Margret, india

Klebsiella pneumonia, S. aureus, Aspergillus

Nanoparticulas de -
niger, Candida albicans e Aspergillus flavus

ouro sintetizadas por
flores de brocolis

Krishnamurthy (2016)

*Ordenados dos mais sensiveis aos mais resistentes frente aos vegetais “Mais eficientes”. Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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Observa-se que broécolis e couve-flor sdo bastante estudados e apresentam
consideravel eficiéncia na inibicdo microbiana. Mas salienta-se que folhas de couve
também podem ser eficientes, pois em estudo apresentaram significativa inibicéo
com halos de até 24 mm (AYAZ et al., 2008). Infere-se que as diferentes partes das
plantas, os solventes utilizados na extracdo e as concentracdes influenciam na
capacidade antimicrobiana.

E satisfatoria a observacdo de que muitas das bactérias que podem ser
veiculadas por alimentos s@o sensiveis aos extratos de Brassicas. Assim, justifica-se
a utilizacdo destes compostos antimicrobianos nos alimentos, principalmente de
origem animal, para evitar contaminagbes e DTA’s. Visto que esses estudos sao
escassos no Brasil, ha a necessidade de avaliar essas propriedades nas variedades
cultivadas nacionalmente.

Por outro lado, a acdo antimicrobiana desses extratos pode interferir em
microrganismos desejaveis nos produtos alimenticios como, por exemplo, as
bactérias laticas responsaveis pela fermentacdo de alguns produtos, como salame,
iogurte, queijo, bebida lactea fermentada, entre outros. Portanto, deve-se atentar a
uma dose minima que iniba 0s microrganismos patogénicos e nao interfiram na
fermentacao das bactérias laticas.

3.3Bebida lactea fermentada como alimento funcional e utilizacdo de Brassica
oleracea em produtos alimenticios

Bebida lactea fermentada é definida como o produto lacteo resultante da
mistura do leite e o soro de leite adicionado ou ndo de produtos ou substancias
alimenticias, fermentado mediante a acédo de cultivo de microrganismos especificos
(BRASIL, 2005). Como a bebida lactea fermentada pode ser adicionada de produtos
nao lacteos, na literatura existem trabalhos em que mostram diversos produtos que
séo utilizados a fim de torna-las funcionais. Benedetti (2014) adicionou soro de tofu
concentrado (10% e 20%) na elaboracao de bebidas lacteas fermentadas, visando a
incorporacao de isoflavonas da soja, correlacionados positivamente com a atividade
antioxidante.

A utilizacdo do soro de tofu concentrado na elaboracdo de bebida lactea
fermentada néo interferiu na sobrevivéncia das bactérias acido-laticas, além disso,
as amostras adicionadas apresentaram perfil similar quanto ao comportamento do
pH, acidez e indice de sinérese em relacdo ao padrdo ao longo do tempo de
armazenamento. Portanto, o soro de tofu concentrado pode ser utilizado para
obtencdo de uma bebida lactea fermentada com atividade biolégica especial,
conferida pelas isoflavonas e oligossacarideos da soja (BENEDETTI, 2014).

Ja Ribeiro et al. (2014) utilizaram a planta Camellia sinensis na formulacéo
da bebida lactea fermentada, adicionada nas proporcdes de 10, 20, 30 e 40% (m/m).
A adicao de C. sinensis na formulacdo da bebida nao influenciou o teor de massa
seca, a umidade, o residuo mineral fixo e a contagem total de bactérias laticas, e
apesar de haver reducédo nos teores de proteina e na viscosidade, houve aumento
na atividade antioxidante e reducdo nos teores de gordura e soédio conforme
aumentou a porcentagem de infusdo. Inclusive observou-se melhor aceitacdo e
maior intencdo de compra para a formulacéo de bebida lactea fermentada com 30%
de infusdo de C. sinensis.

Silva et al. (2014b) utilizaram residuos do processamento de suco de mirtilo
(Vaxxinium myrtillus L.) em diferentes concentragcbes (20, 30 e 40% m/m) na
formulagcédo de bebida lactea fermentada. Verificaram que a amostra de 30%, uma
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das mais preferidas na analise sensorial, apresentou expressivo teor de compostos
fendlicos, ao mesmo tempo, atendeu aos parametros de qualidade e identidade para
proteinas, bactérias laticas e coliformes totais e termotolerantes, conforme a
legislacdo, evidenciando o aproveitamento do residuo para o enriqguecimento da
bebida com compostos bioativos (SILVA et al., 2014b).

Outros autores adicionaram produtos alimenticios a bebida lactea
fermentada para o enriquecimento, utilizaram-se o amaranto nas formulacbes da
bebida devido ao elevado teor de proteinas de alto valor biolégico, com
concentracfes finais acima de 2,5% e estabilidade nos 35 dias de armazenamento
(MASSON; VIGANO, 2013). E produtos adicionados a base de soja, como isolado
proteico de soja (GOMES, PENNA, 2009) e extrato hidrossoltuvel de soja (KEMPKA
et al., 2008; KRUGER et al., 2008).

Observa-se que como é possivel a adicdo de produtos néo lacteos a bebida
lactea fermentada e é desejo do consumidor adquirir produtos enriquecidos e
funcionais, é vélida a adicdo de extratos de Brassica oleracea com o objetivo de
desenvolver um produto novo com compostos bioativos.

Encontram-se na literatura trabalhos em que é avaliada a adicdo de couve
ou seus produtos em &reas do setor alimenticio como forma principalmente de
enriguecimento e funcionalidade, entre outras. Salvino (2014) utilizou couve
branqueada e desidratada (2,5 e 5,0%) em formulacdes de péao de forma, a adicao
da couve ndo afetou as caracteristicas tecnoldgicas dos paes, bem como promoveu
aumento no teor de fibras e minerais como calcio, fésforo, potassio e magnésio.
Quanto ao componente antinutricional acido oxalico, as concentracdes obtidas nos
paes foram bem abaixo do considerado de risco a sadde (2g kg™ p. c.) (SALVINO,
2014). Na andlise sensorial os paes com adicdo de couve apresentaram boa
aceitacdo, principalmente em relagdo a maciez. O uso da couve branqueada
desidratada na formulacdo de pdo de forma resultou em produtos de maior valor
nutricional, boa aceitacdo sensorial e oferece ao consumidor novidade nas opc¢oes
de consumo desse tipo de pdo (SALVINO, 2014). Apesar da limitacdo quanto ao
odor e sabor de couve na aplicacdo de extratos de Brassica oleracea var. acephala
em alguns produtos, seu uso € favorecido para criacdo de novos sabores e
incentivando também inovagcdo em produtos alimenticios.

