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Resumo

Resumo

A industria alimentar € responsavel pela producdo de bilhdes de toneladas de
alimentos, em que uma grande parte, sdo perdidos ou desperdi¢cados como residuos. Esses
residuos sdo fontes ricas em compostos fenolicos que Ihes atribuem boas propriedades
bioldgicas, principalmente antimicrobiana e antioxidante. Este potencial torna viavel o
reaproveitamento e valorizacdo destes residuos, contribuindo para o crescimento da
economia circular e sustentabilidade do setor agroalimentar.

A Brassica oleracea var. Acephala, popularmente conhecida como couve galega,
¢ um alimento amplamente apreciado e consumido, que tem chamado a atencdo da
comunidade cientifica devido ao seu elevado valor nutricional. Particularmente rica em
vitaminas, minerais e fibras alimentares, a couve galega também se destaca pelo seu
potencial bioativo, contendo compostos fenolicos.

Desta forma, o presente estudo objetivou a caracterizacdo do perfil nutricional,
quimico e a acdo bioldgica da couve galega, assim como a obtencdo de um extrato rico
em fendis e flavonoides, que foi incorporado numa matriz alimentar (paes de leite) para
avaliar seu desempenho como conservante.

O valor nutricional (gordura, proteina, cinzas e energia) da amostra foi
determinado utilizando as metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC). A
composicao quimica da amostra foi feita através da determinacdo do perfil em acucares
livres por HPLC-RI, dos acidos gordos por GC-FID, dos acidos organicos por UFLC-
PDA e foram determinados também a quantidade de fendis e flavondides totais, atraves
de métodos espectofotométricos. O potencial bioativo do extrato foi avaliado através de
ensaios in vitro e testadas as atividades citotoxica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antioxidante.

Na amostra de couve galega foram identificados frutose, glucose e sacarose,
destacando-se a glucose como o principal agucar livre presente na amostra. Também
foram identificados os acidos oxalico, malico, ascorbico, citrico e fumarico, sendo os
acidos maélico e citrico os mais abundantes. O perfil de acidos gordos revelou a presenca
de cinco compostos, tendo sido os acidos gordos poli-insaturados os que apresentaram
maior concentragdo, destacando-se o &cido linolénico como maioritario. Quanto &
composicdo de fendis e flavonodides totais, o extrato revelou possuir uma quantidade

promissora destes compostos. O potencial bioativo foi avaliado através da atividade

xiii



Resumo

antioxidante pelas metodologias TBARS e CAA; a atividade antimicrobiana foi
determinada pelo método de microdiluicdo utilizando isolados clinicos de bactérias
Gram-positivos e Gram-negativos e estirpes de fungo; a citotoxicidade foi testada em
quatro linhas de células tumorais humanas (AGS, CaCo, MCF-7, NCI-H460) e numa
cultura de células primarias ndo tumoral (VERO), utilizando o ensaio de sulforrodamina
B.; a atividade antiinflamatdria foi determinada em células RAW 264,7.

Com base nos valores obtidos, foi demonstrada a presencga de acdo antioxidante.
Também a atividade antimicrobiana revelou resultados promissores, com bons efeitos
bacteriostaticos e fungistaticos. Relativamente a avaliacdo citotoxica e anti-inflamatoria,
0 extrato ndo apresentou atividade nas concentracBes testadas, ndo tendo, também,
apresentado toxicidade.

Relativamente ao poder conservante do extrato de couve galega nos pées de leite,
este foi avaliado ao longo do tempo (0 e 3 dias). Foram realizadas analises fisicas (textura,
cor, pH, atividade da &gua), nutricionais (proteinas, gorduras, hidratos de carbono, cinzas
e energia), e de avaliacdo da carga microbiana. A amostragem foi composta pelos pées de
leite funcionalizados com extrato de couve galega, pelos pédes de leite com aditivo
sintético comumente aplicado pela industria alimentar (acido sorbico) e pelos paes de leite
controlo (sem qualquer ingrediente ou aditivo).

Os resultados obtidos com a incorporacao revelaram alteracfes no perfil fisico,
nutricional e na carga microbiana em todas as amostras, mostrando de que forma as
diferentes incorporacdes podem afetar o produto alimentar original.

Neste contexto, a valorizagdo dos biorresiduos da couve apresenta-se ndo sé como
uma alternativa industrial, quando levado em conta o aproveitamento de subprodutos e
agregacao de valor perdido, mas também uma solucéo quanto a diminuicdo da quantidade
de aditivos artificiais usados no setor alimentar, apresentando equivalentes naturais como

possiveis substituintes.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. Acephala; Bioatividade; Compostos

fenodlicos; Atividade bioldgica; Conservante natural.
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Abstract

Abstract

The food industry is responsible for producing billions of tons of food, a large part
of which is lost or wasted as waste. These residues are rich sources of phenolic
compounds that give them good biological properties, mainly antimicrobial and
antioxidant. This potential makes the reuse and recovery of these residues viable,
contributing to the growth of the circular economy and sustainability of the agri-food
sector.

Brassica oleracea var. Acephala, popularly known as kale, is a widely appreciated
and consumed food, which has drawn the attention of the scientific community due to its
high nutritional value. Particularly rich in vitamins, minerals and dietary fiber, kale also
stands out for its bioactive potential, containing phenolic compounds.

Therefore, the present study aimed to characterize the nutritional, chemical and
biological action of kale, as well as to obtain an extract rich in phenols and flavonoids,
which was incorporated into a food matrix to evaluate its performance as a preservative.
The nutritional value (fat, protein, ash and energy) of the sample was determined using
official food analysis methodologies (AOAC). The chemical composition of the sample
was made by determining the profile of free sugars by HPLC-RI, of fatty acids by GC-
FID, of organic acids by UFLC-PDA and the amount of phenols and total flavonoids were
also determined by spectrophotometric. The bioactive potential of the extract was
evaluated through in vitro assays and tested for cytotoxic, anti-inflammatory,
antimicrobial and antioxidant activities.

In the kale sample, fructose, glucose and sucrose were identified, with glucose
being the main free sugar present in the sample. Oxalic, malic, ascorbic, citric and fumaric
acids were also identified, with malic and citric acids being the most abundant. The fatty
acid profile revealed the presence of five compounds, with polyunsaturated fatty acids
being the ones with the highest concentration, with linolenic acid standing out as the
majority. As for the composition of total phenols and flavonoids, the extract is revealed
to have a promising amount of these compounds. The bioactive potential was evaluated
through the antioxidant activity by the TBARS and CAA methodologies; antimicrobial
activity was determined by the microdilution method using clinical isolates of Gram-
positive and Gram-negative bacteria and fungus strains; cytotoxicity was tested on four

human tumor cell lines (AGS, CaCo, MCF-7, NCI-H460) and on a non-tumor primary
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Abstract

cell culture (VERO) using the sulforhodamine B assay; anti-inflammatory activity was
determined in RAW 264.7 cells.

Based on the values obtained, the presence of antioxidant action wasdemonstrated.
Also, the antimicrobial activity revealed promising results, with good bacteriostatic and
fungistatic effects. Regarding the cytotoxic and anti-inflammatory evaluation, the extract
did not show activity at the concentrations tested, nor did it show toxicity.

Regarding the preservative power of kale extract in milk bread, it was evaluated
over time (0 and 3 days). Physical (texture, color, pH, water activity), nutritional (protein,
fat, carbohydrate, ash and energy) and microbial load analysis were performed. The
sampling consisted of milk breads functionalized with kale extract, milk breads with a
synthetic additive commonly applied by the food industry (sorbic acid) and control milk
breads (without any ingredient or additive).

The results obtained with the incorporation revealed changes in the physical and
nutritional profile and in the microbial load in all samples, showing how the different
incorporations can affect the original food product.

In this context, the recovery of cabbage bio-waste presents itself not only as an
industrial alternative, when taking into account the use of by-products and added value
lost, but also a solution for reducing the amount of artificial additives used in the food

sector, presenting natural equivalents as possible substituents

Keywords: Brassica oleracea var. Acephala; Bioactivity; Phenolic compounds;

Biological activity; Natural preservative.
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1 Introducéo

1.1 Biorresiduos provenientes do setor agroindustrial

Milhdes de toneladas de residuos alimentares sdo gerados ao longo da cadeia
produtiva no setor agroindustrial. Estes residuos referem-se aos alimentos proprios para
0 consumo humano que sdo retirados da cadeia como resultado da ineficiéncia dos
sistemas produtivos ou por negligéncia (Jesus & Pires, 2018).

De acordo com o indice de desperdicio alimentar do PNUMA de 2021, em 2019
cerca de 931 milhdes de toneladas de residuos alimentares foram gerados. A Tabela 1
apresenta a estimativa do desperdicio alimentar global gerado por setores, sendo que o de
agregados familiares ocupa a primeira posicdo, responsavel por cerca de 61% dos

desperdicios (Programa das NacGes Unidas para o Ambiente, 2021).

Tabela 1 - Desperdicio alimentar global.

Setor Média de desperdicio Total 2019
alimentar global [milhGes de toneladas]
[Kg/capita/ano]
Agregado familiar 74 569
Servicos alimentares 32 244
Retalho 15 118
Total 121 931

Fonte : (Programa das Nagfes Unidas para o Ambiente, 2021)

No geral, a producdo de residuos alimentares estd associada ao desperdicio de
alimentos e as perdas na producdo (Silva, 2018). Sendo que em todas as etapas da cadeia
alimentar sdo abordados os conceitos de perda e desperdicio, que estdo explicadas e
exemplificadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Definicao de perda e desperdicio alimentar.

Definicdo Ocorréncia Exemplos

Perda A diminuigdo  da Pds-colheita, Danos durante 0
quantidade Processamento e transporte,
ou qualidade dos distribuicdo armazenamento
alimentos resultantes ineficiente,
de decisdes e acOes de manuseio inadequado.

fornecedores durante o

abastecimento da

cadeia

Desperdicio A diminuicdlo  da Retalhoe Alimentos ndo
quantidade ?& rrlzgmo o servicos consumidos descartados
ou qualidade dos alimentares) no quotidiano
alimentos resultantes doméstico e em
de decisdes e ages restaurantes,
pelos varejistas, Produto que é
servicos alimentares e descartado porque
consumidores ndo atende aos padrBes

de comercializag&o.

Fonte: (FAO, 2020)

Os residuos provenientes do setor agroindustrial enquadram-se como as perdas
durante o processo de industrializacdo que englobam desde a colheita até a distribuicao.
Os principais residuos gerados pela agroindustria sdo os residuos solidos organicos
(Gaspar et al., 2020). Estes residuos oriundos das unidades de transformacéao de alimentos
sdo considerados biorresiduos, que segundo o Decreto-Lei n.° 102-D/2020 de 10 de
Dezembro, entende-se por “residuos biodegradaveis de jardins e parques, os residuos
alimentares e de cozinha das habitagGes, dos escritorios, dos restaurantes, dos
grossistas, das cantinas, das unidades de catering e retalho e os residuos similares das
unidades de transformacao de alimentos.”

As frutas e vegetais destacam-se por serem um dos produtos agroindustriais de
origem vegetal mais produzidos mundialmente e, principalmente, por ser o grupo de
alimentos que apresenta a maior quantidade de perda e desperdicio (Caldeira et al., 2019;
Junior, 2020). Isto deve-se por serem tecidos vivos com metabolismo ativo e sujeitos a

mudangas continuas depois da colheita, quando expostos a condi¢des inadequadas
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(temperatura e umidade) mesmo que por um curto periodo podem sofrer uma queda
sensivel na qualidade, suficiente para impedir a sua utilizacdo e comercializacao (Spagnol
etal., 2018).

Em 2019, a producéo total mundial de frutas foi de 868 milhdes de toneladas e de
vegetais foi de 1 089 milhdes de toneladas, contudo estima-se que 50% desta producao é
perdida desde a colheita até a chegada ao mercado. Esta perda também relaciona-se com
todo o desperdicio de insumos, terras, agua, energia entre outros recursos que Sao
utilizados para cultivar (FAO, 2020). Como consequéncia da alta demanda alimentar,
tornou-se crescente a exploragdo dos recursos naturais e 0 aumento da quantidade de
biorresiduos gerados e acumulados no meio ambiente (Costa Filho, 2017). A producéo
destes biorresiduos acarretam em grandes impactos ambientais como a emissao de gases
com efeito de estufa (GEE), estima-se que de 8% a 10% da emissao global destes gases
estdo aliados a alimentos que nédo sdo consumidos (Programa das Nac6es Unidas para o
Ambiente, 2021).

Mesmo sendo prejudicial para 0 meio ambiente, a principal via de destinacdo dos
biorresiduos sdo os aterros, sendo que em 2020, obteve-se um total de 64% de residuos
depositados em aterro em funcdo do total dos residuos produzidos em Portugal
Continental (Agéncia Portuguesa do Ambiente, 2021). Portanto, o desvio dosbiorresiduos
de aterros para vias alternativas que visam a ndo excessiva geracdo e valorizacdo dos
mesmos, torna-se uma estratégia para a diminuicdo dos impactos no meioambiente e para

um melhor aproveitando dos recursos naturais.

1.2 Valorizacéo dos biorresiduos agroalimentares

A necessidade de utilizacdo dos recursos de forma mais correta e eficiente, a
reducdo do desperdicio desnecessario, a modificacdo das pautas de producdo a fim de
obter o maximo aproveitamento dentro da cadeia produtiva e 0 melhor consumo e gestéo
dos residuos sdo fatores contribuintes para a economia circular, que propde que o0s
materiais sejam utilizados visando a maximizagdo do seu valor, reduzindo a geracdo de
residuos e gerando beneficios econbémicos concomitantes aos ambientais (Humana
Portugal, 2019; Ribeiro & Kruglianskas, 2014). O modelo da economia circular é
ilustrado pela Figura 1.
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Matérias-primas

Design

Produgio,
re-transformagdo

Economia CIRCULAR

Residuos “ . Distribuigio

Figura 1- Economia circular
(Fonte: Allen, 2018).

As estratégias ja utilizadas de gestdo dos residuos ndo contribuem
necessariamente com a economia circular, portanto, € necessario a ado¢do de novas que
visam principalmente a prevencdo e reducdo (Morseletto, 2020). A hierarquia dos
residuos apresentada na Figura 2 estabelece uma ordem de prioridades quanto as
melhores alternativas de gestdo; sendo as acGes, de maior para a menor preferéncia, séo:

prevencao e reducdo, reutilizagdo, reciclagem, valorizagdo e eliminagéo.

Outros tipos de
valorizagdo

v

Figura 2 - Hierarquia dos residuos

(Fonte: Agéncia Portuguesa do Ambiente, 2019).
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Quando os alimentos ndo servem mais para 0 consumo humano, algumas opgdes
como valorizacdo e reciclagem devem ser consideradas. A reciclagem inclui opcbes que
podem dar origem a produtos de alto valor agregado contribuindo com a valorizacao e
evitando assim a producdo destes residuos. Com foco na extracdo e recuperacao de
compostos potencialmente valiosos, esta op¢do pode contribuir para a conversdo da
matéria que seria eliminada em produtos fonte de bioativos (European Commission Joint
Research Centre, 2020).

