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RESUMO

O cozimento além de facilitar a digestibilidade e a palatabilidade dos vegetais, pode
alterar a biodisponibilidade de micronutrientes. As couves-flores sdo normalmente
consumidas apOs processamento térmico e apresentam niveis elevados de
compostos bioativos que influenciam na satde humana, especialmente na prevencéo
as doencas cronicas. Estes compostos possuem atividade antioxidante que confere
protecéo e auxilia o organismo humano a eliminar os radiacias livres, componentes
centrais das regulacdes metabdlicas induzidas por doencas crbnicas. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tempo e tipo de cozimento (fervura, vapor
e micro-ondas) sobre as caracteristicas bioquimicas de quatro genétipos de couve-
flor colorida (‘Verde di Macerata’, ‘Cheddar’, ‘Forata’ e ‘Graffiti’). Em um primeiro
momento, foi determinado o perfil fisico-quimico das couves-flores coloridas. Os
floretes foram submetidos aos tratamentos térmicos por 5 e 10 min e apés foram
realizadas as analises fisico-quimicas. O processamento em ebulicdo resultou em
perdas significativas de sdlidos solUveis totais e carboidratos soluveis totais,
diferentemente dos métodos onde foram utilizadas menores quantidades de agua
para o processamento das inflorescéncias (i.e., micro-ondas e vapor). Os métodos a
vapor e micro-ondas resultaram em valores superiores de sodlidos soluveis,
independente do gendtipo analisado. O cozimento dos floretes em ebulicdo reduziu
significativamente os teores da maioria dos compostos quimicos analisados (acidez
titulavel, sdlidos soluveis e carboidratos sollveis totais). No segundo experimento foi
avaliado, por cromatografia liquida, o conteddo dos aminoacidos triptofano e 5-
hidroxitriptofano e de aminas biogénicas, para calculo posterior do Chemical Quality
Index — CQI. Os resultados demostraram que o processamento térmico e 0s tempos
de coccéo influenciaram no conteddo das aminas biogénicas e dos amino&cidos
estudados. A coloragdo dos vegetais também afeta o conteudo destas substancias,
pois foram verificados niveis menores dos aminoacidos e das aminas biogénicas na
couve-flor roxa, quando comparada as demais. A couve-flor branca apresentou os
maiores niveis de histamina, substancia conhecida por seu efeito alergénico. O
cozimento afetou positivamente no CQI das couves-flores, com reducdo no indice
quando comparado as inflorescéncias cruas. O conteudo de carotenoides,

provitaminicos A (pVACS), equivalente de atividade de retinol (RAE) e a e y-tocoferol



em couves-flores coloridas, bem como o efeito do cozimento na coloracdo das
inflorescéncias coloridas também foram avaliados em diferentes tempos de preparo
(5, 10 e 20 min), em um terceiro experimento. Nosso estudo mostrou que o0
processamento térmico promoveu aumento nos teores dos compostos antioxidantes
analisados (carotenoides e pVACS), independente do genotipo, quando comparados
com o material cru e, alterou niveis de tocoferol e os atributos de cor da hortalica em
relagdo ao material cru. Os maiores teores de zeaxantina e luteina foram verificados
na ‘Verde di Macerata’. A couve-flor ‘Cheddar’ apresentou os maiores contetdos de
todos os carotenoides, e quando cozidas em vapor por 20 minutos observou-se o
maior teor de pVACs e RAE. Incrementos no conteudo de pVACs, RAE e
> carotenoides foram observados em ‘Forata’ e ‘Graffiti’. Independente do gendtipo
analisado, o cozimento por 20 minutos, seja em ebuligdo, ou em vapor, induziu
aumento dos niveis de a e y- tocoferol nas inflorescéncias. O contetdo de clorofila,
em ‘Verde di macerata’ aumentou em fungao do cozimento. O processamento térmico
ndo aumentou os niveis de antocianinas na ‘Graffiti’, com relagdo ao material cru.
‘Verde di Macerata’ e Cheddar’, apesar de pouco consumidas, podem ser boas fontes
de carotenoides, provitaminicos A e tocoferol. Os cozimentos ndo afetaram

negativamente o aspecto visual das couves-flores.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis. Cozimento. Aminas biogénicas.
Atividade antioxidante.