Em outro estudo, Mauro, Silva e Freitas (2010) confeccionaram cookies com
15% de farinha de talos de couve manteiga. Comparando com o controle, os cookies
apresentaram menor teor de gordura e densidade caldrica e maior teor de umidade,
proteinas e fibras, apresentaram-se mais espessos, devido provavelmente a maior
quantidade de materiais fibrosos, além disso, a aceitacdo foi satisfatoria. Segundo
0s autores a farinha de talos sdo matérias-primas de baixo custo e boas alternativas
para a aplicacdo em produtos hipocaléricos ricos em fibras. A utilizacdo de
subprodutos € interessante, pois pode aumentar o conteudo e fibras e o teor de
cinzas, ou seja, aumentar o teor de minerais.

Verifica-se que o uso desses vegetais em formulacdes pode ser eficiente
quanto as caracteristicas tecnoldgicas, enriqguecimento nutricional e aceitacao
sensorial, entretanto, a coloracao final no produto pode influenciar na aceitacao do
consumidor, por ser diferente do convencional. Entdo, deve-se fazer campanhas
educativas a cerca da importancia de consumo desses vegetais para saude e assim
aumentar sua aceitacédo (SALVINO, 2014).

N&o foram encontrados trabalhos onde a couve foi adicionada em matrizes
lacteas, como sera estudado no presente trabalho. Encontra-se na literatura outros
estudos em que foram adicionados Brassica oleracea em produtos alimenticios,
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como brocolis em péo de forma (ZAMBELLI et al., 2015), farinha de subprodutos de
brécolis em nhoque tradicional (MALUCELLI et al., 2009), além disso, extratos de
brécolis apresentaram efeito hepatoprotetor em ratos tratados com aditivos
alimentares conservante nitrito de sddio (NaNO;) e corante amarelo-sol, de acordo
com os autores este fato esta relacionado com o efeito antioxidante dos compostos
fendlicos e flavonoides (SARHAN; SHATI; ELSAID, 2014).

Outra area do setor alimenticio que os produtos de Brassica oleracea podem
ser adicionados é nas embalagens inteligentes. Pesquisadores desenvolveram
indicadores de tempo-temperatura adicionados de antocianinas provenientes de
extrato de repolho roxo (PEREIRA JUNIOR, ARRUDA; STEFANI, 2015; SILVA-
PEREIRA et al., 2015) a fim de indicar indiretamente alteracbes de qualidade dos
alimentos, através da detec¢cdo de mudancas no pH dos produtos alimentares
embalados quando submetidos a temperaturas inadequadas de armazenamento.

Deste modo, verifica-se a ampla utilizacdo e as potencialidades desses
vegetais, principalmente a couve, e seus produtos no setor alimenticio. Como foi
visto nos tépicos anteriores seus potenciais antioxidantes e fitoterapicos, com isso é
de suma importancia que esses potenciais benéficos sejam veiculados a populacao,
a partir de alimentos de facil aceitacdo, com o objetivo de promocdo da saude.
Como forma de demonstrar a importancia do enriquecimento da bebida lactea
fermentada com extrato de couve, pode-se observar da tabela 3 os nutrientes que
compdem a bebida e os nutrientes da couve.

Tabela 3- Composicdo nutricional de bebida lactea fermentada (50% de leite e 50%
de soro de leite) e de couve manteiga ambos em porgdo de 100 gramas (TACO,
2006).

Valor nutricional Bebida lactea fermentada Couve manteiga
Valor energético (kcal) 91,7 27,1
Carboidrato (g) 16,8 4,3
Proteina (g) 19 2,9
Lipidios (g) 19 0,6
Fibra (g) - 3,1
Célcio (mg) 70,0 130,9
Ferro (mg) - 0,5
Foésforo (mg) 49,9 48,7
Sadio (mg) 29,3 6,2
Vitamina C (mg) - 96,7

Verifica-se que além da couve possuir nutrientes que nao estao presentes
na bebida, como fibra alimentar, ferro e vitamina C, ainda ha maiores teores de
proteinas e calcio. Dessa forma, pode-se observar que a adi¢cdo de extrato de couve
na bebida lactea fermentada pode levar ao desenvolvimento de um produto
enriquecido nutricionalmente.
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ARTIGO:

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE EXTRATO AQUOSO DE
COUVE E POTENCIAL SUPLEMENTACAO EM BEBIDA LACTEA FERMENTADA

(Normas da Revista ActaScientiarum. Agronomy)
Resumo

Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano, bem como quantificar os
teores de compostos fendlicos e flavonoides em extrato aquoso de couve e a viabilidade da
adicdo em bebida lactea fermentada. As folhas foram submetidas a quatro tratamentos: frescas
trituradas em liquidificador, frescas pulverizadas em nitrogénio liquido, secagem em estufa
por 72h (45°C) e congelamento (-20°C). Foram determinadas a atividade antioxidante,
concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides. A atividade antimicrobiana foi analisada
frente a Staphylococcus aureus ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 8759 e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708. Preparou-se a bebida lactea fermentada adicionada do extrato de
couve de folhas secas nas concentracdes de 5%, 10%, 15%, 15% com sorbato e o controle e
foi determinada a atividade antioxidante e a contagem de bactérias laticas. O delineamento foi
inteiramente casualizado com médias comparadas pelo teste Tukey a 5%. As folhas secas e
congeladas apresentaram 0s maiores resultados de atividade antioxidante, e juntamente com
as folhas pulverizadas nao diferiram quanto aos compostos fendlicos, apresentando o0s
melhores teores. As folhas pulverizadas tiveram maior rendimento de flavonoides. Os extratos
aquosos de couve ndo apresentaram atividade antimicrobiana. A bebida lactea com adicdo de

15% do extrato aquoso de couve apresentou 36% de atividade antioxidante.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. acephala; fendlicos; flavonoides; extrato aquoso;
DPPH.

ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACT OF
KALE AND POTENTIAL SUPPLEMENTATION IN FERMENTED DAIRY DRINK

Abstract
The aim in this study was to evaluate the antioxidant and antimicrobial capacity of kale

leaves, as well as quantifying the contents of phenolic compounds and flavonoids present in
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its aqueous extract and the viability when added in fermented lactic drink. The leaves were
submitted to four treatments: fresh crushed in a blender, fresh pulverized with liquid nitrogen,
oven drying for 72 h (45°C) and freezing (-20°C). It was determined to the antioxidant
activity, concentration of total phenolic compounds and flavonoids. The antimicrobial activity
was analyzed against Staphylococcus aureus ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 8759 e
Salmonella choleraesuis ATCC 10708. The fermented lactic drink was prepared adding
quantities of 5%, 10%, 15%, 15% with sorbate and control of dried kale leaf extract and was
determined the antioxidant activity and the number of lactic bacteria. The statistical design of
the experiment was completely randomized and the averages were compared by Tukey test
5%. As for antioxidant activity, the dry and frozen leaves presented the best results and when
compared to the fresh pulverized leaves they did not differ in phenolic compounds, presenting
the best contents. Fresh leaves pulverized showed a higher yield of flavonoids. The aqueous
extracts of kale leaves did not present antibacterial activity against the microorganisms
studied. The milk beverage with 15% added of the aqueous extract of cabbage presented 36%

of antioxidant activity.

Keywords: Brassica oleracea var. acephala; phenolic; flavonoids; aqueous extract; DPPH.

INTRODUCAO

Os vegetais da espécie Brassica oleracea sdo amplamente consumidos em todo o
mundo (Girgin & EIl, 2015) e caracterizam-se pela consideravel atividade antioxidante,
antimicrobiana e fitoterapica. Estas propriedades benéficas a salde sdo em funcéo da presenca
de compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, vitaminas, glucosinolatos, isotiocianatos,
entre outros. A couve esta entre os vegetais classificados como “super alimentos”, em razao
do alto contetdo destes compostos (Sikora, Cieslik, Leszczynska, Filipiak-Florkiewicz &
Pisulewski, 2008; Korus, 2011a; Null & Feldman, 2011).

Os extratos de vegetais tém potencial para serem utilizados em produtos alimentares
com o objetivo de melhorar a qualidade e o valor nutritivo dos alimentos (Jaiswal, Abu-
Ghannam & Gupta, 2012), dessa forma, a couve apresenta teores fitoquimicos que enquadram
nesses objetivos.

A bebida lactea fermentada é um produto lacteo resultante da mistura do leite e 0 soro
de leite, fermentado mediante a acdo de microrganismos especificos, na qual é possivel a

adicdo de outras substancias alimenticias. Trata-se de um produto de facil aceitacdo e de
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acesso as diferentes faixas etarias, portanto, a suplementagdo da bebida lactea com extrato de
couve trata-se de uma vertente promissora, com isso, desenvolver um produto novo com
compostos bioativos da couve, pois € desejo do consumidor adquirir produtos enriquecidos e
funcionais. Pois além da couve ser altamente nutritiva, com propriedades funcionais, é de
facil acesso as populacgdes.

Contudo, apesar da couve ser boa fonte de antioxidante, pode apresentar variacoes
desta caracteristica nos diferentes estadios de desenvolvimento (Martinez-Villaluenga et al.,
2010), estadios de maturagdo (Korus, 2011a), sistemas de cultivo (Rigueira, Bandeira, Chagas
& Milagres, 2016) e ap0s processamentos (Sikora et al., 2008; Girgin & EI, 2015; Murador,
Mercadante & Rosso, 2016; Rigueira et al., 2016). Além disso, como o tipo de solvente
utilizado na extracdo tem influéncia consideravel sobre o conteudo de fitoquimicos e
atividade antioxidante e antimicrobiana, quando o objetivo é a adi¢cdo dos extratos em
alimentos devem-se considerar solventes que ndo sdo toxicos para 0 consumo humano.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano,
bem como quantificar os teores de compostos fendlicos e flavonoides em extrato aquoso de

couve e a viabilidade da adicdo em bebida lactea fermentada.

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo das amostras

As folhas de couve (Brassica oleracea var. achephala) cultivar manteiga foram
colhidas na horta experimental do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG em Montes
Claros, com altitude de 630 m, latitude de 16°45’S e longitude de 43°51°W, no periodo de
fevereiro a julho de 2017 e levadas ao Laboratério de Plantas Medicinais. A triagem das
amostras foi realizada de maneira a selecionar folhas comercializaveis segundo os critérios de
Azevedo et al. (2014), com comprimento maior que 20 cm, sem sinais de senescéncia e danos
ocasionados por pragas e doencas. As folhas selecionadas foram higienizadas, seguindo as
etapas de lavagem com agua corrente, sanitizagdo em solucdo de 200 ppm de hipoclorito de
sodio por imersdo durante 15 minutos e enxague com agua corrente (Costa et al., 2012).

As folhas de couve foram submetidas a quatro tratamentos. No primeiro, apos a
higienizagéo, cerca de 50 g de folhas foram picadas manualmente, em seguida trituradas em

liquidificador e foram imediatamente analisadas. No segundo tratamento as folhas também
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frescas (50 g) foram picadas manualmente e pulverizadas em nitrogénio liquido em almofariz
(Ayaz et al., 2008) e imediatamente analisadas.

Para o terceiro tratamento as folhas inteiras (200 g) foram submetidas a secagem em
estufa de circulacdo de ar a 45 °C por 72 horas, em seguida trituradas em almofariz e
armazenadas sob congelamento (-20 °C) por até 60 dias para as andlises de atividade
antioxidante, dos compostos fendlicos e flavonoides. A secagem foi uma das técnicas
escolhidas, pois é um processo de preservacao de alimentos utilizados ha muitos anos em que
a remocdo da agua reduz a deterioracdo microbiana e enzimatica, dessa forma o produto pode
ser armazenado por periodos longos (Korus, 2011a).

No quarto tratamento, cerca de 50 g das folhas higienizadas foram picadas
manualmente, em seguida, pulverizadas em nitrogénio liquido e armazenadas em tubos
Falcon sob congelamento (-20 °C) por até 60 dias para a analise da atividade antioxidante, dos

compostos fenolicos e flavonoides.

Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos aquosos as folhas (2,0 g) foram transferidas para
erlenmeyer (50 mL) e adicionado agua destilada (20 mL). A escolha da 4gua como solvente
se deve principalmente a ndo toxicidade, a facilidade de manipulacéo e a visdo de aplicacdo
em alimentos. O recipiente foi recoberto com papel aluminio e para cada tratamento foram
preparadas quatro repeticdes. O sistema foi mantido em agitacdo orbital (GO shaker, SK-180-
Pro) a 320 rpm por uma hora e posteriormente deixado em banho ultrassénico (Sanders,
SoniClean 6) por 25 minutos. O extrato foi filtrado e o sobrenadante recolhido em frasco
ambar, em seguida armazenou-se sob refrigeracdo (4 °C) até o momento da analise (adaptado
de Vale et al., 2015).