1.3 Biorresiduos como fonte de compostos bioativos

Particularmente ricos em compostos biativos, 0s biorresiduos horticolas ndo sdo
apenas as matérias primas que apresentam danos fisicos ou quimicos acabando por nao
se enquadrar nas caracteristicas padrdo de comercializacdo, mas incluem também pele,
sementes, cascas, talos, entre outras partes ndo ediveis que sdo descartadas durante as
operacOes de preparacdo. (Baeta, 2014). Estes residuos podem ser utilizados para a
recuperacdo de moléculas altamente valiosas (Raiola et al., 2018).

1.3.1 Moléculas de interesse presentes nos biorresiduos

Dependendo das matérias-primas e do processamento a partir do qual sdo
produzidos, os biorresiduos podem conter diferentes niveis de nutrientes (proteinas,
lipidios, minerais, carboidratos) e também de compostos funcionais de alto valor
(vitaminas, carotenoides, polifendis, péptidos, polissacarideos) (Pintado & Teixeira,
2015). Varios estudos tém sido realizados no sentido de avaliar e determinar o perfil
nutricional e o potencial bioativo de diversas matérias primas descartadas pela industria,
mostrando resultados satisfatérios quanto a obtencdo de compostos de elevado valor.

Com enfoque nos residuos de Brassica, alguns estudos estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estudos da extracdo de bioativos em bioresiduos de Brassica.

Molécula de interesse  Biorresiduo Método de extracéo Referéncia

Carotendides Brassica rapa ssp. Solugdo de Metanol (Neugart et al., 2018)
Chinensis (Couve
Chinesa)

Glucosinalatos Brassica rapa ssp. Agitacdo com metanol (Neugart etal., 2018)
Chinensis (Couve quente
Chinesa)

Compostos fenolicos Brassica rapa ssp. Ultrassom seguido de  (Neugart et al., 2018)
Chinensis (Couve agitacdo
Chinesa)

Vitamina C Brassica oleracea var.  Solugdo de extracdo (Lafargaetal., 2018)
Italica (brécolis), contendo acido

Brassica oleracea var.  metafosférico e &cido
Botrytis (Couve-flor), acético

Brassica oleracea var.

acephala (Couve
galega)

Fibras Brassica napusL. Soxhlet utilizando éter (Rodrigues etal., 2021)
(Canola) como solvente.

Antocianinas Brassica oleracea L., Solvente com agitagdo  (Patras, 2019)

convar. capitata (L.)
Alef, var. rubra DC

(Repolho roxo)

Contudo, diversos investigadores tem associado o0s materiais ndo ediveis,
produzidos pelo processamento de hortaligas, ricos em compostos bioativos podendo ser
utilizados como fonte de antioxidantes (Baptista et al., 2021).

1.3.2 O caso particular dos compostos fenélicos

Os compostos fendlicos estdo entre as maiores classes de de compostos bioativos.
Sé&o definidos como substancias cuja estrutura possui um ou mais aneis aromaticos, o qual
se encontra ligado a um ou mais substituintes hidroxilicos (Sagar et al., 2018). Estes
compostos apresentam elevada atividade antioxidante, isto deve-se principalmente a sua
estrutura quimica e propriedades de oxirreducdo que desempenham um importante papel

na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres (Zardo, 2019), ou seja, podem prevenir a
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oxidacdo das biomoléculas eliminando os radicais livres produzidos durante as reagdes
redox (Baptista et al., 2021).

As propriedades antioxidantes exibidas por muitos vegetais deve-se,
principalmente, aos compostos fenolicos. Estes sdo produtos derivados do metabolismo
secundario dos vegetais e atribui nas plantas aspectos sensoriais (cor, aroma,
adstringéncia e sabor) e funcdo de protecdo contra estresse oxidativo, radiacdo
ultravioleta e conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas. Dentre os compostos
com potencial atividade antioxidante estdo: vitamina C, carotendides, clorofilas, e uma
variedade de antioxidantes fitoquimicos como compostos fendlicos simples, glicosideos
e flavonoides (Aradjo et al., 2021; Lopes, 2015; Rocha et al., 2011; Silva et al., 2022).

Para além de influenciarem na protecdo das plantas e estarem ligados a aspetos
sensoriais, 0s compostos fendlicos com fun¢do antioxidante também desempenham nos
alimentos o importante papel de ajudar a prevenir ou retardar o desenvolvimento da
rancidez oxidativa, que é responsavel pela deterioracdo de produtos. Neste sentido a
incorporacdo de agentes antioxidantes naturais prolonga a vida uatil dos produtos
alimentares (Galanakis, 2012; J. A. da Silva, 2018).

1.4 Subprodutos Alimentares: novas alternativas e possiveis aplicacdes na
industria

Um dos principais desafios que a industria alimentar enfrenta € a preservacdo dos
seus produtos. As grandes necessidades alimentares, aliadas ao consumismo e a
competitividade do mercado global, levam a escolha do método de conservacdo de
alimentos mais barato. Desta forma, sdo aplicados diferentes processos comorefrigeracao,
secagem, congelamento e aquecimento, ou ainda 0 método mais comum deconservacao
e melhoramento de produtos alimentares, a adi¢do de aditivos alimentares (Arias, 2019).

Os aditivos sdo, comumente, utilizados ndo s6 para manter as caracteristicas
organolépticas, mas também, para prevenir e até mesmo inibir quaisquer alteracdes nos
alimentos provocadas por microrganismos ou enzimas, evitando assim alteracdes que
sejam indesejaveis e mantendo a qualidade dos produtos, a fim de prolongar a sua vida
atil e facilitar processos como embalamento e transporte dos alimentos. (Carocho et al.,
2015).
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A legislagdo da UE define 27 classes funcionais de aditivos alimentares, sendo
algumas delas os acidificantes, conservantes, corantes, humidificantes, espessantes,
gelificantes, estabilizadores, entre outras (DGAV, 2022).

Aditivos conservantes sdo substancias que impedem ou retardam alteracfes
provocadas nos alimento por microrganismos ou enzimas. Podem atuar como
antioxidantes, que sdo substancias que retardam o aparecimento de alteracfes oxidativas
nos alimentos; e como antimicrobianos, que sdo utilizadas para controlar a contaminacgéo
por mirorganismos incluindo os patogénicos. A letra utilizada para a identificagdo desses
conservantes é a E, e o intervalo numérico vai de E200 ao E399 ( Silva et al., 2019).

Estes métodos de conservacdo por incorporacdo de aditivos, apesar de apresentar
eficiéncia quanto a ndo deterioracdo do produtor e custos reduzidos para a industria,
podem também ser prejudiciais, visto que quando consumidos durante um longo periodo
de tempo ou em doses superiores a dose determinada pelos 6rgéos controladores, podem
vir a causar alguns problemas de salde ao ser humano, como toxicidade e potenciais
alergias (Vincenzi et al., 2021).

O uso de aditivos nos alimentos é controlado baseado na sua avaliacdo
toxicoldgica e tendo em conta aspectos como efeito acumulativo, sinérgico e de protecao.
A sua aplicacdo é limitada a um determiando tipo de alimentos, em condicdes especificas
e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado, e as concentrac@es utilizadas devem ser
administradas de forma a que a sua ingestdo diaria ndo ultrapasse os valores de ingestdo
didria aceitdvel (IDA). Para além disso, devem atender as exigéncias de pureza
estabelecidas pela FAO-OMS ou pelo Food Chemical Codex. A indlstria alimentar é
obrigada a seguir todas as restricdes impostas relativas ao uso destes aditivos (Ministério
da Salde, Secretaria de Vigilancia Sanitaria, 1997).

A ampla utilizagdo de aditivos pela industria de alimentos acarreta uma enorme
distribuicdo de produtos contendo estes compostos sendo rotineira 0 consumo e compra.
Apesar de toda acessibilidade, os consumidores estdo cada vez mais exigentes quanto ao
consumo de produtos mais saudaveis, com elevada qualidade e sem vestigios de aditivos
que podem vir a ser prejudiciais a satde (Arias, 2019). Neste sentido, € necessaria a busca
de substancias de origem natural que atendam as exigéncias do mercado consumidor e
gue consigam dar uma resposta eficiente ao setor industrial para serem utilizadas no

processameno de alimentos (Galo et al., 2018).
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1.4.1 Ingredientes conservantes naturais

Muitos estudos demonstram que bioativos derivados de plantas, como o0s
compostos fenodlicos, podem inibir o crescimento e a atividade de varios microrganismos,
incluindo fungos, leveduras e bacterids gram positivas e gram negativas (Favela-
Gonzélez et al., 2020). Devido sua estrutura molecular diversificada e sua composi¢éo
quimica, estes compostos podem exercer efeitos antimicrobianos diferentes como a
inibicdo de enzimas extracelulares e desestabilizacdo da membrana de plasma podendo
servir como fonte de agente antimicrobiano para a industria alimentar (Le et al., 2020).

A utilizacdo de bioconservantes como o0s compostos fendlicos em alimentos € uma
oportunidade para a aplicacdo de suas atividades bioldgicas, que proporciona um efeito
protetor contra deterioragdo, e permite a producdo de alimentos sem aditivos sintéticos
tornando-o mais seguro para os consumidores. O principal métodos de aplicacdo dos
compostos fenolicos é sua adi¢do direta no produto alimentar (Martillanes et al., 2017).

Esta adicdo de compostos fendlicos direta no produto pode ser feita de diversas
formas, como microcéapsulas, farinha, extratos e 6leos. A incorporacdo na forma de
extrato vem sendo estudada e amplamente aplicada em produtos alimentares por
apresentar elevados teores de compostos bioativos reuperados a partir da matéria vegetal

e pela sua atuacdo em preservar alimentos frescos e processados (Raphael et al., 2021).

1.5 Brassica oleracea var. Acephala

1.5.1 Caracterizagdo botanica, origem e producgéo

A Brassica oleracea var. Acephala, Figura 3, popularmente conhecida como
couve galega, € uma hortalica folhosa, pertencente a familia Brassicaceae. Esta espécie
horticula teve origem no do leste Mediterraneo e € usada como cultura alimentar desde
2000 aC. Produzidas principalmente a partir de sementes, € uma cultura tipica das
estacdes outono-inverno e tem o seu melhor desenvolvimento em temperaturas mais
amenas (16 °C a 22 °C); contudo, pode ser plantada durante todo o0 ano por ser uma espécie
que apresenta tolerancia a mudancas climéticas. A sua difusdo por todo o mundo foi

efetuada por viajantes e imigrantes (Acikgoz, 2011; Salvino, 2014; Samec et al., 2018).
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Figura 3 - Brassica oleracea var. Acephala
(Fonte: Samec et al., 2018).

A nivel botanico, é uma planta anual, herbacea, arbustiva e possui caule
razoavelmente alto e vertical que emite folhagem nova no topo. De folhas largas,
arredondadas com superficie lisa ou ondulada de colorag&o verde, ndo forma cabeca densa
como a couve-flor e o repolho. E considerada como um repolho sem cabeca, acéfalo,
sendo esse motivo a origem do nome var. Acephala (Sigrist, 2015).

Comercializada em folhas, esta espécie teve o seu consumo gradativamente
aumentado devido aos novos habitos culinarios e as recentes descobertas da ciéncia no
gue concerne as suas propriedades nutracéuticas (Cardoso et al., 2017).

A producdo mundial de couve e outras brassicas para o consumo humano foi de
70,8 milhdes de toneladas em 2020, estando a producdo concentrada no continente
Asiatico como demonstrado na Figura 4, destacando-se a China como o maior produtor
(33,8 milhdes de toneladas), seguido da India (9,2 milhdes de toneladas) e Russia (2,6
milhdes de toneladas). (FAOSTAT, 2020).

10
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Figura 4 - Figura representativa da producéo mundial de couve e outras brassicas em 2020
(Fonte: FAOSTAT, 2020).

1.5.2 Composicao nutricional e quimica

Como demonstrado na Tabela 4, a couve galega tem alto teor de Calcio (210
mg/100g de massa fresca), folato (141 ug/100g de massa fresca), riboflavina (0,130
mg/100g de massa fresca) e vitamina K (704,8 pug/100g de massa fresca). A quantidade
de vitamina C (120 mg/100g de massa fresca) destaca-se por ser muito maior na couve
do que em outros vegetais como brdcolis, couve-flor, repolho e couve de bruxelas (Samec
et al., 2018). Com relacdo a composic¢do dos acidos gordos os polissaturados sao 0s mais
predominantes com cerca de 0,338 g/100g de massa fresca, estudos indicam que
nomeadamente 0s mais presentes na planta sao: C16:3n3, C18:3n3, C18:2n6 (Vidal et al.,
2018).

11
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Tabela 4 - Composigao nutricional da couve numa porg¢ao de 100g (massa fresca).

Componente Unidade Couve galega
Energia kcal 49
Agua g 84,04
Proteinas g 4,28
Gordura g 0,93
Aclcar g 2,26
Hidratos de carbono g 8,75
Fibras g 3,6
Vitaminas

Vitamina A ug 500
Tiamina mg 0,110
Riboflavina mg 0,130
Niacina mg 1,000
Piridoxina B6 mg 0,271
Vitamina C mg 120
Vitamina K ug 704,8
Vitamina E mg 1,540
Folato ug 141
Minerais

Célcio mg 210
Magnésio mg 30
Manganés mg 0,663
Faésforo mg 27
Ferro mg 1,12
Sédio mg 50
Potéssio mg 251
Cobre mg 0,055
Zinco mg 0,27
Selenio mg 15
Acidos Gordos

Saturado g 0,091
Monoinsaturado g 0,052
Polissaturados g 0,338

(Fonte: Samec et al., 2018).

Além de ser uma boa fonte de fibras, vitaminas e minerais, a couve galega
apresenta também diferentes compostos bioativos antioxidantes como acido ascérbico,
glucosinolatos, polifendis, tocoferois e carotendides (Fuente et al., 2020).

O grupo de polifendis mais importante presente nas espécies de Brassica séo 0s
flavonodides. Estes contém 15 atomos de carbono em sua estrutura basica dispostos na
forma C6-C3-C6 com dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos que podem ou nao

se ligar a um terceiro, sendo que um dos importantes fatores para o desenvolvimento da
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atividade antioxidante é a presenca de um grupo hidroxila livre na posi¢do 3 e/ou 5. Os

flavonois kaempferol e a quercetina, cuja estrutura é apresentada na Tabela 5, séo a classe

mais importante de flavonoides na Brassica oleracea (Favela-Gonzalez et al., 2020;

Pereira, 2015; Zardo, 2019).

Tabela 5 - Compostos fendlicos e sua estruturas presentes na couve galega.

Composto Principais componentes e sua estrutura quimica Referéncias
O (I:Hs 0
HO.
X" oH 0O X" 0H
HO HO
Acido cafeico Acido ferulico x
Acidos fendlicos (Samec etal,
0 2018)
HsCO e
HO
Acido sinapinico
OH
A AOH o, OH
HO_ R Pre I'A|\ = HO R /’o‘\ AN &
Y. “| % § 1" X | T 0 (Samec et al.,
Flavondides LA A PPN
Y Oy o Y Y oM 2018)
OH O OH ©
Quercetina kaempferol
(0]
0 HsCO %
o XN OH .
Acidos OH (Favela-Gonzélez
hidroxicinamicos & HO etal., 2020)
H OCH;

Acido p-cumairico

Acido sinapinico
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Os niveis de macronutrientes, vitaminas, minerais e compostos bioativos
dependem de fatores ambientais, condic¢des de cultivo e de crescimento. Estudos mostram
que amostras de couve coletadas durante o inverno apresentam maior concentracdo de
alguns minerais como o ferro, zinco, magnésio e célcio. O estagio de maturacdo também
é um importante fator que influéncia na composicdo do vegetal, foi estudado e
demonstrado que o teor de vitamina C € maior em plantas adultas enquanto o de proteina

é maior em plantas jovens (Samec et al., 2018).

1.5.3 Aplicaces e beneficios

Sua ampla distribuicdo mundial e consumo abundante na dieta lhes conferem
relevante importancia nutricional e econdémica (Favela-Gonzélez et al., 2020).

No que concerne ao uso culinario, as folhas de couve sdo amplamente utilizadas,
podendo ser consumidas cruas, refogadas ou cozidas, em saladas, sopas e Sucos
desintoxicantes atribuindo beneficios nutricionais aos consumidores (Ministério do
Ambiente e da acdo climatica, 2020).

Além de possuirem propriedades nutricionais que promovem a saude humana,
possuem também elevada atividade antioxidante que desempenham um importante papel
na prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo, como doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (Drabinska et al., 2018).

Na inddstria alimentar, os coprodutos da couve também podem ser ricos em
bioativos e podem ser utilizados para desenvolver extratos comerciais benéficos para a
salde humana (Thomas et al., 2018). Estes extratos torna-se uma oportunidade
interessante para a aplicacdo de suas atividades biolégicas e permite a producdo de
alimentos sem aditivos sintéticos para os consumidores (Martillanes et al., 2017).

Desta forma, além das propriedades nutricionais e a facilidade de incorporacao
deste alimento na alimentacdo diaria, é visto novas aplicagbes a couve galega
conjuntamente ao seu potencial bioativo. Neste sentido, esta matriz alimentar traduz-se
numa alternativa promissora para a industria, no que toca a atribui¢do de um novo destino

dos seus biorresiduos e no potencial de aplicagdo como bioconservante.
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2  Objetivos

A teméatica do desperdicio alimentar abrange por si s6 um vasto leque de setores,
quer de investigacéo, social, econémico e ambiental, tornando-se um desafio desenvolver
estudos nesta area, que sirvam ao mesmo tempo a ciéncia e a sociedade.

Considerando os valores de desperdicio anual no setor alimentar executado por
toda a cadeia de valor, é importante identificar os problemas, determinando e instituindo
medidas estratégicas para a reducdo dos mesmos, fazendo o seu reaproveitamento e
valorizacdo. Para além disso, tendo em conta que os residuos produzidos no setor
hortofruticola sdo variados e a maioria destes apresentam teores consideraveis de
compostos bioativos, a sua aplicacdo na inddstria alimentar como possiveis ingredientes
conservantes representara uma mais valia na vertente socioecondmica e de salde.

Este trabalho tem como objetivo a caracterizag¢do nutricional, quimica e bioativa
da couve galega, assim como a obtencdo de um extrato rico em compostos fenélicos que
sera incorporado num produto alimentar, a fim de avaliar as propriedades conservantes
durante um periodo de armazenamento definido.

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

1. Determinacdo do valor nutricional de couve galega, através da aplicacdo de
metodologias oficiais de analise (AOAC);

2. Determinacdo da composicdo quimica de couve galega, usando técnicas
cromatograficas para avaliacdo do perfil individual em agUcares livres, acidos gordos e
acidos organicos, e técnicas espetofotométricas para a determinacdo de fenodis e
flavondides totais;

4. Obtencdo de um extrato rico em fendis e flavondides a partir de couve galega;

3. Determinacdo das propriedades bioativas do extrato, analisando o potencial
antioxidante, citotoxico, anti-inflamatdrio e antimicrobiano in vitro;

5. Incorporagdo do extrato num produto alimentar, pdo de leite, e avaliagcdo das
caracteristicas fisicas e nutricionais, assim como avaliacdo do potencial conservante
atraves da analise da carga microbiana, durante o periodo de armazenamento de 0 e 3

dias.
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3 Material e métodos

3.1 Amostra

Os biorresiduos de couve galega utilizados para esse estudo foram cedidos pela
empresa CAMPOTEC e codificados como ALCG. A amostragem era composta por talos,
folhas e couves que ndo cumpriram os requisitos de comercializacdo. Ap6s a recepcao, as
amostras frescas foram congeladas e desidratadas (Figura 6) através do processo de
liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EU.). Por fim foram trituradas e

armazenadas para, posteriormente, proceder a realizagdo das analises laboratoriais.

Figura 6 - Biorresiduos de couve galega liofilizado
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

3.2 Padroes e reagentes

3.2.1 Anélise quimica e nutricional

Os solventes acetonitrilo (99,9%), n-hexano (95%), etanol absoluto (99,9%) e
acetato de etilo (99,8%), todos de grau HPLC, foram adquiridos na empresa Fisher
Scientific (Lisboa, Portugal). A mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de acidos gordos
(FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), assim como os padrdes de agucares (D(-)-frutose, D(+)-sucarose, D(+)-
glucose, D(+)-trealose, D(+)-melezitose e D(+)-rafinose pentahidratada), padrdes de
acidos organicos (L(+)-acido ascorbico; acido citrico; acido malico; acido oxalico; &cido
sucinico; acido fumarico e acido quinico). A agua foi tratada em um sistema de
purificacdo de dgua Milli-Q (TGI Pure Water Systems, USA).
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3.2.2 Estudo das bioatividades

Atividade citotoxica e toxicidade: Foram adquiridos na empresa Hyclone (Logan,
Utah, USA) o soro fetal de bovino (SFB), a L-glutamina, a solu¢do salina de Hank’s
(HBSS), a solucdo de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e 0 meio
DMEM (meio de cultura para células animais (Dulbecco Modified Eagle)). A Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) forneceu o &cido acético, a elipticina, a sulforodamina B
(SRB), o é&cido tricloroacético (TCA) e Tris. A agua foi tratada como referido
anteriormente na seccéo 3.2.1.

Atividade anti-inflamatéria: As células RAW 264.7 foram compradas a ECACC
(“European Collection of Animal Cell Culture”) (Salisbury, UK) e o DMEM a Hyclone
(Logan, Utah, USA). O Griess Reagent System Kit foi adquirido da Promega (Madison,
WI, USA).

Atividade antimicrobiana: O Mueller-Hinton agar (MHB) foi obtido na Biolab®
(Hungria). O composto p-iodonitrotetrazolium chloride (INT) foi adquirido da Panreac
Applichem (Barcelona, Espanha). Os antibioticos imipenem e vancomicina foram obtidos
da Hikma farmacéutica (Portugal SA) e a Ampicilina da Janssen farmacéutica (Bélgica).

Atividade antioxidante: O padrdo trolox (&cido 6-hydroxi-2,5,7,8-

tetrametilchroman-2-carboxilico), AAPH foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA).

3.3 Determinacdo do valor nutricional dos bioresiduos de B. oleracea var.
Acephala

A composic¢do nutricional foi realizada através de metodologias oficiais de analise
de alimentos (AOAC, 2016), sendo determinado o teor de proteinas, lipidios, cinzas,
humidade, hidratos de carbono e energia.

O teor em proteinas (Nx6,25) foi obtido pelo método macro-Kjeldahl, como
descrito na norma AOAC 978.04 o qual se baseia na quantidade de azoto presente na
amostra. Para tal, adiciona-se acido sulfurico concentrado (H2SOs) a amostra (0,5 g)
ocorrendo, desta forma, a digestdo da matéria organica (Figura 6) e consequente
formacéo de um sal inorganico, o sulfato de amonio (NH4)2SOs4, no qual é retido o azoto.

De seguida, alcaliniza-se a solugdo por adi¢cdo de hidréxido de sédio (NaOH), que
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poténcia a libertacdo de azoto na forma de amoniaco, NHs. O amoniaco é, em seguida,
destilado e recolhido numa solucédo de &cido conhecido, neste caso, H.SO4 (0,1 M). Por
fim, é feita uma titulagdo com NaOH (0,1 M) (Figura 7), utilizando um indicador

vermelho de metilo, que permite quantificar o azoto presente na amostra.

|
Figura 7 - Equipamentos utilizados para a determinacéo do teor de proteinas
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

Os lipidios foram determinados pelo método de extracdo em Soxhlet (Figura 8),
como descrito na norma AOAC 920.85 Utilizou-se 3g de amostra, éter de petréleo como

solvente de extracdo e uma temperatura de aproximadamente 80 °C durante 7 horas.

Figura 8 — Equipamento utilizado para a determinagdo do teor de lipidios (soxhlet)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

A obtencéo do teor em cinzas foi realizada como descrito nanorma AOAC 923.03,

onde fez-se uma incineragdo em mufla a 550 £ 15°C durante 12 horas (Figura 9).
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Figura 9 — Amostra ap6s incineracdo em mufla
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

O valor de humidade foi determinado pela diferenca entre a massa da amostra
antes e apds passar pelo processo de liofilizagéo.

Os hidratos de carbono foram calculados por diferenga, usando a Equacgéo 1. A
energia total foi determinada de acordo com a Equacéo 2, sendo que o valor de cada
nutriente foi multiplicado por seu equivalente caldrico e 0 somatorio expressou a quantia
de calorias na amostra. Os fatores utilizados foram relativos aos hidratos de carbono (4

kcal/g), proteinas (4 kcal/g) e lipidos (9 kcal/g).

Hidratos de carbono = 100 — (gproteinas + Giipidios + Jcinzas)

Equacéo 1 - Equacéo para determinacdo de hidratos de carbono.

Energia(Kcal) =4 X (gproteinas + Ghidratos de Carbono) + (9 X ggordura)

Equacéo 2 - Equacéo para determinagéo da energia total.

3.4 Determinacdo da composicdo quimica dos bioresiduos de B. oleracea var.
Acephala
3.4.1 Acucares
Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito por Barros
etal. (2013).
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A amostra (1 g) foi adicionada melezitose (utilizada como padrdo interno, 25
mg/mL) e 40 mL de etanol (80:20, v/v), num banho a 70 °C (Julabo, SW22; Seelbach,
Alemanha), durante 1 hora e 30 min, com agitacdo a cada 15 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante obtido foi centrifugado (centrifuga refrigerada
K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 350 rpm durante 10 minutos e
transferido para um baldo de vidro para evaporar a fracdo etandlica com auxilio de um
evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil, Suica) (60 °C, pressdo reduzida). A fase aguosa
foi lavada 3 vezes com éter dietilico (10 mL), as duas fases aparentes foram separadas e
a primeira foi vertida para um tubo (Figura 10), sendo, seguidamente, os restos do éter
dietilico presente no tubo evaporados em estufa. Ao residuo seco obtido, foi adicionada
agua ate perfazer um volume final de 5 mL e filtrou-se 1,5 mL do mesmo (filtros de nylon
- 0,2 um, Whatman) para um vial, a fim de proceder a analise do perfil em aglicares no

sistema HPLC.

éter dietilico (A), Tubo contendo a primeira fase ap6s separacéo (B)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

O sistema de HPLC encontra-se equipado com uma bomba (Knauer, Sistema
Smartline 1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager
5000), um amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, Maryland, EUA) e um

detector de indice de refracdo (Knauer Smartline 2300). A separa¢do cromatogréafica foi
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obtida através de uma coluna Eurospher 100-5 NH2 (4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer), que
operou a uma temperatura de 35 °C (7971 R Grace).

Como fase movel foi usado acetonitrilo/agua desionizada (70:30; v/v) com um
caudal de 1 mL/min, sendo o volume de injecdo de 10 pL. Para a identificacdo dos
compostos, recorreu-se ao software Clarity 2,4 Software (DataApex), com o qual se
compararam 0s tempos de retencdo relativos dos picos da amostra, com padrbes
conhecidos. Os resultados foram obtidos pelo método do padrdo interno e expressos em

grama de composto por 100 g de massa fresca.

3.4.2 Acidos organicos

Os acidos organicos foram determinados através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de diodos (UFLC-DAD), como descrito anteriormente
por Barros et al. (2013b).

A extracdo foi realizada ao abrigo da luz adicionando 25 mL de 4cido
metafosfdrico (4,5%) a amostra (1,5 g), colocando- a sob agitacdo magnética durante 20
min a temperatura ambiente. Apos extracdo, a mistura foi filtrada através de papel de
filtro (Whatman N ° 4) para um tubo de ensaio de 20 mL e, posteriormente, atraves de
filtros de nylon (0,2 pm; Whatman) para um vial ambar (1,5 mL) para proceder com a
analise em UFLC (Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo). A separacao dos mesmos foi
obtida através de uma coluna SphereClone (Phenomenex, Torrance, California, EUA) de
fase inversa C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm i.d.) termostatizada a 35 °C, sendo a elui¢do
realizada com acido sulfurico (3,6 mM) com um caudal de 0,8 mL/min, sendo o volume
de injecdo de 20 pL.

A deteccdo dos acidos organicos foi obtida recorrendo a um sistema DAD,
aplicando os comprimentos de onda de 215 nm e 245 nm (para o acido ascorbico). A
quantificacdo dos compostos foi efetuada por comparagdo da area dos seus picos
registados, nos comprimentos de onda referidos anteriormente, com as curvas de
calibracdo obtidas a partir dos padrdes do respetivo composto. Os resultados foram

expressos em mg de composto por 100 g de massa fresca.
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3.4.3 Acidos gordos

Os &cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com deteccao por
ionizacdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por (Pereira et al., 2012).

Ao extrato lipidico obtido previamente por extracdo em Soxhlet, foram
adicionados 5 mL de uma solug&o de metanol/&cido sulfurico/tolueno, na proporgéo 2:1:1
(v/viv) e a mistura permaneceu num banho (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha) a 50 °C
(com agitacdo de 160 rpm) durante aproximadamente 12 h. Apds retirar os tubos do banho
e, com 0 intuito de potenciar a separacédo de fases, foi adicionada dgua desionizada (3 mL)
na mistura e, posteriormente, para recuperacdo dos ésteres metilicos de &cidos gordos
(FAME) adicionou-se éter dietilico (3 mL), ambos os passos com agitacdo em vortex.
Apds separacdo das fases, transferiu-se o sobrenadante para um vial, no qual se adicionou
previamente sulfato de sodio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante. Por dltimo,
filtrou-se o mesmo através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) para um vial (Figura 11), para posterior analise em GC.

Figura 11 — Amostra apds filtragem
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

O perfil de acidos gordos foi obtido através de um sistema de GC (Modelo DANI
GC 1000) equipado com um injetor split/splitless, um detector de ionizagédo de chama
(FID, 260 °C) e uma coluna Zebron-Kame (20 m x 0,18 mm ID x 0,15 pum df;
Phenomenex, Lisboa, Portugal). O programa de temperatura aplicado foi o seguinte:
temperatura inicial de 80 °C, durante 1,5 min; aumento progressivo da temperatura: 40
°C/min até 160 °C; 5 °C/min até 185 °C; 30 °C/ min até 260 °C que permaneceu durante
4 min. O gas de transporte utilizado foi o hidrogénio com um caudal de 0,6 mL/min,
medido a 250 °C. A injeg¢ao split (1:80) foi realizada a 260 °C, onde foi injetado 1 uL da

amostra.
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A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de retencéo
relativos dos picos de FAME das amostras com padrdes conhecidos. Para o
processamento dos resultados, recorreu-se ao software Clarity DataApex 4.0 (Praga,
Republica Checa) e estes foram expressos em percentagem relativa (%) para cada acido

gordo detectado.