Anédlise de atividade antioxidante

A anélise de atividade antioxidante foi feita utilizando-se o radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrihidrazil) de acordo com a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995) com adaptacOes. Para a reacdo foi adicionado extrato aquoso de couve (0,2 mL) a
tubos de vidro contendo o radical (3,0 mL) DPPH 0,05 mM diluido em etanol. Os tubos
foram agitados no vortex por 30 segundos em seguida deixados em ambiente escuro por 30
minutos. A leitura da absorbéancia foi realizada em espectrofotbmetro (Micronal, B582) a 517

nm. A mistura de etanol (3,0 mL) e agua destilada (0,2 mL) foi utilizada como branco.
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A porcentagem de sequestro de radicais livres (SRL) foi calculada usando a seguinte
equacdo (Teixeira et al., 2013): SRL(%)=((Acontrole-Aamostra)! Acontrole)X100, onde Acontrole S€
refere a absorbancia da reacdo controle (3,0 mL de solucdo de DPPH e 0,2 mL de agua
destilada) e Aamostra @ absorbancia da reacao entre as amostras de extratos de couve e DPPH.

Foram determinados os valores de ECs, OU Seja, a concentragdo minima necessaria
para o extrato de couve reduzir em 50% o radical DPPH inicial da reagdo. Para a construcdo
da curva foram escolhidas cinco concentracdes diferentes de cada tratamento, sendo para

folhas secas de 1,5625 a 25 g mL™ e para os outros trés tratamentos de 6,25 a 100 g mL™.

Determinacdo de compostos fendlicos

Para a determinacdo de compostos fenolicos seguiu-se a metodologia descrita por
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5
mL dos extratos diluidos, em seguida adicionou-se 0,5 mL de solugdo de carbonato de sodio
(NaxCOs3) a 7,5% (m/v) e 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteau a 20% (v/v), ap0s isso 0s tubos
foram tampados, agitados em vortex por um minuto e deixados em repouso por 30 min em
ambiente escuro, em seguida procedeu-se a leitura da absorbancia no comprimento de onda de
765 nm. Para cada tratamento foram feitas quatro repeticdes em quadruplicata. Para expresséo
dos resultados construiu-se uma curva de calibragdo de &cido galico (Sigma-Aldrich) nas
concentragdes de 0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,04 mg mL™* (R?=0,99), dessa forma, os resultados
foram expressos em mg EAG/g peso seco. Utilizou-se a agua destilada como solvente para as
solugdes de carbonato de sodio, Folin Ciocalteau e acido gélico. As amostras foram diluidas

sempre que necessario de forma a atender os limites da curva padr&o.

Determinacdo de flavonoides

A determinacdo de flavonoides foi realizada conforme a metodologia descrita por
Dewanto, Wu, Adom e Liu (2002). Em tubos de ensaio foram adicionados 250 pL do extrato
ou padrdo, 1250 pL de agua destilada e 75 pL de solucéo de nitrito de sédio (NaNO,) a 5%
(m/v), em seguida o sistema foi mantido em repouso para reacdo por seis minutos, apds esse
tempo adicionou-se 150 pL de solucdo de cloreto de aluminio (AICI3) a 10% (m/v) e
permaneceu por mais cinco minutos em repouso, em seguida foram adicionados 500 uL de
solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 1M e completou-se o volume até 2,5 mL com agua

destilada, na sequencia os tubos foram agitados em vartex e foi feita a leitura da absorbancia a
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510 nm em espectrofotdmetro. Para cada tratamento foram feitas quatro repeticdes em
quadruplicata.

Para expressdo dos resultados construiu-se curvas de calibracdo de catequina
(Greenselect Phytosome, 88,88% de pureza) nas concentracfes de 100, 200, 300, 400 e 500
pg/mL e de quercetina (Sigma-Aldrich) nas concentragGes de 50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL
(R?=0,99) dessa forma, os resultados foram expressos em mg EC/g peso seco e mg EQ/g peso
seco. Utilizou-se a agua destilada como solvente para as solucdes de nitrito de sodio, cloreto

de aluminio, hidroxido de sédio e dos padrBes catequina e quercetina.

Triagem da atividade antibacteriana

Utilizou-se o método de difusdo em placas em discos de papel, no qual foi baseado na
metodologia proposta pelo CLSI (2015) com alteragdes. As bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 8759 e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 foram suspensas em solugdo salina estéril e a turvacdo foi
comparada com o padrdo 0,5 da escala de McFarland. Foi inoculado cerca de 15 pL dessa
suspensdo em placas de Petri contendo meio de cultura agar nutriente Mueller Hinton.

Em seguida foram colocados nestas placas de Petri discos de papel filtro de 6 mm de
didmetro impregnados com 30 pL de extrato de couve dos quatro tratamentos na concentragao
de 100 mg.mL™. Em seguida, incubaram-se as placas do antibiograma & temperatura de 37°C
por um periodo de 24 horas. Apos a incubacdo, os halos de inibicdo foram medidos. Foram

feitas trés repeticdes de cada bactéria.

Producéo da bebida lactea fermentada com extrato de couve

Para a producdo da bebida lactea fermentada foram utilizados os seguintes
ingredientes: Leite UHT integral, soro de leite em po, agua mineral, aclUcar, fermento lacteo
composto por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus (Crs.
Hansen), espessante amido modificado e o extrato de couve. A bebida foi produzida com a
relagdo de 75% de leite e 25% de soro de leite, essa proporcéo foi escolhida para atingir os
limites minimos de proteinas (1,79/100g) e matéria gorda (2g/100g) de origem lactea
(BRASIL, 2005).

Para preparo do extrato de couve foi escolhido o tratamento que apresentou resultados
satisfatorios nas analises de atividade antioxidante, determinacdo de fendlicos e flavonoides
em funcdo do extrato. O extrato foi preparado na concentracdo de 0,1 g mL™ e além das

etapas ja citadas no preparo o extrato foi micro filtrado (0,22um) com o objetivo de
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esterilizacéo e foi adicionado na bebida nas proporcdes de 5, 10 e 15% (v/v). Para o controle
positivo foi utilizado o conservante sorbato de potéssio concentracdo de 0,03 (3,0% m/v)
conforme o limite estabelecido pelo Regulamento técnico de identidade e qualidade de bebida
lactea (Brasil, 2005).