3.4.4 Fenois e Flavondides totais

A determinacdo do teor de compostos fenodlicos totais foi feita no extrato
hidroetandlico obtido a partir dos biorresiduos de couve galega, através de um método
espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin—Ciocalteu (Wolfe et al., 2003). Ao
extrato (500 pl) foram adicionados 2,5 ml de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10, v/v; em
agua) e 2 ml de carbonato de sodio (75 g/L). A mistura foi homegeneizada no vortex
durante 15 seg e colocados no banho-maria durante 30 min a 40 ° C, para o
desenvolvimento de cor (Figura 12). Em simultaneo, foi preparado um branco contendo
apenas solvente. Seguidamente, foi medida a absorvéancia a 765 nm (Figura 12) num
espetrofotdmetro e calculada a concentracdo utilizando uma curva padrdo obtida com
acido galico. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico por grama

de extrato (mg GAE/ g extrato).

Figura 12 — Analise de fendis totais — Intensidade da cor do extrato de couve galega (A) e microplaca contendo a reta
de calibracéo (Ac. Galico) e extrato de couve galega (B)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022)

A determinagdo de flavonoides totais foi, também, determinada no extrato
hidroetandlico obtido a partir do bioresiduos de couce galega. Para tal, foi aplicado um

método espectofotométrico, tendo-se utilizado uma solucdo padrdo de catequina para
obtencdo da curva de calibracdo (Zhishen et al., 1999). Prepararam-se diferentes
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concentragdes (1:2) dos extratos das amostras por diluicdo sucessiva (Figura 13). Aos
500 pl da solucdo de extrato ou padrdo foram adicionados 2 ml de dgua destilada e,
posteriormente, 150 pl da solucdo de NaNO:z (5%). A mistura foi homogeneizada no
vortex durante 15 seg e deixados em repouso durante 6 min; apds adicdo de 150 pl de
solucéo de AICIz (10%), os tubos foram novamente levados ao vortex durante 15 seg e,
mais uma vez, deixados em repouso durante 6 minutos. Misturou-se 2 ml da solucdo de
NaOH (4%), 200 pl de agua destilada, agitatou-se em vortex durante 15 seg e deixou-se
repousar durante mais 15 min. Por ultimo, mediu-se a absorvancia a 510 nm e calculou-
se a concentragdo de flavonodides totais utilizando uma curva padrdo obtida com
catequina, sendo os valores expressos em mg de catequina por g de extrato (mg CE/ g

extrato).

Figura 13 - Anélise de flavondides — Intensidade da cor na solugdo padréo de catequina (A) e intensidade da cor do
extrato de couve galega (B)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

3.5 Avaliagdo das propriedades bioativas do extrato hidroetanolico obtido a partir
dos bioresiduos de B. oleracea var. Acephala

O potencial bioativo do extrato hidroetanélico obtido a partir dos bioresiduos de

de B. oleracea var. Acephala foi avaliado através da determinacdo das propriedades

antimicrobianas, citotdxicas e hepatdxica, anti-inflamatdrias e antioxidantes. O extrato

hidroetandlico foi obtido e preparado para cada uma das anéalises conforme descrito na

préxima seccédo (sec¢do 3.5.1).
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3.5.1 Extracdo da amostra por maceragao

Foi preparado um extrato a partir do material vegetal seco por liofilizagcdo. A
amostra liofilizada (bioresiduos de B. oleracea var. Acephala) (1 g) foi submetida a
maceracdo com uma solucéo de etanol/agua (80:20, v/v; 30 mL) a temperatura ambiente,
com agitacdo constante (150 rpm) durante 1 hora. Posteriormente, foi filtrada através de
um papel de filtro (Whatman No. 4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o processo
foi repetido, sendo a amostra re-extraida com 30 mL da mesma solucédo hidroetanolica.
Por fim, a fragdo alcoolica dos extratos obtidos foi evaporada a pressao reduzida (Biichi
R-210, Flawil, Suica) e a fragdo aquosa foi liofilizada (47 °C, 0.045 bar; FreeZone 4.5,
Labconco, Kansas City, MO, EUA) para a realizacdo das analises do potencial bioativo.
Uma quantidade do extrato seco obtido (10 mg) foi, posteriormente, re-dissolvido numa
solucdo de EtOH/H20 (20:80, v/v; 2 mL) e seguidamente, filtrado através de discos LC
descartaveis de 0,22-um para posterior analise em HPLC.

O extrato hidroetanolico obtido foi dissolvido, separadamente, em: meio decultura
(10 mg/mL) para os ensaios de atividade antimicrobiana (sec¢do 3.5.2); agua destilada
com concentracdo de 8 mg/mL para a avaliagdo da atividade citotdxica, toxica (secgdo
3.5.3) e atividade anti-inflamatéria (seccdo 3.5.4); e em solucdo hidroetandlica
(EtOH/H20; 80:20 (v/v)) com concentragdo de 5 mg/mL para a avaliacdo da atividade
antioxidante (seccdo 3.5.5). Posteriormente, estas solucdes foram diluidas

sucessivamente de forma a obter as concentracdes de trabalho.

3.5.2 Atividade antimicrobiana
3.5.2.1 Atividade antibacteriana

Para avaliacdo da atividade antibacteriana seguiu-se a metodologia descrita por
Carocho et al. (2015) e foram utilizadas bactérias Gram-negativas e Gram-positivos. As
Gram-negativos foram: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Typhimurium
(ATCC 13311) e Enterobacter cloacae (ATCC 35030). As Gram-positivas foram:
Staphylococcus aureus (ATCC 11632), Bacillus cereus (isolado clinico), Listeria
monocytogenes (NCTC 7973). Estes microrganismos foram adquiridos no Laboratdrio de
Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigacdo Biologica
“Sinisa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado na Sérvia. Com a aplicagdo do método
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de microdiluigdo foi possivel a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e
a concentracdo minima bactericida (CMB) para o extrato avaliado.

As culturas de bactérias foram ajustadas atraves do espectrofotometro ficando
com uma concentragio de 1x10° UFC/mL, correspondendo a uma suspensdo bacteriana
determinada num espectrofotémetro a 625 nm. As dilui¢Bes de in6culos foram cultivadas
em meio sélido para verificar a auséncia de contaminacdo e verificar a validade do
inoculo. As diferentes diluicdes do extrato hidroetanolico de B. oleracea var. Acephala
foram pipetadas para os pogos contendo 100 pL de caldo de soja triptico (TSB) e,
posteriormente, foram adicionados 10 puL de indculo. As microplacas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C.

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI, menor
concentracdo que produziu uma inibig&o significativa de 50% do crescimento da bactéria
em comparacdo com o controlo positivo) foram adicionados 40 pL de cloreto de
iodonitrotetrazélio (INT) (0,2 mg/mL) e incubou-se a 37 °C durante 30 min. As CMIs
obtidas do teste de suscetibilidade de varias bactérias ao extrato foram determinadas
também por um ensaio colorimeétrico de viabilidade microbiana baseado na redugdo da
cor INT e comparado com um controlo positivo para cada estirpe bacteriana. A CMB
(concentracdo minima bactericida) foi determinada por subcultura em série, colocando 10
uL de cada poco que ndo apresentou mudanga de cor a 100 pL de TSB. A menor
concentracdo que ndo apresentou crescimento apds essa subcultura foi considerada como
a CMB. A ampicilina foi usada como controlo positivo. Os resultados de CMI e CMB

foram expressos em mg/mL de extrato hidroetandlico liofilizado.

3.5.2.2 Atividade antifingica

Para a avaliagcdo da atividade antifingica, foi seguido um procedimento descrito
por Carocho et al. (2015). Para tal, foram utilizados seis microfungos, sendo eles:
Aspergillus fumigatus (isolado clinico), Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus
versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Penicillium
verrucosum var. cyclopium (isolado alimentar) e Trichoderma viride (IAM 5061). Estes
organismos foram adquiridos no Laboratério de Micologia do Departamento de
Fisiologia Vegetal do Instituro de Investigagdo Biologica “Sinisa Stankovi¢” na
Universidade de Belgrado na Sérvia.
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Os micromicetos foram mantidos em malte agar (MA) e as culturas foram
armazenadas a 4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Os esporos fungicos foram lavados
da superficie das placas de 4gar com solucéo salina estéril a 0,85 % contendo Tween 80
a 0,1 % (v/v). A suspensdo de esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril para
uma concentragdo de aproximadamente 1,0x10° num volume final de 100 pL por pogo.
Os indculos foram armazenados a 4 °C. As diluicdes dos indculos foram cultivadas em
MA solido para verificar a auséncia de contaminacdo e a validade do inoculo. A
determinacdo da CMI foi realizada pela técnica de dilui¢do sucessiva em microplacas de
96 pogos. A amostra foi adicionada ao meio de malte com o inéculo fingico e as
microplacas foram incubadas durante 72 horas a 28 °C. As concentracdes mais baixas
sem crescimento visivel (usando um microscépio binocular) foram definidas como CMI.
As concentragcBes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura em
série de 2 uL. de cada poco que ndo apresentou atividade, em microplacas contendo 100
pL de caldo de malte por poco e posterior incubadas durante 72 horas a 28 °C. A menor
concentracdo sem crescimento visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte
do indculo original. O DMSO a 5% foi utilizado como controlo negativo, enquanto o
cetoconazol foi utilizado como controlo positivo. Os resultados de CMI e CMF foram
expressos em mg/mL de extrato hidroetandlicos.

3.5.3 Avaliacéo da citotoxicidade e toxicidade

Para a avaliacdo do potencial citotoxico do extrato hidroetanolico (80:20; v/v)
obtido a partir dos residuos de B. oleracea var. Acephala, foi procedido o ensaio de
Sulforodamina B (SRB) como descrito por Barros et al. (2013).

Para testar a capacidade antiproliferativa do extrato em células tumorais, foram
usadas linhas celulares tumorais humanas, tais como: AGS (adenocarcinoma gastrico),
CaCo (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (carcinoma da mama) e NCI-H460
(carcinoma de pulmao). Uma linha celular ndo tumoral também foi testada, sendo ela:
VERO (obtida a partir de rim de macaco verde Africano). Todas as linhas foram obtidas
no DMSMZ — Leibniz — Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH. As linhas tumorais foram mantidas como culturas aderentes emmeio
RPMI-1640 suplementado com 10 % de soro bovino fetal (FBS), glutamina (2 mM),

penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL); e a linha ndo tumoral foi mantida
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em meio DNEM suplementado com 10 % de soro bovino fetal (FBS), glutamina (2 mM),
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pug/mL). As culturas (tumorais e ndo
tumoral) foram incubados a 37 °C numa incubadora com ar umidificado e 5% CO..

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico e em camara de
fluxo laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar contaminacdes. Foram testadas
concentragdes de 0,125 a 8 mg/mL, através da diluicdo em agua. Cada uma das
concentragdes do extrato (10 uL) foram incubadas, com a suspenséo celular (190 uL) das
linhas celulares testadas, em microplacas de 96 po¢os por 72 horas. As microplacas foram
incubadas a 37 °C numa incubadora com ar umidificado e 5% CO.. Cada linha celular foi
testada numa densidade apropriada, sendo as tumorais em 1,0 x 10* células/pogo e a néo
tumoral em 1,9 x 10* células/pogo. Apds tal periodo de incubacéo, adicionou-se a cada
poco acido tricloroacético frio (TCA, 10% w/v; 100 uL), incubando-se de seguida durante
60 min a 4 °C. As microplacas foram lavadas com agua desionizada e secas. Em seguida,
adicionou-se solugdo de SRB (0,057 %, m/v; 100 pL), ficando a placa a incubar durante
30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, lavou-se a placa com acido acético (1%
v/v) para remover o excesso de SRB e deixou-se secar ao ar.

A SRB foi solubilizada com 200 uL de Tris (10 mM; pH 7,4) num agitador de
microplacas (Stat Fax-2100). A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de
540 nm num leitor de microplacas (Instrumentos Bio-Tek, ELX800, Inc; WinooskKi,
EUA), utilizando-se a elipticina como controlo positivo. Os resultados foram expressos
em valores de Glso (concentracdo de amostra que inibe 50% de crescimento celular) em

unidades de pg/mL.

3.5.4 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi feita de acordo com o procedimento
de Jabeur et al. (2016). Foram usadas células macrofagas RAW 264.7 de rato obtidas no
DMSMZ - Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH.

O extrato hidroetandlico obtido a partir de bioresiduos de B. oleracea var.
Acephala foi dissolvido em agua a fim de obter a concentracdo final de 8 mg/mL. A partir
desta concentracdo foram feitas dilui¢cdes sucessivas com intuito de obter asconcentragdes

de teste (0,125 - 8 mg/mL). Foram feitas culturas de células macrofagas
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RAW 264.7 de rato em meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS)
inativado por calor, glutamina e antibioticos. Essas culturas foram incubadas a 37 °C com
5% de CO2 em ar umidificado.

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador, a densidade
experimental das células foi estabelecida a 5 x 10° células/mL e a proporc¢do de células
mortas foi inferior a 5%, de acordo com o teste de exclusdo de azul tripano.
Seguidamente, as células (300 pL) foram distribuidas numa placa de 96 pogos (150 000
células/poco) e a microplaca foi incubada por 24 horas na incubadora nas condigdes
previamente indicadas para permitir adequada aderéncia e multiplicacdo das células.
Depois deste periodo, as células foram tratadas com diferentes concentragfes dos extratos
de couve (15 pL; 0,125 - 8 mg/mL) e incubadas durante 1 hora com a faixa de
concentragéo testada de 6,25 - 400 pg/mL. Posteriormente, foi realizada uma estimulacéo
com adi¢do de 30 pL de lipopolisacaridos (LPS) (1 mL/mL) e incubado novamente pelo
periodo de 1 hora.

Dexametasona (50 mM) foi usada como controlo positivo e amostras sem adicéo
de LPS foram usada como controlo negativo com o intuito de observar se estes induziam
alteracdes nos niveis basais de 0xido nitrico (NO).

A quantificagdo de 6xido nitrico foi determinada utilizando um Kit de Reagentes
Griess (solugdes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e através da curva de
calibracdo do nitrito (100 mM nitrito de sédio a 1,6 mM) preparada em placa de 96 po¢os.
O O6xido nitrico produzido foi determinado medindo a absorbancia a 540 nm (leitor de
microplacas ELX800 Biotek) e comparado com a curva de calibragdo (Jabeur et al.,
2016). Os resultados foram calculados através da representacao grafica do percentual de
inibicdo da producdo de éxido nitrico versus a concentracdo da amostra, e foram
expressos em valores de ICso (concentracdo de amostra que inibe 50% da producéo de

oxido nitrico).

3.5.5 Auvaliacéo da atividade antioxidante
3.55.1 TBARS
A analise procedeu-se conforme descrito por Barros et al. (2010). Cérebros de
porco, obtidos num matadouro local, foram dissecados e homogeneizados com um

Polytron em tampéo Tris-HCI gelado (20 mM, pH 7,4), para produzir um homogenato de
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tecido cerebral 1:2 (p/v) que foi centrifugado a 3500 rpm por 10 min. Uma aliquota (0,1
mL) do sobrenadante foi incubada com as diferentes concentracbes do extrato
hidroetandlico de B. oleracea var. Acephala (0,2 mL; 5 - 0,019 mg/mL) na presenca de
sulfato de ferro FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e acido ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL) a 37 °C por
1 h. Apds aincubacdo, a reacéo foi interrompida pela adicéo de acido tricloroacético (28%
p/v, 0,5 mL), seguido por &cido tiobarbiturico (TBA, 2%, p/v, 0,38 mL), e a mistura foi
entdo aquecida a 80 °C por 20 minutos. Apés centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos
para remover a proteina precipitada, a intensidade da cor do complexo MDA-TBA
(Figura 14) no sobrenadante foi medido pela sua absorbancia a 532 nm. A taxa de
inibicdo (%) foi calculada usando a Equacdo 3 onde A representa a absorbancia do
controlo e B a absorbéncia da solugdo do composto.

. A-B)
Taxa de inibicdo (%) = n x 100

Equacéo 3 - Equacédo da determinacdo da taxa de inibicdo em ensaio TBARS.

- v
R T E L e Ay

Figura 14 - Ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante TBARS
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).
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3.5.5.2 Avaliacéo da atividade antioxidante celular (CAA)

Para avaliar a atividade antioxidante celular (CAA), o extrato hidroetandélico de
B. oleracea var. Acephala foi dissolvido em agua para obter uma concentracdo de 8
mg/mL, a partir da qual foram feitas diluicbes sucessivas usando 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH) preparadas com etanol e diluida com HBSS (50 uM)
com o intuito de obter as concentragdes a serem testadas (500 - 2000 uM).

A analise foi feita conforme descrito por Wolfe & Rui (2007). A linhagem celular
utilizada foi RAW 246.7 (macréfagos de rato), mantida em incubadora a 37 °C, com 5%
de CO2 em ar umidificado e meio de cultura DMEM suplementado com L-glutamina,
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), soro fetal bovino (10%) e aminoacidos
ndo essenciais (2 mM).

Os macrofagos foram separados com um raspador de células e o contedo foi
transferido para um falcon. A solucéo foi centrifugada por 5 minutos a 1200 rpm. O meio
foi descartado e uma nova quantidade de meio foi adicionado baseado na quantidade de
precipitado obtido ap6s centrifugacdo. Uma solucdo com densidade celular de 70 000
celulas/mL foi entdo preparada e transferida (300 pL) para microplacas pretas com fundo
transparente (SPL Lifesciences) e incubadas por 48h. Apds o periodo de incubacédo, o
meio foi descartado e as células foram lavadas com HBSS (2x, 100 pL), tratadas com
diferentes concentragdes do extrato (200 uL; 32,5 - 2000 uM) e incubadas por 1 hora.
Depois, as células foram lavadas novamente com HBSS (2x, 100 pL) e uma solugdo de
2,2 2'-azobis (2- metilpropionamidina) dicloridrato (AAPH) (100 uL; 600 uM) foi
adicionada. A fluorescéncia foi lida a cada 5 minutos durante 1 hora (leitor de microplacas
Biotek FLx800) a 485 nm de excitacdo e 538 nm de emissdo. A quercetina foi usada como
controlo positivo e diclorohidrofluresceina e meio de cultura DMEM foram usados como

controlo negativo.

3.5.6 Incorporacdo do extrato rico em compostos fenolicos num produto de
padaria

Para a incorporacdo de um ingrediente natural com potencial conservante foi

utilizado o extrato hidroetanolico obtido a partir dos bioresiduos de B. oleracea var.

Acephala, que para além de ter uma concentragdo muito satisfatoria de fendis e
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flavondides totais, também possui interesse quanto ao reaproveitamento dos seus
biorresiduos industriais.

A incorporacéo foi realizada em pées de leite, um produto alimentar amplamente
comercializado, apreciado e consumido nos paises industrializados.

O potencial conservante do ingrediente natural (extrato rico em fendis e
flavonoides, obtido a partir dos bioresiduos de couve galega) foi testado nos tempos 0 e
3 dias de armazenamento.

A fim de determinar possiveis alteragdes, causadas pela adi¢do do ingrediente
natural, no produto alimentar funcionalizado foram realizados ensaios fisicos (textura,
pH, cor, atividade da agua) e nutricionais (teor em lipidos, cinzas, proteinas, hidratos de
carbono, humidade e energia), respetivamente. O potencial conservante foi avaliado pela
determinacdo da carga microbiana ao longo do tempo. As amostras com a adi¢do do
ingrediente natural foram comparadas com amostras controlo (sem adicdo de qualquer
tipo de aditivos) e com amostras onde se fez a incorporacdo do aditivo sintético

habitualmente aplicado industrialmente neste produto alimentar (acido sorbico - E200).

3.5.7 Preparacédo do produto de pastelaria — Pao de leite

Com intuito de proceder a incorporacdo do extrato rico em fenois e flavonoides,
foi preparado péo de leite, por ser um produto de pastelaria muito consumido e acessivel
a maioria da populacdo. Desta forma, foi preparada uma receita de pao de leite disponivel
na literatura (em triplicado), sendo uma delas sem adicdo de qualquer tipo de aditivo,
outra com adicdo do ingrediente natural e outra com adi¢cdo do acido sorbico (o
conservante conhecido como E200, amplamente utilizado pela industria alimentar na
producdo de pées de leite).

A quantidade de ingrediente natural, assim como a quantidade do &cido sorbico
foi definida baseada de acordo com o regulamento Europeu (EC N° 98/2018, 2018) que
limita o seu uso a 2 000 ppm (0,2 %), onde a quantidade adicionada em gramas é
determinada usando como referéncia a quantidade de farinha (100 %).

A receita comporta 0s seguintes ingredientes:

- 125 mL de leite

- 0,7 g do extrato natural/acido sorbico

-1ovo
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- 20 g de acucar

-5gdesal

- 2,5 g de fermento bioldgico

- 20 mL de 6leo

- 7 g de manteiga

- 350 g de farinha de trigo

Para a preparacdo dos paes, o ingrediente natural e o aditivo conservante sintético
foram dissolvidos no leite e misturados com os demais ingredientes (com excegédo da
farinha de trigo). Posteriormente, a farinha foi adicionada e a massa foi amassada com as
maos. Apds essa etapa, a massa foi fracionada em por¢oes de 60 g e deixada crescer em
temperatura ambiente durante 1 hora. Por fim, os pédes foram levados ao forno a 180 °C
durante 40 minutos.

Os paes foram armazenados durante 3 dias (considerando o tempo de vida Gtil de
uma preparacdo caseira) (Figura 15 e 16) embalados individualmente em sacos
transparentes (Figura 17) e acondicionados em local seco e fresco. Posteriormente, foram
realizadas avaliagdes fisicas, nutricionais, e de determinagdo da carga microbiana, para

testar a viabilidade dos aditivos adicionados.

Figura 15 - Produto final — péo de leite inteiro. Amostra controlo T = 0 dias (A) T= 3 dias (D), amostra com adi¢do
de extrato natural T = 0 dias (B) T= 3 dias (E); amostra com adi¢do de &cido sérbico T = 0 dias (C) T= 3 dias (F)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).
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» J - Vv

Figura 16 - Produto final — p&o de leite cortado. Amostra controlo T = 0 dias (A) T= 3 dias (D), amostra com adi¢do
de extrato natural T = 0 dias (B) T= 3 dias (E); amostra com adi¢do de acido sorbico T = 0 dias (C) T= 3 dias (F)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

Figura 17 - Pdes embalados individualmente em sacos transparentes
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).
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3.5.8 Avaliacdo dos parametros fisicos dos paes de leite

Cor. A medicdo de cor foi feita com o intuito de avaliar as possiveis diferencas
apos incorporacdo do ingrediente natural e do conservante alimentar (Figura 15 e 16).
Para a medicdo deste parametro nas amostras foi utilizado um colorimetro (modelo CR-
400; Konica Minolta Sensing, Inc., Téquio, Japdo) acoplado a um adaptador para
materiais granulosos (modelo CRA50) (Figura 18), seguindo a metodologia previamente
descrita por Roriz et al. (2017).

Figura 18 — Equipamento utilizado para medicao da cor nas amostras de pdo de leite
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

Os valores das coordenadas tridimensionais CIE L* a* b*, foram obtidos num
sistema computorizado com um iluminante tipo C e um diafragma de didmetro 8 mm,
sendo que para o processamento dos dados, recorreu-se ao software Spectra Magic Nx
(versdo CM-S100W 2.03.0006, Konica Minolta, Japdo). Relativamente as coordenadas
tridimensionais obtidas, L* representa a luminosidade, a* representa a cromaticidade num
eixo do verde (-) a vermelho (+), e b* representa a cromaticidade num eixo do azul (-) ao
amarelo (+), como ilustrado na Figura 19.
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+L

+b +a

-L

Figura 19 - Modelo das coordenadas tridimensionais da cor
(Fonte: Sdnchez-Mata & Tardio, 2016).

Para a avaliacdo da cor nos paes, foram feitas 3 leituras em 3 pontos distintos para
cada porcao, considerando-se os valores médios. Antes e depois da analise, o instrumento
utilizado foi calibrado com um padréo branco (Spectra Magic NX Instruction Manual,
Konica Minolta Sensing, Inc., 2009, Japéo). As leituras foram realizadas nos dois tempos
de armazenamento (t =0 e t = 3 dias).

A diferenca de cor total (AE) entre os tempos 0 e 3 dias foi calculada conforme a

Equacao 4, apresentada abaixo:

AE = V(L1 —L2)? + (al — a2)? + (b1 — b2)?

Equacéo 4 - Diferenca total de cor entre os tempos 0 e 3 dias.

pH. A medicdo do pH foi feita nas trés amostras de pdo (com ingrediente natural,
controlo e com conservante sintético) nos dois tempos de armazenamento definidos (0 e
3 dias). Foram feitas medidas em trés pontos diferentes utilizando em medidor de pH

digital (Halo pH/ Temp pobre, Hanna instruments, Romania) (Figura 20).
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Figura 20 - Medicao do pH das amostras
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

Textura. A avaliagdo de textura foi realizada usando um texturometro TA.XT Plus
- Stable Micro Systems (Vienna Court, Godalming, Reino Unido) (Figura 21) com célula
de carga de 30 kf. Realizou-se a andlise do perfil de textura (TPA), que simula a
mastigacdo da boca humana executando duas compressdes da matriz, com recurso a sonda
P/35 Cylinder aluminium. A velocidade antes e depois do teste foi ajustada para 3 mm/seg
e a posicéo de alvo para 25 % de pressédo comecgando com 50 g de forga. Os resultados
foram combinados e processados através de uma macro para alcancar todas as dimensdes
da textura, nomeadamente dureza, fraturabilidade, adesividade, flexibilidade,coesividade,
viscosidade e resiliéncia. A anélise dos resultados foi efetuada com recursoao software

Exponent.

Figura 21 — Equipamento utilizado para avaliagdo de textura — texturbmetro
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).
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3.5.9 Avaliacéodo valor nutricional das amostras de pao de leite

Para avaliacao do perfil nutricional nos tempos de armazenamento de O e 3 dias,
foram determinados os teores de cinzas, gorduras, proteinas e energia para cada uma das
amostras de pao (controlo, com extrato natural e com aditivo sintético) assim como

descrito anteriormente na secgéo 3.3.

3.5.10 Avaliacéo da atividade de 4gua das amostras de pao de leite
Para medicdo da atividade de agua (aw), os pdes foram postos em cuvetes para a
leitura no medidor Aqualab (4TE Decagon, WA, EUA) (Figura 22). O valor de aw foi

registrado apos a estabilizacdo da medicéo.

Figura 22 — Medidor de atividade de agua
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

3.5.11 Avaliacdo da carga microbiana das amostras de péo de leite

A preparacdo das amostras para a analise da carga microbiana seguiu o
procedimento descrito pela International Organization for Standardization (1ISO, 2003).
Os diferentes paes (10 g) foram misturadas com agua peptonada (90 mL) em sacos de
amostragem e posteriormente homogeneizadas em stomacher (Star Blender, VWR,
Radnor, EUA) por 30 s (Figura 23). As suspens@es obtidas foram ainda diluidas para
obter dilui¢es de 10 a 103, Cada solucéo foi analisada em triplicata. Foram analisados
Mesodfilos totais, Coliformes, Bolores e leveduras, e Bacillus cereus.

Mesofilos totais: utilizou-se a técnica de semeadura por incorporacdo: 1 mL de
cada diluicdo da amostra foi colocado em placa de Petri e foram adicionados 15 mL de
Plate Count Agar (PCA). O procedimento foi realizado em duplicata. As placas foram

entdo homogeneizadas e apds a solidificacdo do meio, foram incubadas a 30 °C em
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posicdo invertida por 72 h. A contagem foi realizada em placas contendo até 300 colonias
(Limite de Quantificacdo (LOQ) =1 log UFC (unidade formadora de coldnia) /g).

Coliformes (1ISO 4832:2006): As diluicdes foram inoculadas em meio VRBLA
(Violet Red Bile Lactose Agar) (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi, Italia) pela técnica
de pour plate, em duplicata (LOQ = 1 log UFC/g). 1 mL de suspensdo foi pipetado na
placa e 15 mL de VRBLA (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi, Italia) (mantido a 50
°C em um banho-maria ou incubadora) foram vertidos, homogeneizados e deixados para
solidificar. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h, em posigdo invertida.

Bolores e leveduras (ISO 21527-1/2:2008): As diluicdes foram inoculadas em
DRBC (Agar dicloran rosa bengala cloranfenicol) (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi,
Itdlia) pela técnica de espalhamento em meio so6lido, em duplicata (LOQ = 1,7 log
UFC/g). 0,2 mL das suspensdes foram pipetadas em uma placa contendo 15 mL do meio
e espalhadas com um espalhador descartavel (Figura 23). A incubacao foi feitaem 25 °C
por 5 dias, na posicdo vertical. A contagem de col6nias de leveduras e fungos foi realizada
separadamente apos 3 dias (Leveduras) e 5 dias (bolores) de incubacéo.

Bacillus cereus (ISO 7932:2004): As diluicdes foram inoculadas em MYP (Agar
Manitol Gema de Ovo Polimixina) (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi, Italia) pela
técnica de espalhamento me meio solido, em duplicata (LOQ = 1,7 log UFC/g). 0,2 mL
da suspensdo foram pipetados em uma placa contendo 15 mL do meio e foram espalhados
com um espalhador descartavel. A incubacdo foi realizada a 37 °C por 24 h, em posicao
invertida.

Todas as contagens da carga microbiana (Figura 24) foram realizadas nos
mesmos intervalos de todos 0s outros ensaios deste trabalho, ou seja, TO - imediatamente
apos o preparo e T3 - apos 3 dias do preparo, prazo de validade estimado para produtos
de panificacao caseiro.
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Figura 23 — Procedimentos para analise microbiana - Aparelho Stomacher (A) e espalhamento em meio sélido (B)
(Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022)

Figura 24 - Crescimento microbiano — Mesofilos totais (A), Coliformes (B), Bolores e leveduras (C) e Bacillus
cereus (D) (Fonte: Ana Luisa Pepinelli, 2022).