Para o processo de producdo da bebida lactea fermentada seguiu-se a metodologia
descrita por EPAMIG (2010), no qual o tempo de fermentagédo foi baseado na descri¢do do
fabricante do fermento lacteo e em medicdes do pH até chegar em 4,6. Foi feita, além da
bebida experimental com extrato de couve, a bebida controle com adicdo do conservante
sorbato de potassio. As bebidas foram acondicionadas em embalagens plasticas identificadas
e armazenadas sob refrigeracdo a temperatura de 5 °C, aproximadamente. Foram feitas as

analises microbioldgicas e antioxidantes nas bebidas apds a fabricacéo.

Anédlise da atividade antioxidante da bebida lactea fermentada

A andlise de atividade antioxidante da bebida lactea fermentada foi feita utilizando-se
o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil, Sigma-Aldrich) de acordo com a
metodologia de Brand-Williams et al. (1995) com adaptacbes de Skrede, Larsen, Aaby,
Jorgensen e Birkeland (2004).

Primeiramente as bebidas foram diluidas em metanol na proporcdo 1:0,5. Em seguida,
em triplicata, foram colocados 100 puL das amostras diluidas ou metanol (controle) em tubos
Falcon e adicionou-se 3,9 mL do radical DPPH (0,0277 g DPPH/L metanol). A mistura foi
deixada em ambiente escuro por 30 minutos e depois centrifugada a 4000 rpm por 10 min.
Apos isso, procedeu-se a leitura da absorbancia do sobrenadante em espectrofotémetro a 515

nm, utilizando-se o metanol como branco.

Contagem de bactérias laticas da bebida lactea fermentada

Em todas as bebidas produzidas foram feitas as contagens de bactérias laticas. Foi feita
a primeira diluicdo com 25 mL de amostra em 225 mL de solugéo salina peptonada 0,1%
(p/v) e homogeneizacdo. A partir da diluicdo inicial (10™), foram feitas as demais diluicdes
utilizando a solucgdo diluente citada acima. Foi inoculada cada diluicdo desejada no meio
MRS Agar (De Man, Rogosa e Sharpe), as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, apés
isso, procedeu-se a contagem das bactérias laticas (ISO 7889, 2003).

Andlise estatistica
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O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes e 0s
resultados foram analisados pelo método de anélise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% utilizando o software estatistico R e o pacote

ExpDes.pt.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides

Quanto a atividade antioxidante, as folhas recém-colhidas submetidas as técnicas de
trituracdo em liquidificador e pulverizacdo em nitrogénio liquido ndo se diferiram
estatisticamente (Tabela 1). Isso demostra que, neste caso, as diferencas no tamanho de
particulas das folhas (triturada>pulverizada), bem como a rapida inibicdo da atividade
enzimatica pela baixa temperatura do nitrogénio nao foram suficientes para influenciar na

capacidade de sequestro de DPPH.

Tabela 1- Atividade antioxidante, EC50, teor de compostos fendlicos e flavonoides em

extrato aquoso de couve

o Compostos Flavonoides
Atividade . :
o ECS50 fenolicos mgECatequi )
Tratamentos antioxidante mgEQuerceti
(mg/mL) (mgEAG/g peso  nal/g peso
(%) na/g peso seco
Seco) seco

Folhas secas 78,75+ 479 a 10,00 4353+387a 26,00+2,70b 1459+161b
Folhas

congeladas

71,20+ 2,06 a 43,80 4294 +9,11a 23,76 +2,06b 11,53+1,24D

Folhas frescas
) 63,16 +5,12 b 61,77 40,22+ 3,76 ab 49,27 £8,27a 26,83 +4,96 a
pulverizadas

Folhas frescas
) 62,04+091b 76,15 2989+273b 1991+0,82b 9,22+0,49b
trituradas

Letras iguais nas colunas nao se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

As porcentagens de inibicdo do radical DPPH pelas folhas frescas deste estudo estdo
de acordo com as encontradas por Korus (2011a) que obteve valores na faixa de 40,7 a 65,5%

para couve fresca. Nossos resultados também corroboram com Rigueira et al. (2016) os quais
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verificaram em folhas couve manteiga ndo processadas valores de 68,6%. Entretanto, as
porcentagens de SRL das folhas frescas estdo abaixo da encontrada por Melo et al. (2006) em
folhas de couve crua que apresentou valor de 90,49%, apesar que essa porcentagem ndo se
diferiu de 60,16% (alface crespa). Salienta-se que, os estudos de Rigueira et al. (2016) e Melo
et al. (2006) utilizaram metanol e etanol como solventes. J& no presente estudo utilizou-se
agua destilada. Como o tipo de solvente utilizado na extracdo tem influéncia direta na
composicdo fitoquimica do extrato, portanto, exerce influencia também no potencial
antioxidante (Jaiswal et al., 2012; Begum & Poonkothai, 2013).

Estudos relatam que vegetais e hortalicas submetidas a diferentes técnicas de
processamento podem sofrer alteracbes em seu potencial antioxidante (Sikora et al., 2008;
Rigueira et al., 2016). Bem como, o uso de diferentes tipos de solventes influencia sobre o
conteddo de fitoquimicos extraidos, e consequentemente na atividade antioxidante e na
atividade antimicrobiana. Devido ao propdsito de adicionar extratos em alimentos, o ideal é a
escolha de solventes ndo tdxicos e que seja de facil manipulacdo, portanto, a 4gua atende a
estes requisitos, contudo, deve se saber a sua eficacia na extragéo.

As folhas frescas trituradas e as frescas pulverizadas deste estudo, segundo
classificacdo de Melo et al. (2006), demostraram ter moderada capacidade de sequestro do
DPPH por ter valores de 60 a 70%. E importante lembrar que a condicéo das folhas frescas
trituradas se assemelha ao suco de couve, triturado em liquidificador com agua.

As folhas secas apresentaram o maior valor numérico de atividade antioxidante, mas
ndo se diferiram das folhas congeladas (Tabela 1). Outros trabalhos também verificaram
aumento da AAT em funcgéo da aplicacdo do calor, como os dados de Rigueira et al. (2016)
com a aplicacao de calor seco (fritura por 3 min) em folhas de couve, bem como, Murador et
al. (2016) e Girgin e El (2015) observaram aumento de 186,9% em couve e 39% em couve-
flor, respectivamente, na atividade antioxidante com o cozimento a vapor em relacdo aos
vegetais crus.