41



Material e métodos

3.6 Analise estatistica

Os ensaios mencionados neste estudo foram realizados em triplicado e 0s
resultados foram expressos em media + desvio padrdo (SD). A analise estatistica dos
dados foi efetuada com o intuito de determinar as diferencas significativas entre as
diferentes amostras e foi realizada através de uma analise de variancias one-way ANOVA
e do teste de Tukey, tendo em conta os distintos tipos de comparagdes. Em cada tabela foi
descrito qual o teste estatistico aplicado. Para tal, foi usado o programa RStudio, versao

4.1.1 (R Core Team, 2021, Vienna, Austria) com o pacote multcomp.
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4 Resultados e discussao
4.1 Analise nutricional dos biorresiduos da B. oleracea var. Acephala

Os resultados obtidos na determinacéo do valor nutricional dos biorresiduos de B.
oleracea var. Acephala (couve galega) estdo presentes na Tabela 6. Os valores médios
da composicdo em macronutrientes e minerais (cinzas) estdo expressos em funcdo da

massa fresca (mf).

Tabela 6 — Composigao nutricional dos biorresiduos de couve galega; (média + DP)

Componentes nutricional Biorresiduos de couve galega

Humidade (g/100 g mf) 8336+1

Proteinas (g/100 g mf) 2,44 £ 0,01
Cinzas (g/100 g mf) 1,46 £ 0,02
Gordura (g/100 g mf) 0,77 £ 0,03
Hidratos de carbono (g/100 g mf) 11,98 £ 0,02
Energia (Kcal/100 g) 64,55+ 0,2
Energia (Kj/100 g) 270,46 £ 1

A couve galega apresentou alto teor de humidade (83,36 g/100 g mf) e um baixo

valor energético (64,55 Kcal/100 g mf). Os macronutrientes maioritarios foram os
hidratos de carbono (11,98 g/100 g mf), sequido pelas proteinas (2,44 ¢g/100 g mf);
enquanto os minoritarios foram as gorduras (0,77 g/100 g mf). Os minerais (cinzas)
apresentam-se como 0 terceiro componente mais presente na hortalica (1,46 g/100 g mf).
A composicao nutricional dos biorresiduos de couve galega (Tabela 6) quando
comparadas com os valores disponiveis pela literatura relativamente a esta hortalica
(Tabela 4) apresentam-se similares. Os teores de proteina e gordura apresentaram uma
diminuicdo de 4,28 g/100 g mf na hortalica para 2,44 g/100 g mf no residuo (proteina) e
de 0,93 g/100 g mf na hortalica para 0,77 g/100 g mf no residuo (gordura); em
contrapartida, os valores de hidratos de carbono e energia apresentaram um aumento de
8,75 g/100 g mf na hortalica para 11,98 g/100 g mf no residuo (hidratos de carbono) e de
49 Kcal/100 g mf na hortalica para 64,55 Kcal/100 g mf no residuo (energia). Desta
forma, pode constatar-se que os residuos da couve galega do presente estudo nédo
apresentam perda significativa quanto as componentes nutricionais da hortalica destinada

a comercializacdo e consumo.
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Para além disso, mostram-se como um possivel alimento de valor agregado que
possui papel crucial na dieta humana; pois os residuos apresentaram um elevado valor
nutricional, sendo uma fonte rica em proteinas (2,44 g/100 g mf) e hidratos de carbono
(11,98 g/100 g mf), mas de baixa contribuicéo caldrica (64,55 Kj/100 g mf), consequéncia
do seu reduzido teor em gordura (0,77 g/100 g mf). Tais informac6es sdo importantes
pois 0 conhecimento das propriedades nutricionais juntamente com o valor caldrico
permite que o consumidor escolha o alimento mais adequado a sua alimentacao, a couve

galega é uma hortalica considerada muito saudavel.

4.2 Andlise quimica dos biorresiduos da B. oleracea var. Acephala

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos nas analises quimicas dos biorresiduos
de B. oleracea var. Acephala. O teor de agucares e acidos organicos estao expressos em
9/100 g de mf, enquanto o teor de acidos gordos esta expresso em percentagem relativa.
As Figuras 25, 26 e 27 apresentam 0s cromatogramas referentes aos agucares, acidos

organicos e acidos gordos, respectivamente.
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Tabela 7 - Composicdo em agucares, acidos organicos e acidos gordos dos biorresidus de B. oleracea var. Acephala;

(média £ DP).
Acucares (g/100 g mf)
Frutose 1,010 +£ 0,005
Glicose 1,44 £ 0,02
Sacarose 0,59 £ 0,02
Total 3,04 £ 0,01
Acidos organicos (g/100 g mf)
Oxalico 0,18 +0,01
Malico 0,60 £ 0,02
Ascorbico 0,008 + 0,0002
Citrico 0,56 + 0,01
Fumarico 0,0041 + 0,0001
Total 1,35+0,01
Acidos gordos (%)
C16:0 15,8+0,1
C18:0 44+0,1
C18:2n6¢ 161
C18:3n3 36,3+0,2
Desconhecido 275+04
SFA 20,08 + 0,04
MUFA -
PUFA 52,4+0,4

mf: massa fresca; Acido palmitico (C16:0); Acido estedrico (C18:0); Acido a-linoleico (C18:2n6c); Acido linolénico
(C18:3n3); SFA: &cidos gordos saturados; MUFA: &cidos gordos monoinsaturados; PUFA: acidos gordos poli-
insaturados. Os resultados sdo expressos em média * desvio padréo.
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Figura 25 — Cromatograma dos agucares — Frutose (1), Glicose (2), Sacarose (3) e Melezitose (PI) (4).
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Figura 26 — Cromatograma dos acidos organicos a 215 e 245nm- Oxalico (1), Malico (2), Citrico (3), Fumérico @e
Ascorbico (5).

oo

Figura 27 — Cromatograma dos &cidos gordos - Acido palmitico (1); Acido estedrico (2); Acido a-linoleico (3);
Acido linolénico (4); Desconhecido (5).

Tendo em conta a composicdo do perfil individual de agucares livres, a amostra
estudada apresentou dois monossacarideos (frutose e glicose) e um dissacarideo
(sacarose). Os monossacarideos foram encontrados em quantidades superiores, sendo a
glicose a que possui maior concentracéo (1,44 g/100 g mf) seguida da frutose (1,01 g/100
g mf). O dissacarideo, sacarose, foi 0 agucar minoritario apresentando valores de 0,59
9/100 g mf.

N&o foram encontrados estudos para a espécie Brassica oleracea var. Acephala,
0 que atribui novidade a este trabalho de investigacdo. No entanto, para comparacao de
daos foram utilizados diversos estudos disponiveis na literatura referentes a familia
Brassicacae (familia onde esta hortalica pertence).

Favela-Gonzalez et al. (2020) fizeram uma revisdo em relagdo a composigédo

quimica de vegetais da familia Brassicacae e constataram que em hortalicas do género
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Brassica; a frutuse, glicose e sacarose sdo 0s agucares mais representativos, sendo que
suas concentracdes possuem grande influéncia do sabor dos vegetais.

Bhandari & Kwak (2015) também estudaram a composi¢do quimica em outros
produtos vegetais (seis cultivares de couve-flor e bréculos) e tecidos de hortalicas do
género Brassica. Estes autores identificaram a presenca dos agucares glicose, frutose e
sacarose, apontando a glicose como o agucar mais abundante em todas as amostras,
seguida pela frutose e depois pela sacarose. Além disso, sugeriram que o teor de agucar
livre nas culturas de Brassica é dependente, ndo apenas do gendtipo da cultura, mas
também do tecido vegetal especifico.

A pequena discrepancia de resultados observada entre o teor de agucares obtidos
nos biorresiduos do presente estudo (3,03 g/100 g mf) e os dados descritos na literatura
(2,26 ¢/100 g mf) (Tabela 4), pode ser explicado devido a diferenca de cultivares,
variedades e condicdes de cultivo.

Em relacdo ao perfil individual de &acidos orgénicos (Tabela 7), foram
identificadas cinco moléculas, nomeadamente os acidos oxalico, malico, ascorbico,citrico
e fumarico. O acido mélico destacou-se como maioritario (0,60 g/100 g mf), sequido pelos
acidos citrico (0,56 g/100 g mf) e oxalico (0,19 g/100 g mf). Os acidos ascérbico (0,008
g/100 g mf) e fuméarico (0,0041 g¢/100 g mf) apresentaram concentracfes
consideravelmente inferiores.

Os dois principais acidos encontrados na couve galega, o cido malico e o &cido
citrico, estdo entre os &cidos organicos mais comuns nas frutas, apresentando atividade
antimicrobiana (Dian et al., 2020). Esses acidos possuem cadeia curta (malico com 4
carbonos e o citrico com 6) e estdo relacionados com a atividade antimicrobiana devido
areducdo do pH e a capacidade de dissociagdo. Estes dois compostos podem ser utilizados
como auxiliares nos processos de conservacao de carnes (Pierozan et al., 2021).

Para além disso, ambos desempenham diferentes papéis quanto a sua aplicacdo na
industria alimentar. O &cido malico, por exemplo, pode atuar como acidulante e
intensificador de sabor em varios produtos, incluindo doces, refrigerantes, produtos de
panificacdo e geleias (Kovilein et al., 2020).

Vale et al. (2015) caracterizaram 0s principais compostos fenolicos, perfil de
acidos organicos e atividade antimicrobiana de quatro variedades de Brassicas oleracea,

(repolho roxo, brocolis, couve galega e repolho penca) em forma de brotos produzidos de
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duas formas diferentes. Em uma das formas de producdo dos brotos de couve galega, os
autores identificaram o acido oxalico como o &cido orgénico principal, seguido dos acidos
citrico e malico; enquanto na outra forma, apesar de manter o acido oxalico como o
composto principal, os acidos maleico e malico tomaram posi¢des diferentes, sendo que
o citrico ndo foi identificado. O autor conclui que o teor de acidos organicos, assim como
0 de outros componentes, é significativamente inlfuenciado pelas condigdes de cultivo.

A diferenca que esté patente entre os valores obtidos no presente estudo e os dados
disponiveis na literatura pode justificar-se devido a fatores genéticos e de cultivo das
plantas (espécie, idade da planta, tecido vegetal).

Na avaliacdo do perfil individual de &cidos gordos (Tabela 7), foram identificados
cinco compostos, sendo o acido linolénico (C18:3n3) o composto maioritario, com 36,2
%, seguido pelos acidos nao identificado com 27,5 %, a-linoleico (C18:2n6c) com 16 %,
palmitico (C16:0) com 15,7 % e estearico (C18:0) com 4,3 %.

Vale ressaltar que o &cido foi denominado como ndo identificado pois néo foi
encontrado correspondente no padrdo utilizado na analise cromatogréafica. No entanto,
devido a sua relevancia a nivel de concentracdo este foi considerado durante a
quantificacdo. O seu tempo de retencéo foi de 9,86 min conforme demonstrado na Figura
27 seguindo as especificacdes de analise descritas na metodologia (sec¢do 3.4.3).

Vale et al. (2015) estudaram as mudangas na composi¢ao nutricional de quatro
variedades de Brassica oleracea (repolho roxo, bréocolis, couve galega e repolho penca)
em forma de brotos produzidos de duas formas diferentes. Os autores verificaram através
da anélise por cromatografia gasosa, que em ambas as formas de cultivo na couve galega,
alguns dos principais acidos gordos encontrados foram os acidos erticico (C22:1n9), a-
linoleico (C18:2n6c¢) e oleico (C18:1n9c).

Por outro lado, Cacciola et al. (2016) realizaram a caracteriza¢do quimica do 6leo
extraido das sementes de B. oleracea L. var. Acephala e também identificaram, através
da analise por cromatografia gasosa, o acido erdcico (C22:1n9), acido o-linoleico
(C18:2n6c¢) e linolénico (C18:3n3), como os principais acidos gordos presentes nessa
espécie.

Também Ayaz et al. (2006) identificaram os principais acidos gordos encontrados
na couve (B. oleraceae L. var. Acephala DC), através de um sistema de cromatografia

gasosa, e constataram que o acido eurucio (C22:1n9) é o acido gordo maioritario (45,7
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%) nas sementes, seguido pelos acidos oleico (C18:1n9c) (14,8 %) e o-linoleico
(C18:2n6c) (12,8 %).

Relacionando os principais acidos gordos presentes na couve galega apontados
pela literatura, com os acidos gordos presentes na amostra do presente estudo, suspeita-
se que o acido ndo identificado seja o acido ertcico (C22:1n9). Esta suspeicdo deve-se ao
facto de diversos autores apontarem este acido como um dos principais compostos
presentes em espécies de B. oleracea. Contudo, apesar de ndo ter sido possivel fazer a
identificacdo de um dos compostos detetados no perfil individual de acidos gordos, os
resultados obtidos corroboram com os dados disponiveis na literatura (Tabela 4), dado
que os &cidos gordos polinsaturados foram os que apresentaram maior ocorréncia em
ambos, seguido pelos saturados e, por ultimo, os monoinsaturados. Todos estes
resultados, mais uma vez, comprovam, que os bioresiduos nao apresentam diferenca
significativa na sua composicdo, quando comparados com a hortalica destinada a
comercializacdo e consumo. N&o obstante, a espécie B. oleracea var. Acephala apresenta
grande relevancia nutricional, pois os acidos gordos insaturados promovem o bom
funcionamento dos vasos sanguineos o que, por sua vez, promove a reduc¢do do risco de
ocorréncia de problemas cardiovasculares (Bhandari & Kwak, 2015).

A discrepancia entre os valores obtidos no presente estudo e os valores
encontrados na literatura estdo relacionados com o estagio de maturidade em que a
hortalica em estudos se encontram, local de cultivo e condi¢cGes ambientais, entre outros
fatores externos.

Em relacdo a anélise de fendis e flavonodides totais, o extrato hidroetandlico obtido
a partir dos biorresiduos da B. oleracea var. Acephala apresentou concentra¢fes de 5 mg
GAE/qg de fenais totais e 2,4 mg CE/g de flavondides totais.

Os valores obtidos comprovam o que esta descrito na literatura, apresentando-se
nas gamas de concentracdo apontadas por outros autores que categorizaram 0s vegetais
do género Brassica oleracea como sendo um alimento rico em fenois e flavonoides.

Thomas et al. (2018) objetivaram a caracterizagéo e quantificacdo do subproduto
industrial de brdoculos (Brassica oleracea var. italica). Estes constataram que 0s teores
totais de fenois e flavonoides, entre os diferentes cultivares de sementes e segmentos
vegetais dos subprodutos de bréculos (compostos por talos e segmentos residuais

combinados ap6s o processamento) variaram de 3,8 + 0,2 a 6,1 = 0,3 mg GAE/g de
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matéria seca para fenois totais e 2,4 £ 0,1 a 5,4 + 0,6 mg CE/g de matéria seca para
flavonoides totais.

Um dos objetivos de Aydin (2020), foi também analisar a quantidade de fendis e
flavonoides totais nas folhas e no caule de duas espécies de plantas (Brassica oleracea
var. acephala — couve galega e Ornithogalum umbellatum- flor Estrela-de-Belém). O
autor constatou que a espécie Brassica apresentou boas concentracdes de fenois e
flavonoides tanto no caule como nas folhas, sendo que as maiores concentragdes foram
encontradas nas folhas. B. oleracea var. acephala apresentou maior concentracdo de

fenois do que a espécie O. umbellatum.