Este aumento da atividade antioxidante em fungéo do calor em folhas frescas pode ser
devido a diversos fatores, como a degradacdo de compostos, levando a variagdo no conteudo e
composi¢cdo dos fenolicos (Murador et al., 2016) e ruptura dos componentes celulares,
favorecendo a liberacdo de compostos antioxidantes (Girgin & El, 2015). Pode ser também
devido aos produtos da reacdo de Maillard formados durante o tratamento, que possuem acao
antioxidante (Santos, Batista, Duarte, Abreu & Gouvéa, 2007). Ou simplesmente pela
secagem favorecer a concentragdo dos compostos antioxidantes devido a menor quantidade de

agua em relacdo aos vegetais frescos.
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Os resultados das folhas secas estdo proximos aos encontrados por Rigueira et al.
(2016) quando analisaram folhas de couve manteiga submetidas ao calor seco e apresentaram
capacidade de inibicdo de DPPH de 72,5% a 86,9%. E sdo inferiores aos encontrados por
Melo, Maciel, Lima e Santana (2009) em espinafre, cenoura, couve e couve-flor cozidos a
vapor, que com 30 min de reacdo entre o extrato de couve e o radical DPPH, encontraram
valores de 85% a 90%.

As folhas congeladas, assim como as folhas secas, apresentaram os melhores
resultados no sequestro do radical DPPH (71,20%). Estudos evidenciam a estabilidade
antioxidante durante o congelamento, como é o caso de frutos de amora-preta com até 60 dias
de armazenamento, com variacdo de 80,55 a 77,94% de inibicdo do DPPH (Haida et al.,
2014) , néctar de amora-preta em que a % de inibicdo variou de 75,89 a 70,12 do tempo 0 até
90 dias de armazenamento, portanto evitou que os compostos funcionais fossem altamente
degradados (Aradjo, Rodrigues, Machado, Santos & Silva, 2009) e em suco de tangerina,
inclusive com aumento de 4,26% com 120 dias de armazenamento (Moreira, Lopes &
Valente-Mesquita, 2012).

A partir dos valores de absorbancia das diferentes concentracdes dos extratos em
reagdo com o DPPH foram feitos os calculos da ECs, para os tratamentos (Tabela 1), sendo
que quanto menor a ECso maior € a atividade antioxidante, por tanto houve uma relagéo destes
valores com a atividade antioxidante. Esses valores estdo proximos ao encontrado por
Armesto, Gomez-Limia, Carballo e Martinez (2016) em folhas de couve cozidas por fervura
(22,50 mg mL™), e apresentaram menor rendimento que os encontrados por Jaiswal et al.
(2012) para brécolis e repolho, que variaram de 0,71 a 1,41 mg mL™ dependendo do solvente
e menor que folhas de couve-flor com valor de 2,27 mg-mL™ (Bhandari & Kwak, 2015).
Conhecer a capacidade antioxidante dos alimentos pode ajudar nas pesquisas que avaliam a
ingestdo e o planejamento dietético para 0 aumento do consumo de antioxidantes (Wachtel-
Galor, Wong & Benzie, 2008).

Observou-se que nos extratos de folhas secas nas concentragdes de 25 e 100 mg.mL™,
apos a reacdo com o radical DPPH, houve formacéo de precipitado, sendo que quanto maior a
concentragdo maior o precipitado. N&o foram vistos relatos sobre isso na literatura, entdo
acredita-se que a formacdo do precipitado esteja relacionada com a maior concentracdo de
solidos nas folhas.

O interesse nutricional da couve estj, na maioria das vezes, relacionado aos seus
compostos fendlicos, pois esta é geralmente rica em polifendis e entre suas propriedades para

a saude humana, uma das mais importantes é a atividade antioxidante (Cartea, Francisco,
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Soengas & Velasco, 2001). As folhas secas, congeladas e frescas pulverizadas ndo diferiram
estatisticamente quanto aos compostos fenolicos (Tabela 1). J& as folhas frescas trituradas
apresentaram menor teor de fendlicos, mas ndo se diferiram das frescas pulverizadas
(p>0,05). Antes de transformar os valores para a unidade de mg EAG/g peso seco, obtiveram-
se os dados de mg EAG/mL de extrato, quando foi visto que o extrato com folhas secas
apresentaram o teor de fendlicos cerca de 10 vezes maior (4,06 = 0,36 mg EAG/mL de
extrato) que os outros tratamentos.

Estes resultados estdo acima dos observados por Naguib et al. (2012) que encontraram
valores de 7,68 a 13,82 mg EAG/g peso seco ao avaliarem o efeito de fertilizantes organicos
em duas cultivares de brdcolis. E acima dos encontrados para a couve Galega (13,18 mg
EAG/g peso seco) (Oliveira, Ramos, Branddo & Silva, 2015) e pra couve Curly armazenada
de 0 a 6 semanas sob refrigeracdo (16,67 a 17,50 mg EAG/g peso seco) (Hagen, Borge,
Solhaugh & Bengtsson, 2009). Contudo, estes teores estdo abaixo dos encontrados por
Bhandari e Kwak (2015) para couve-flor e brocolis e por Korus (2011b) para couve crua e
branqueada. E estdo de acordo com Armesto et al. (2016) em couve Galega crua.

O tratamento térmico e consequentemente a desidratacdo ndo mostrou alteracfes
significativas do teor de fendlicos totais em relacdo as folhas frescas (pulverizadas). Este
comportamento foi semelhante ao observado por Fiol et al. (2013) que submeteram trés
cultivares de couve a 100 °C durante duas e quatro horas, sendo que o teor de fenélicos nédo se
diferiram entre as amostras cozidas e a couve crua. Como justificativa, os autores ressaltam
que a degradacdo simultdnea de alguns compostos resulta em um aumento de outros
compostos ou substancias neoformadas o0 que compensa a perda de componentes fendlicos e,
portanto, ndo houve alteracdo do conteudo fendlico total (Fiol et al., 2013).

O maior teor de compostos fendlicos em folhas congeladas, comparando-se com as
folhas frescas trituradas estd de acordo com Alanis-Garza, Becerra-Moreno, Mora-Nieves,
Mora-Mora e Jacobo-Velazquez (2015) que avaliaram o efeito do congelamento industrial (-
20 °C), portanto a mesma temperatura do presente trabalho, sobre a estabilidade de moléculas
bioativas em sete cultivares comerciais de brocolis. Como resultados, os fenogis totais
permaneceram constantes na maioria das cultivares e em algumas foram observados ligeiro
aumento. O que sugere que 0s compostos bioativos em brdcolis congelados seriam mais bio-
disponiveis do que no vegetal cru (Alanis-Garza et al., 2015), o que corrobora com nossos
achados.