4.3 Avaliacdo das propriedades bioativas do extrato hidroetandélico da B. oleracea
var. Acephala

Para a avaliacdo das propriedades bioativas do extrato hidroetanolico, obtido a

partir dos biorresiduos de B. oleracea var. Acephala, foram analisadas as atividades

antioxidantes, anti-inflamatoria, citotoxica e antimicrobiana, através de ensaios in vitro.

4.3.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através de dois ensaios colorimétricos in
vitro, inibicdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) e atividade antioxidante celular (CAA).

Relativamente ao ensaio TBARS que baseia-se na atividade antioxidante via acdo
enzimatica, com objetivo de reducdo da peroxidacdo lipidica (Gorni et al., 2019), a
concentracdo de amostra necessaria para oferecer 50% desta atividade antioxidante
(ECso) do extrato hidroetandlico de couve galega foi de 19 pg/mL. Um valor baixo que
revela que o extrato possui boa atividade antioxidante e exerce efeito protetor contra a
peroxidacdo lipidica.

Em relacédo a atividade antioxidante celular (CAA), que mede a capacidade que 0s
compostos antioxidantes possuem em previr a formagdo do radical peroxidil (produto
reativo da oxidacao lipidica) em celulas, a maior concentracdo de extrato testada foi de
2 000 pg/mL. Sendo essa concentragdo de extrato responsavel por 40 % de inibicao,
aprsentando resultados satisfatorios considerando que em uma concentra¢do baixa o

extrato apresentou uma elevada porcentagem de inibicéo.
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Portanto, a eficiéncia deste método (CAA) esta diretamente ligada com a presenca
de compostos fitoquimicos que védo atuar como antioxidantes. Entre os fitoquimicos que
apresentam maior atividade antioxidante celular estdo os flavonoides, nomeadamente a
quercetina e o Kaempferol. Esta classe de fitoquimico é a mais importante presente na
Brassica oleracea, o que justifica a elevada porcentagem de inibicdo aprsentada pelo
método (Favela-Gonzélez et al., 2020; K. L. Wolfe & Rui, 2007).

4.3.2 Atividade anti-inflamatoria e citotoxica

Os resultados relativos aos ensaios de citotoxicidade e toxicidade obtidos estdo
apresentados na Tabela 8. Os extratos hidroetandlicos obtidos a partir dos biorresiduos
de B. oleracea var. Acephala, nas concentracOes testadas, ndo apresentaram capacidade
antiproliferativa em nenhuma das linhas celulares tumorais (AGS, CaCo, MCF-7 e NCI-
H460). Isso € notoério devido a todos os valores de Glsg serem superiores a 400 (Glso >
400 pg/mL).

Quanto a avaliagdo da toxicidade, onde foi utilizado uma linha celular ndo-tumoral
obtida através de rim de macaco (VERO), o resultado indicou que o extrato nao
demonstrou toxicidade na concentracdo maxima testada (Glso > 400 ug/mL), o que

permite afirmar que a sua ingestdo é segura.

Tabela 8 — Atividade citotoxica, toxicidade e atividade anti-inflamatoria do extrato hidroetanélico obtido a partir dos
bioresiduos de B. oleracea var. Acephala

Atividade Citotéxica Glso (ug/mL)
AGS > 400
CaCo > 400
MCEF-7 > 400
NCI-H460 > 400
VERO > 400
Atividade Anti-inflamatéria I1Cs0 (ug/mL)
RAW 264,7 > 400

AGS: adenocarcinoma gastrico; CaCo: adenocarcinoma colorretal; MCF-7: carcinoma da mama; NCI-H460:
carcinoma de pulmé&o; VERO: linha ndo tumoral; RAW 264,7: células macréfagas de rato.

A atividade anti-inflamatoria avaliada através de um ensaio in vitro, utilizando

células de macréfagos RAW 264,7 de rato, esta presente na Tabela 8. Os resultados
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mostraram que nas concentracOes testadas, 0 extrato ndo apresentou atividade anti-
inflamatoria (ICso > 400 pg/mL).

Apesar dos resultados obtidos ndo terem provado o potencial citotdxico e anti-
inflamatorio do extrato de couve galega para as concentragfes testadas (0,125 a 8
mg/mL), ndo implica que o extrato ndo possui estas atividades, uma vez que se testados
em maiores concentragfes podem apresentam valores de Glso (concentragdo de amostra
que inibird 50 % do crescimento celular) e ICsg (concentragdo de amostra em que inibird
50% da producao de éxido nitrico) satisfatorios.

Né&o foram encontrados estudos de atividade anti-inflamatoria e citotoxicidade
referentes a espécie B. oleracea var. Acephala 0 que, mais uma vez, mostra o caracter

inovador deste estudo.

4.3.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana do extrato
hidroetandlicos obtidos a partir de B. oleracea var. Acephala estdo presentes na Tabela
9. Os valores exibem a menor concentracdo necessaria para inibicdo de 50 % do
crescimento dos fungos e das bactérias (CMI) e a concentragdo minima bactericida
(CMB) e fungicida (CMF).

Foram utilizados na andlise bactérias patogénicas Gram-positivos
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativos
(Escherichia coli, Salmonella thyphimurium e Enterobacter cloacae), e também fungos
(Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Penicillium
funiculosum, Penicillium verrucosum var. cyclopium e Trichoderma viride).

Considerando os resultados obtidos, todos evidenciaram capacidade
bacteriostatica e bactericida frente as estirpes estudadas, sendo que Bacillus cereus
destacou-se por ser a bactéria mais suscetivel ao extrato, tendo concentragdo de 1 mg/mL
para CMI e 2 mg/mL para CMB. Enquanto para todas as outras estirpes os valores de
CMI e CMB foram os mesmos, sendo 2 mg/mL e 4 mg/mL respectivamente.

Quando comparado a atividade antimicrobiana do extrato de couve galega com a
dos conservantes E211 e E224 (usados como controlos positivos), o extrato destaca-se
por possuir melhor atividade (CMI: 1 mg/mL e CMB: 2 mg/mL) para Bacillus cereus do

que o E224 (CMI: 2 mg/mL e CMB: 4 mg/mL). Destaca-se também por apresentar
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atividade igual ao E211 para Enterobacter cloacae, sendo CMI de 2 mg/mL e CMB de 4
mg/mL.

Em relacdo a atividade antiflngica, o extrato apresentou valores satisfatdrios para
todas as estirpes testadas, sendo que para todas elas a concentracdo de CMI e CMF foram
iguais ou inferior quando comparadas aos conservantes ja utilizados. Aspergillus
fumigatus e Penicillium fumiculosum destacam-se como os fungos mais suscetiveis a acéo
do extrato, com valores menores de CMI e de CMF (0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL,

respectivamente).

Tabela 9 - Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) e antifingica (CMI e CMF mg/mL) do extrato obtido a
partir dos bioresiduos de B. Oleracea. var acephala.

Atividade Antibacteriana

Extratos S.a. B.c. L.m. E.c. St En.cl.
Couve G. CMI 2 1 2 2 2 2

CMB 4 2 4 4 4 4

4 0,5 1 1 1 2

E211 CMI

CMB 4 0,5 2 2 2 4
E224 CMI 1 2 0,5 0,5 1 0,5

CMB 1 4 1 1 1 0,5

Atividade Antifangica

Extratos Af. A.n. p.f. P.v.c T.v.
CMI 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5
Couve G.
CMF 0,5 1 0,5 1 1
CMI 1 2 1 2 1
EZ211
CMF 2 2 2 4 2
CMI 1 1 0,5 1 0,5
E224
CMF 1 1 0,5 1 0,5

S.a.: Staphylococcus aureos; B.c.: Bacillus cereus; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli;

S.t.: Salmonella Typhimurium; En.cl.: Enterobacter cloacae; A.f.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus
versicolor; P.f.: Penicillium fumiculosum; P.v.c: Penicillium verrucosum var. cyclopium; T.v.: Trichoderma viride; .
CMI: concentragdo minima inibitoria, CMB: concentracdo minima bactericida; CMF: concentracdo minima
fungicida. (Benzoato de sodio-E211 e Metabissulfito de potassio-E224)

Também Ayaz et al. (2008) avaliaram o extrato metanolico de B. oleraceae var.
Acephala DC quanto a sua atividade antibacteriana e, constataram uma efetiva inibicdo
do crescimento das bactérias Gram-positivos Staphylococcus aureus, Enterobacter

faecalis, Bacillus subtilis e da bactéria Gram-negativo Moraxella catarrhalis.
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Waghulde et al. (2019) também estudaram a atividade antimicrobiana e,
constataram uma ampla atividade antibacteriana de extratos hidroetanolicos de Brassica
oleracea var. capitata em relacdo a bactérias gram positivos (Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes) e gram negativos (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

Estudos comparativos entre B. oleraceae var. Acephala e a atividade antifingica
referente as estirpes testadas neste trabalho de investigacdo ndo foram encontrados.
Porém, Aydin (2020) objetivou também o estudo da atividade antifungica de dois extratos
etanolicos de duas plantas diferentes, sendo uma delas a B. oleracea var. acephala. O
autor constatou que o extrato de couve apresentou boa atividade antifingica contra

Candida albicans, Candida tropicalis, e Saccharomyces cerevisiae.

44 Estudo de incorporacdo do ingrediente natural obtido a partir dos
biorresiduos de B. Oleracea var. Acephala em pées de leite.

O estudo da incorporacdo do extrato hidroetandlico obtido a partir dos bioresiduos
de B. Oleracea var. Acephala num produto de padaria (pdo de leite) foi avaliado atraves
de andlises fisicas (textura, cor, pH, atividade de &gua), nutricionais (proteinas, gordura,
cinzas, hidratos de carbono, energia) e determinacao da carga microbiana. Para verificar
possiveis diferencas significativas destes parametros foi realizada a comparagédo
estatistica. A comparacdo foi feita de forma individual para cada analise. As amostras
(controlo, com o ingrediente natural e com o conservante alimentar) foram comparadas
entre si dentro do mesmo tempo de armazenamento e, para além disso, foi feita a
compara¢do individual para cada uma das amostras entre os dois tempos de

armazenamento (0 e 3 dias).

4.4.1 Avaliacdo dos parametros fisicos

Textura. Para a avaliacdo da textura foi aplicado um método que simula a
mastigacdo humana. Desta forma, foram considerados os parametros de dureza (forca que
os dentes tém que aplicar no alimento para o deformar), elasticidade (taxa em que o
alimento deformado reverte ao estado ndo deformado), coesividade (capacidade do
alimento para resistir a uma segunda deformacéo), viscosidade, mastigabilidade (produto
da dureza, coesdo e elasticidade, definida como a energia para mastigar o alimento) e
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resiliéncia (semelhante a elasticidade, envolve a velocidade e a forca da recuperagéo do
alimento). A andlise foi realizada nas trés amostras de pdo (controle, com aditivo sintético
e com ingrediente natural), nos dois tempos de armazenamento (TO e T3 dias). Os
resultados obtidos, assim como o tratamento estatistico aplicado entre as amostras e 0s

tempos, estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 — Avaliacdo da textura nas amostras de pdo, durante os tempos de armazenamento 0 e 3 dias.
Controlo  Aditivo sintético Ingrediente natural

Dureza (g)

TO 1961+40* 1020+3° 2880+117¢
T3 55326+134% 3758150 8556+395¢
Elasticidade (%)

TO 0,93+0,01* 0,93+0,01* 0,58+0,01*
T3 0,84+0,01* 0,73+0,01" 0,81+0,01*
Coesividade (%)

TO 0,69+0,01* 0,61+0,02° 0,58+0,01"
T3 0,35+0,02% 0,34+0,01* 0,38+0,01*
Viscosidade (%0)

TO 1346+47% 612+30° 1660+40¢
T3 1012+1414* 1266,1+0,1* 3339181
Mastigabilidade (%)

TO 1257+36% 567+19° 1502+118¢
T3 857+1197% 925+13* 256595
Resiliéncia (%)

TO 0,261+0,003* 0,206+0,009" 0,218+0,011"
T3 0,119+0,026* 0,106+0,001% 0,121+0,003*

& Qs valores médios na mesma linha ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem
significativamente entre as amostras (Controle, Aditivo sintético e Conservante natural) pelo teste
de Tukey (p< 0,05).

Os valores médios na mesma coluna ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem
significativamente ao longo do tempo de armazenamento (TO e T3) pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Em relagdo ao tempo de armazenamento, todas as amostras apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em todos os parametros de textura analisados.
Comprando as amostras entre si no tempo 0 dias, verificou-se que os pées de leite com
incorporagdo do ingrediente natutal e com o aditivo sintético apresentaram diferencas
significativas em todos os parametros exceto na elasticidade, quando comparadas com a
amostra controlo. Por outro lado, comparando as amostras entre si no tempo 3 dias, 0s
pées de leite apresentaram diferenca significativas apenas para os parametros de dureza e
elasticidade, sendo semelhantes a nivel de coesividade, viscosidade, mastigabilidade e

resiliéncia.
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Fazendo a comparagdo ao longo do tempo de armazenamento, constatou-se que
todas as amostras sofreram alteracGes em todos os parametros de textura analisados, ou
seja, ndo se verificou efeito significativo consequente da incorporacdo dos diferentes
ingredientes na manutencao da textura, ao final de 3 dias.

Relativamente aos dados da literatura, ndo foram encontrados estudos que
comparem 0s parametros de texturas de pées de leite com a incorporagdo de aditivos
sintético ou natural. No entanto, Ribotta et al. (2010) determinaram a influéncia da
incorporacdo de trés aditivos (de forma combinada) nos aspectos de qualidade
experimental de pdes de trigo. Os autores constataram que o uso dos aditivos alterou
significativamente as propriedades de textura do péo, estando os valores apresentados
associados a diminuigdo da qualidade.

Cor. A anéalise cromatica no espaco de cor CIE L* (luminosidade), a* e b*
(coordenadas cromaéticas) foi realizada nas trés amostras de pdo (controle, com aditivo
sintético e com ingrediente natural) durante os dois tempos de armazenamento (TO e T3
dias). Os resultados obtidos com o colorimetro, assim como a coloracéo no sistema RGB
(Vermelho, verde e azul) e o tratamento estatistico, aplicado entre as amostras e 0s tempos
de armazenamento, estdo descritos na Tabela 11. A analise foi realizada individualmente
para cada um dos parametros: casca e miolo.

A andlise comparativa da cor da casca entre as amostras logo apos a confeccao
(TO dias) mostrou que, em geral, ndo foram observadas diferencas significativas, excepto
no parametro de cor a*, em que os paes com aditivo sintético e extrato natural se
destacaram do pdo controlo. Ao fim de 3 dias de armazenamento, apenas 0 pdo com o
ingrediente natural apresentou diferenca significativa quando comparado com o péo
controlo.