Portanto, o congelamento de vegetais pode levar ao desenvolvimento de cristais de

gelo dentro da matriz da planta, e esses cristais podem afetar a estrutura das membranas
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celulares, induzindo modificagfes em sua permeabilidade, melhorando o processo de extracao
dos compostos (Alanis-Garza et al., 2015). Além disso, estudos relatam que o congelamento
leva a maior retencdo de polifenois, como parte da resposta das plantas ao estresse causado
pela baixa temperatura (Sikora et al., 2008). Consoante a isso, em trabalho feito por Simdes,
Moreira, Mosquim, Soares e Puschmann (2015) foi visto que a baixa temperatura (5°C)
retardou reacOes enzimaticas (fenilalanina amdnia-liase, peroxidase e polifenoloxidase) e
mudangas no metabolismo fendlico e esses resultados mostram a importancia da temperatura
para manter a qualidade da couve inteira e minimamente processada.

No presente estudo, as folhas antes de serem congeladas foram submetidas a
pulverizacdo em nitrogénio liquido, portanto, pode ter havido inibi¢cdo de enzimas da couve,
gue podem influenciar no metabolismo fendlico, além da ruptura da membrana celular o que
poderia aumentar a extrabilidade dos compostos. As folhas frescas pulverizadas também
passaram por esses processos de nitrogénio liquido e de ruptura da membrana através da
pulverizacdo, o que pode justificar seus teores proximos, resultando em maior acessibilidade
dos compostos ao solvente de extracdo, pois 0s compostos fendlicos sdo hidrossoluveis.

Né&o foi significativa (p>0,05) a correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de
fendlicos (R=0,7372), as folhas frescas pulverizadas apresentaram menor poder antioxidante
que as folhas secas e congeladas, mas nédo diferiram desses tratamentos em relacdo aos
compostos fendlicos, isso se da porque os fendlicos ndo sdo os Unicos componentes que
influenciam na atividade antioxidante. Os estudos revelam que a capacidade antioxidante das
espécies Brassica oleracea esta relacionada com o contetudo e a composi¢do dos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, luteinas, vitamina C e acidos neoclorogénicos (Sikora et al., 2008;
Soengas, Cartea, Francisco, Sotelo & Velasco, 2012; Kaulmann, Jonville, Schneider,
Hoffmann & Bohn, 2014).

Dentre os compostos fenolicos, flavonoides e acidos fendlicos sdo os grupos mais
caracterizados em Brassica. Os flavonoides protegem as plantas contra a radiacdo UV,
microrganismos patogénicos, insetos e animais que se alimentam de plantas, além disso,
reagem como antioxidantes na defesa contra espécies reativas de oxigénio (ROS) (Neugart et
al., 2013; Park et al., 2014). As folhas secas, congeladas e frescas trituradas ndo se diferiam
estatisticamente quanto ao teor de flavonoides (Tabela 1), portanto, a aplicacdo do calor bem
como a baixa temperatura as folhas de couve fornecem extratos com altos teores de fendlicos,
porém baixas quantidades de flavonoides. E a trituracdo utilizando o liquidificador
apresentou-se como uma técnica ineficiente para a extracdo de ambos os compostos. Ja as

folhas frescas pulverizadas em nitrogénio liquido, caracteristicas por terem menor tamanho de
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particula e réapida inibicdo enzimética, forneceram extratos com maior teor de flavonoides
(26,83 mg EQ/g peso seco e 49,27 mg EC/g peso seco).

Situacdo semelhante foi encontrada por Bhandari e Kwak (2015) ao analisarem couve-
flor e brocolis, verificaram que o teor de fendis totais foi maior nas inflorescéncias, enquanto
que o contetdo total de flavonoides foi maior no tecido foliar, ou seja, ndo houve uma
correlacdo significativa entre fendlicos e flavonoides. No presente estudo ndo houve
correlacdo significativa (p>0,05) entre os flavonoides e a atividade antioxidante (R=-
0,21883), bem como flavonoides e compostos fendlicos (R=0,3438). As folhas secas,
congeladas e frescas pulverizadas apresentaram maior teor de compostos fenolicos. J& 0 maior
teor de flavonoides foi apresentado nas folhas frescas pulverizadas. Os resultados de
correlacdes ndo significativas encontradas neste estudo podem ser em funcéo da utilizacdo de
poucos tratamentos (quatro) e, portanto gerou baixo graus de liberdade do residuo. Com isso,
sd0 necessarios maior grau de liberdade do residuo para explicar biologicamente a real
correlagéo entre os componentes.

Os resultados encontrados para os teores de flavonoides estdo de acordo com 0s
encontrados por Bhandari e Kwak (2015) em brocolis e couve-flor e também corroboram com
os achados por Naguib et al. (2012) para brocolis. Antes de transformar os valores para a
unidade de mg/g peso seco, obteve-se os dados de mg/mL de extrato, foi visto que o extrato
com folhas secas apresentaram o teor de flavonoides (1,37 mg EQ/mL de extrato e 2,43 mg
EC/mL de extrato) cerca de 10 vezes maior que os tratamentos folhas congeladas e frescas
trituradas e cerca de cinco vezes maior que as folhas pulverizadas.

Para as folhas secas e congeladas, armazenadas por até 60 dias para a analise de
flavonoides, pode ter havido competicdo na producdo de outros compostos fendlicos, grande
grupo no qual os flavonoides pertencem, pois em estudo com repolho Park et al. (2014)
afirmaram que com base nas vias biossintéticas, os acidos fendlicos tiveram uma relacao
competitiva com antocianidinas e flavonadis.

Neste estudo as folhas de couve foram analisadas quanto as técnicas de trituracdo e de
conservacdo. A utilizacdo de dgua como solvente e a concentracdo de 0,1 g.mL™ (ou 100
mg.mL™) em folhas de couve obteve-se resultados satisfatérios de atividade antioxidante,
compostos fendlicos e flavonoides. Esse fato tem alta relevancia, principalmente no que se
refere a possivel adicdo desses extratos em alimentos como enriquecimento do potencial

antioxidante.

Atividade antimicrobiana dos extratos de couve
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Né&o houve formacdo de halo de inibicdo de nenhum dos extratos aquosos de couve
analisados frente as bactérias S. aureus, E. coli e Salmonella. Esses resultados néo
corroboram com outros trabalhos que encontraram acdo antimicrobiana em vegetais da
espécie Brassica oleracea utilizando extrato aquoso, como Sousa et al. (2008), Begum e
Poonkothai (2013) e Vale et al. (2015). Em ambos os trabalhos houve a concentragcdo do
extrato, seja por liofilizacdo ou por aquecimento, entre outras etapas que ndo foram utilizadas
nesta pesquisa. Além das condicBes experimentais, a ndo inibicdo pode ter se dado devido a
fatores relacionados com as folhas analisadas, como a cultivar selecionada, solo, clima da
regido e cultivo. Pois o sistema de cultivo (convencional e orgéanico) e o processamento (calor
seco e Umido) interferem diretamente na composicdo quimica do vegetal (Rigueira et al.,
2016) e os solventes utilizados na extracdo também influenciam na recuperacdo dos
metabolitos secundarios (Begum & Poonkothai, 2013). Demais estudos devem ser realizados
diversificando a concentracdo dos extratos e a maneira de extragdo desses compostos.

Em pesquisa realizada por Cavalheiro et al. (2009) também n&o foi observada ag&o
antimicrobiana dos extratos aquosos. De forma geral foi observado na literatura que a dgua
possui menor eficacia na extracdo de compostos antimicrobianos, como Alvarenga, Schwan,
Dias, Schwan-Estrada e Bravo-Martins (2007) observaram que ndo houve agéo antibacteriana
dos extratos aquosos, independente da concentracdo (10 e 20%) sobre nenhum dos
microrganismos pesquisados, ja 0s extratos etanolicos (20%) inibiram parcialmente o
crescimento de Shigella flexneri. E Degaspari, Waszczynskyj e Prado (2005) verificaram que
o0 extrato alcodlico de frutos da Schinus terebenthifolius apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, ja o extrato aquoso ndo apresentou
efeito inibitério sobre os microrganismos testados.

Diante disso, as folhas de couve estudadas nesta pesquisa e submetidas a estas técnicas
de extracdo ndo apresentaram acdo antimicrobiana. Portanto, novos trabalhos devem ser

feitos, estudando outras cultivares e metodologias de extragéo.

Bebida lactea fermentada adicionada de extrato aquoso de couve

Os extratos aquosos das folhas de couve submetidas a técnica de secagem
apresentaram melhores resultados de atividade antioxidante, EC50, compostos fendlicos e
flavonoides (em funcéo do extrato) dessa forma este tratamento foi escolhido para adicdo na

bebida lactea fermentada. A bebida lactea com 15% de extrato e a bebida com 15% + sorbato
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ndo diferiram estatisticamente e apresentaram maior atividade antioxidante (Tabela 2).
Portanto, a atividade antioxidante da bebida controle (11,65%) é em funcéo dos ingredientes
leite e soro, Ribeiro et al. (2014) verificaram atividade antioxidante de quase 5% em leite
fermentado e as proteinas do soro de leite e seus produtos metabolicos sdo antioxidantes e
sequestrantes de radicais livres (Sgarbieri, 2004). Neste caso, a adi¢cdo do aditivo sorbato de
potéssio ndo exerceu efeito antioxidante na bebida. Dessa forma, a bebida lactea fermentada
ja possui o potencial antioxidante e a adicdo de 15% do extrato aquoso de folha de couve seca

aumentou mais de trés vezes este potencial.

Tabela 2 — Atividade antioxidante e contagem de bactérias lacticas das bebidas lacteas
fermentadas com adic¢do de extrato aquoso de couve e do controle

Tratamentos Atividade antioxidante (%) BAL (UFC/mL)
Bebida 5% 26,83 £2,57b 2,13 x 10’
Bebida 10% 28,34 + 2,700 > 10’
Bebida 15% 36,82 + 3,37a > 10’
Bebida 15% com Sorbato 36,32 £5,27a 3,7 x 10°
Bebida Sorbato (controle) 11,65 +1,90c 1,49 x 10’

BAL.: bactérias &cido laticas. Letras iguais ndo se diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia

N&o houve diferenca na atividade antioxidante entre as bebidas adicionadas com 5% e
10% de extrato de couve, mas ainda sim foram 2,3 e 2,4 vezes maior que o controle,
respectivamente. Bieganska-Marecik, Radziejewska-Kubzdela e Marecik (2017) adicionaram
couve (cultivar curly) congelada e liofilizada em uma bebida a base de suco de macd e
observaram que a adicdo desses tratamentos causou aumento significante de 2,7 e 3,3 vezes
do teor de compostos fenolicos, 3,5 e 3,3 vezes dos flavonoides e aumento de 56% e 121% da
atividade antioxidante, respectivamente

Quanto a contagem de bactérias lacticas, as bebidas acrescentadas do extrato em 5%,
10%, 15% e 15% com sorbato apresentaram contagens de bactérias lticas acima de 10°
UFC/mL (Tabela 2), portanto estdo de acordo com a legislacdo vigente (Brasil, 2005). Com
isso, a presenca do extrato na bebida ndo inibiu o crescimento dessas bactérias, pois nao

diferiram do controle, corroborando com o estudo anterior de atividade antimicrobiana dos
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extratos de couve, dessa forma néo influenciou na principal etapa da producgéo dessa bebida
que é a fermentacéo.

Portanto, o extrato aquoso de couve € um ingrediente promissor tanto para o alimento
como para o consumidor, devido ao fato que inibira a oxidacdo da bebida bem como trata-se
de um alimento enriquecido com compostos bioativos da couve e com atividade antioxidante
aumentada, sendo que a bebida com 15% de adicdo apresentou melhor performance

antioxidante

CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo do calor bem como a baixa temperatura as folhas de couve fornecem
extratos com alta atividade antioxidante, altos teores de fenolicos, porém baixas quantidades
de flavonoides. Folhas frescas pulverizadas em nitrogénio liquido fornecem extratos com
maior teor de flavonoides. Nao ha acdo antimicrobiana dos extratos aquosos de couve frente
as bactérias S. aureus, E. coli e Salmonella. Demais estudos devem ser realizados
diversificando a concentracdo dos extratos e maneira de extragdo desses compostos.

A utilizacdo de 4gua como solvente e a concentracéo de 0,1 g mL™ em folhas de couve
obteve-se resultados satisfatérios de atividade antioxidante, compostos fenolicos e
flavonoides. O extrato aquoso de couve é promissor para adicdo em bebida lactea fermentada,
pois pode inibir a oxidacéo da bebida sem interferir no processo de fermentacéo.

Devido a demanda por alimentos funcionais, esses extratos também podem ser
adicionados em outros alimentos pobres em atividade antioxidante. Estudos posteriores
devem ser feitos para aceitacdo sensorial da bebida lactea fermentada suplementada com

extrato de couve.
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