No quer concerne a cor do miolo, fazendo a comparacao entre as amostras para
cada tempo, em TO poucas foram as variacGes observadas. A diferenca deu-se apenas para
0 parametro b*, onde o pdo com ingrediente natural apresentou diferenca significativa
comparativamente com a amostra controlo. Ja& no tempo T3, podem ser observadas
variacdes em todos os paramétros. Sendo que o pdo com ingrediente natural mostrou

semelhangas com o péo controlo em dois (L* e a*) dos trés parametros.
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Estas diferencas podem ser explicadas pelo facto de o processo de producéo dos
pées terem sido em ambiente caseiro, o que pode interferir no rigor absoluto de confecgéo;
Ou seja, estas alteragdes podem néo estar relacionadas com a adicéo de cor por parte da
incorporacéo do ingrediente natural.

Num estudo realizado por Sousa (2012) relativamente a incorporacédo de aditivos
alimentares na producdo de pdo pré cozido congelado; a autora obteve valor de
luminosidade de 79,60 £ 2,40 e cromaticidade de -0,24 = 0,12 (a*) e 13,29 £ 1,63 (b*)
para 0 miolo do pdo controle, e valores de luminosidade entre 72,53 e 77,89 e
cromaticidade entre -0,22 e -1,23 (a*), 16,17 e 12,64 (b*) para 0 miolo de paes com adi¢ao
de aditivos sintéticos. Os valores apresentam-se numa faixa parecida, porém penas
discrepancias com o presente estudo deve-se, provavelmente, ao fato da autora utilizar
aditivos diferentes e em quantidade diferentes e também &s condicdes de producao dos
pdes serem outras (ingredientes, tempo de fermentacao, tempo de forno).

Na literatura ndo existem trabalhos relativamente a colorimetria comparativa em
pdes com aditivos sintéticos e pdes com aditivos naturais; no entanto os autores Caleja et
al. (2017) fizeram um estudo comparativo entre antioxidantes naturais e sintéticos em
biscoitos e concluiram que a incorporacdo dos aditivos ndo causou alteracdes

significativas na cor dos biscoitos quando comparados a amostra controlo.
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Tabela 11 — Avaliagdo dos pardmetros de cor das amostras de pdo durante os tempos de armazenamento TO e T3 dias.

TO T3
L* a* b* RGB L* a* b* RGB
Cor da casca
Controle 61+327 12,540,337 39,2+0,32" 61337 12,440,337 38+137
Aditivo sintético 60+£234 10,240,504 38+134 60+0,13" 11,940,32° 38,1+0,52"
Ingrediente natural 62+0,5%" 10+0,254 40+0,5%" 62+1" 10+0,5" 39+184
Cor do miolo
Controle 81+0,13" -1,910,1%" 21,9+0,3*" 821" -1,6£0,12" 211"
Aditivo sintético 78,8+0,124 -2,01+0,0434 23+134 74105 -1,7+0,18 21,1+0,205
Ingrediente natural 80+0,5%" -340,134 260,304 80+284 -2,290+0,00524 25+0,4%4

a-¢ Os valores médios na mesma coluna ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem significativamente entre as amostras (Controlo, Aditivo sintético e Conservante
natural) pelo teste de Tukey (p< 0,05).
A-B Os valores médios na mesma linha ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem significativamente ao longo do tempo de armazenamento (TO e T3) pelo teste de Tukey
(p< 0,05).
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pH. A avaliagdo do pH foi realizada nas trés amostras de péo (controlo, com aditivo
sintético e com ingrediente natural) durante os dois tempos de armazenamento (TO e T3
dias). Os resultados obtidos, assim como o tratamento estatistico aplicado entre as

amostras e entre os tempos de armazenamento, estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 — Avaliagdo do pH das amostras de pdo durante os tempos de armazenamento TO e T3 dias.

Controlo Aditivo sintético |Ingrediente
natural
pH
TO 5,93+0,03* 5,78+0,09* 5,91+0,07*
T3 5,73+0,12% 5,86+0,02% 5,95+0,02%

&< Qs valores médios na mesma linha ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem significativamente
entre as amostras (Controlo, Aditivo sintético e Conservante natural) pelo teste de Tukey (p < 0,05).
A-B Os valores médios na mesma coluna néo seguidos por um sobrescrito comum diferem
significativamente ao longo do tempo de armazenamento (TO e T3) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nas amostras de péo de leite os valores de pH oscilaram entre 5,73 £ 0,12 e 5,95
+0,02. Apos a andlise estatistica foi possivel constatar que as amostras nao apresentaram
diferenca estatistica quanto a variacdo do pH, nem entre cada tempo, nem ao longo do
tempo de armazenamento. Desta forma, pode concluir-se que a incorporagéo do aditivo
ingrediente natural, a nivel de pH, é totalmente viavel.

Neves et al. (2020) realizaram um estudo relativamente a viabilidade da
fermentacdo natural (massa acida) na elaboracdo de paes de forma com acréscimo de
polpa de araticum (Annona crassiflora Mart.). Os autores constataram que o pH dos pées
que foram incorporados com a polpa de araticum apresentaram maiores valores de pH
comparativamente com o padrdo. Os autores justificaram esta diferenca pela presenca dos
acidos organicos naturais da fruta.

Quattrini et al. (2019) com o objetivo de identificarem estratégias alternativas aos
conservantes convencionais, exploraram a sinergia de acidos organicos (sendo um deles
0 &cido sérbico) com intuito de retardar a deterioragdo fungica do pdo. Apos as analises
realizadas pelos autores, perceberam que a adic¢éo de acido sorbico reduziu o valor de pH
de 5,4%0,1 (controle) para 5,1+0,1.

Desta forma, os resultados obtidos com o presente estudo estdo de acordo com 0s
descritos na literatura. O extrato com ingrediente natural destaca-se por ndo apresentar

alteracdes significativas nos paes, o que se apresenta como um ponto positivo.
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aw. A avaliagdo da atividade de agua foi realizada nas trés amostras de péo
(controlo, com aditivo sintético e com ingrediente natural) durante os dois tempos de
armazenamento (TO e T3 dias). Os resultados obtidos, assim como o tratamento estatistico

aplicado entre as amostras e 0s tempos de armazenamento, estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Avaliacdo da atividade de dgua das amostras de pdo durante 0s tempos de armazenamento TO e T3 dias.

Controlo Aditivo sintético Ingrediente natural
aw
TO 0,9073+0,003% 0,8793+0,004" 0,9008+0,004¢%2
T3 0,8759+0,009* 0,8368+0,004° 0,8626+0,0102

&< Qs valores médios na mesma linha ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem significativamente
entre as amostras (Controlo, Aditivo sintético e Conservante natural) pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Os valores médios na mesma coluna ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem
significativamente ao longo do tempo de armazenamento (TO e T3) pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Os valores de atividade da dgua variaram entre 0,8368 e 0,9073 na amostragem
de pdo. Em geral, apds anlise estatistica todas as amostras mostraram uma diminuicdo
do valor da atividade de agua com o passar do tempo. Fazendo o estudo comparativo entre
as amostras dentro de cada tempo, tanto para TO quanto para T3, o pdo com aditivo
sintético apresentou uma diferenca significativa relativamente ao pao controlo, enquanto
0 pdo com ingredeinte natural ndo apresentou diferenca significativa comparado com o
pdo controlo.

Apbs avaliacdo destes resultados, observou-se uma tendéncia de diminuicdo de

aw em todas as amostras, como era expectavel.

4.4.2 Avaliacdo dos parametros nutricionais

O perfil nutricional foi avaliado para as trés amostras de pdo (controlo, com
aditivo sintético e com ingrediente natural) em ambos os tempos de armazenamento (0 e
3 dias). Para tal, foram determinados os teores de gordura, proteina, cinzas, hidratos de
carbono e energia. Os resultados obtidos, assim como o tratamento estatistico aplicado
entre as amostras e 0s tempos de armazenamento, estdo descritos na Tabela 14.

Em relacdo aos valores apresentados na tabela, foi possivel observar que todas as
amostras de pdo apresentaram 0 mesmo comportamento ao decorrer do tempo de
armazenamento. Os parametros avaliados apresentam valores muito semelhantes entre

amostras dentro dos mesmos tempos de armazenamento e apos 3 dias de armazenamento.
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No entanto, em alguns casos, as pequenas diferencas observadas sdo
estatisticamente significativas, o que pode ser justificado com alguma alteragdo no
processo de confecao.

Relativamente aos dados disponiveis na litearura, ndo foram encontrados
trabalhos que fizessem uma comparacgéo entre paes de leite, cuja amostragem fosse de

alguma forma funcionlizada.

Tabela 14 — Avaliagdo do perfil nutricional das amostras de pdo durante os tempos de armazenamento TO e T3 dias.

Controlo Aditivo sintético Conservante natural
Gordura (g/100 g)
TO 5+0,1% 5,1+0,1% 4,82+0,01°
T3 4,92+0,04% 4,9+0,1% 4,60,1°
Proteina (g/100 g)
TO 8,11+0,04* 8,06+0,04% 8,02+0,01"
T3 8,21+0,01* 8,3+0,2" 8,2+0,1%
Cinzas (g/100 g)
TO 2,5+0,1% 1,8+0,1" 3,4£0,1%
T3 2,61+0,03* 2+0,03" 3,610,2¢
Hidratos de
carbono (g/100 g)
TO 84,33+0,01% 85+0,1" 83,8+0,1¢
T3 84,27+0,01% 84,8+0,1% 83,5+0,2"
Energia (Kcal)
TO 415+0,4% 418+0,04" 410,4+0,3%
T3 414,1+0,2% 416,7+0,1% 408,7+0,2"

@ Os valores médios na mesma linha ndo seguidos por um sobrescrito comum diferem significativamente
entre as amostras (Controlo, Aditivo sintético e Conservante natural) pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Os valores médios na mesma coluna nao seguidos por um sobrescrito comum diferem
significativamente ao longo do tempo de armazenamento (TO e T3) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.4.3 Avaliagdo da carga microbiana

A avaliacdo da carga microbiana foi realizada através da analise da inibicdo do
crescimento de diferentes microrganismos, nomeadamente mesofilos aerdbios totais,
bacillus cereus, enterobactéria, bolores e leveduras. O estudo foi feitoao longo do tempo
de armazenamento (TO e T3 dias) em toda a amostragem (controlo, com aditivo sintético
e com ingrediente natural). Os resultados obtidos estdo apresentados em forma de graficos
com os respectivos desvios padréo na Figura 28.

Foi observado que, ao longo dos 3 dias de armazenamento, nas estirpes de
mesofilos, ingrediente natural adicionado ao pdo ndo foi eficaz na inibicdo destes

microrganismos. Por outro lado, nesta amostra de pdo nao foi observada o crescimento
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de Bacillus cereus no final do terceiro dia de armazenamento. O mesmo aconteceu nos
bolores e nas Enterobactérias.

No entanto, estes resultados mostraram gue o aditivo sintético demonstrou melhor
eficacia nos microrganismos mesoéfilos e em Bacillus cereus, equanto que nas
enterobactérias ndo houve diferenciacéo de nenhum dos aditivos incorporados e, por fim,
nos bolores em todas as amostras se verificou a inibicdo da proliferacdo, o que pode ser
justificado pela perda de aw, descrita na seccéo 4.4.1.

Apesar de o ingrediente natural ndo ter demonstrado a capacidade conservante
pretendida no presente estudo, ndo significa que o extrato tenha perdido o potencial
antimicrobiano comprovado anteriormente; no entanto pode ser necessaria a adicao de
uma maior concentracdo de extrato para que consiga ter a eficacia do seu anadlogo
sintético.

Por outro lado, esta auséncia da capacidade conservante pode estar relacionada
com a degradacdo dos compostos conservantes aquando do cozimento do produto
alimentar. Isto porque, como foi incorporado na forma livre torna-se mais instavel e
susceptivel a todos os fendmenos externos. Para comprovar esta possibilidade serdo feitos

estudos de microencapsulacao do extrato para posterior incorporagéao.
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Figura 28 — Graficos do crescimento microbiano
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4.5 Consideracdes finais e perspectivas futuras

A presente dissertacdo levou a cabo um estudo exaustivo de biorresiduos de couve
galega (Brassica oleracea var. Acephala.), quanto a sua caracterizagdo nutricional e
quimica. Para além disso, as propriedades bioativas do extrato rico em fenois e
flavonoides, obtido a partir dos biorresiduos da couve galega foram determinadas e 0s
resultados foram reveladores. O extrato correspondeu as expectativas, sendo uma boa
fonte de fenois e flavondides totais e apresentando atividade antioxidante. Além disso,
mostrou-se um bom antimicrobiano frente a todas as estirpes de bacterias e fungos
testadas, destacando-se inclusive por possuir melhores atividade do que os conservantes
E211 e E224 nas estirpes Bacillus cereus e Enterobacter cloacae.

Relativamente a incorporacdo, a nivel dos parametros fisicos as analises
comparativas indicaram a possivel necessidade de um reajuste da concentragdo do extrato
utilizada, no sentido de igualar o produto funcionalizado com o produto original. A nivel
nutricional também se verificaram algumas alteracdes favorecendo o pdo de leite
funcionalizado, pois este apresentou um teor em minerais mais elevado. Por outro lado, a
nivel microbiano, foram feitas comparages estatisticas para chegar a uma resposta. Sabe-
se que os microrganismos dependem de condic¢Bes favoraveis para sua multiplicagdo,
sendo que as caracteristicas do alimento possuem grande influéncia no desenvolvimento
microbiano. Dentre estas caracteristicas, estdo incluidos os valores de aw e pH,
devidamente avaliados no presente estudo. Uma vez que o pao controlo apresenta uma
faixa de pH e valores de aw 6timos para o desenvolvimento de grande parte dos
microrganismos, foi possivel observar as alteracGes durante o tempo de armazenamento
de 3 dias. Nesse sentido, a incorporacdo do extrato foi feita com o intuito de retardar o
crescimento microbiano, uma vez que se estaria a aplicar um inibidor natural (agente
antioxidante e antimicrobiano, comprovado através das analises anteriores). A utilizacéo
do extrato de couve apresenta-se como uma alternativa conservante, visto que inibiu,
mesmo que pouco, o crescimento dos microrganismos mesofilos. E valido considerar que
0 extrato isolado apresentou boa atividade bactericida para Bacillus cereus e quando
analisado incorporado foi 0 que apresentou piores resultados, porém, a concentracao de

CMB provavelmente foi superior a incorporada.
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Apesar deste resultado, o extrato ndo pode ser considerado um fraco conservante
natural, mas sim, em estudos posteriores, terd de ser ajustada a quantidade a ser
incorporada no produto alimentar, para verificar se aumenta a eficacia conservante.

Desta forma, e tendo em conta todos os resultados obtidos, o presente trabalho de
investigagdo demonstrou o potencial nutricional e bioativo dos biorresiduos de couve
galega, atribuindo-lhe valor agregado. Pode, também, constatar-se que esta matriz pode
resultar num produto de grande interesse nutritivo, tecnologico e econémico, além de ser
isento de quimicos e toxicidade.

Relativamente as perspetivas futuras, irdo ser feitos mais testes de incorporacao
para avaliar o poder conservante do extrato em maiores concentrac@es e noutros produtos
alimentares. Para além disso, recorrer-se-a a metodologias de encapsulacdo do extrato
com objetivo de melhorar sua estabilidade. Além disso, realizar-se-4, também, a
comparacdo do comportamento entre o extrato ativo encapsulado e sua forma livre na
incorporacdo e na biodisponibilidade dentro do organismo humano, através de ensaios in

vitro.
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