ABSTRACT

The cooking process, besides facilitating the digestibility and palatability of vegetables,
can alter the bioavailability of micronutrients. The cauliflowers are usually consumed
after a thermal process and present high levels of bioactive compounds that positively
affect the human health, particularly in chronic disease prevention. The compounds
possess antioxidant activity that provides protection and assists the human organism
in eliminating free radicals, central compounds in metabolic regulations induced by
chronic diseases. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of time
and cooking procedure (boiling, steaming and microwaving) over the biochemical
characteristics of four genotypes of colored cauliflowers (‘Verde di Macerata’,
‘Cheddar’, ‘Forata’ e ‘Gradffiti’). Firstly, the physicochemical profile of the colored
cauliflowers was determined. The cauliflowers were subjected to the thermal
processes for 5 and 10 minutes and physicochemical analysis were performed. The
boiling process resulted in significant losses of total soluble solids and total soluble
carbohydrates, unlike the methods where smaller amounts of water were used for
processing the inflorescences (i.e., microwaving and steaming). The steaming and
microwaving methods resulted in superior values of soluble solids, independently of
the analyzed genotype. The cooking of the inflorescences by boiling reduced
significantly the contents of the majority of the analyzed chemical compounds
(titratable acidity, soluble solids and total soluble carbohydrates). In the second
experiment, done by liquid-chromatography, the contents of the amino acids
tryptophan and 5-hydroxytryptophan and the biogenic amines, for later evaluation of
the Chemical Quality Index — CQI. The results showed that the thermal processing and
the cooking times affected the contents of the studied biogenic amines and the amino
acids. The coloring of the vegetables also has an effect in the content of these
substances, because lower levels of amino acids and biogenic amines were found in
the purple cauliflowers, when compared to the others. The white cauliflower, presented
the highest levels of histamine, substance known for its allergenic effect. The cooking
procedure positively affected the CQI of the cauliflowers, with the reduction of the index
when compared to the raw inflorescences. The contents of carotenoids, provitamin-A
(PVACSs), equivalente de atividade de retinol (RAE), a and y-tocoferols of the colored

cauliflowers, as well as the effect of the cooking procedure in the coloring of the



different inflorescences were evaluated under different preparation times (5, 10 and 20
minutes). Our study showed that thermal processing promoted an increase in the
levels of the antioxidant compounds analyzed (carotenoids and pVACS), regardless of
genotype, when compared with the raw material and altered tocopherol levels and the
color attributes of the vegetables in relation to the raw material. The highest levels of
zeaxanthin and lutein were found in Verde di Macerata. Cauliflower ‘Cheddar’ had the
highest contents of all carotenoids, and when steamed for 20 minutes the highest
pVACs and RAE content was observed. Increases in pVACs, RAE and 'carotenoids'
content were observed in 'Forata’ and 'Graffiti'. Regardless of the genotype analyzed,
boiling for 20 minutes, either boiling or steaming, induced an increase in a and y-
tocopherol levels in inflorescences. Chlorophyll content in 'Verde di macerata'
increased as a function of cooking. Thermal processing did not increase anthocyanin
levels in Graffiti relative to raw material. 'Verde di Macerata' and Cheddar ', although
little consumed, can be good sources of carotenoids, provitamins A and tocopherol.

The cooking did not negatively affect the visual appearance of cauliflowers.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis. Cooking. Biogenic amines. Antioxidant

Activity.
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INTRODUCAO GERAL

A couve-flor pertencente a familia das Brassicas, possui como caracteristica
principal a formacdo de uma inflorescéncia central e, por apresentar um elevado
rendimento comercial, sua importancia econémica no Brasil esta ligada especialmente
a pequenos produtores.

Vegetais pertencentes a familia Brassicaceae, sdo conhecidos por sua elevada
capacidade antioxidante, fonte de vitaminas e compostos bioativos que contribuem
para uma dieta saudavel e equilibrada (GUILLEN et al., 2017; GUZMAN et al., 2012).
Estas propriedades nutricionais, bem como a facilidade no preparo, sdo aspectos
visados pelos consumidores que buscam produtos vegetais de alta qualidade
nutricional e sensorial (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2013). A aparéncia é um dos
atributos de qualidade sensorial mais importantes nos alimentos, tanto frescos como
processados (PATHARE et al, 2012; COSTA et al, 2011; GROSSMAN &
WISENBLIT, 1999), considerada uma ferramenta de percepc¢éo do individuo sobre a
qualidade dos alimentos, que resulta na aceitabilidade ou rejeicdo para 0 consumo
(NISHA et al., 2011; PEREIRA et al., 2009; LEON et al., 2006).

A aparéncia visual esta diretamente relacionada a cor do vegetal (PATHARE et
al., 2012), que por sua vez pode estar correlacionado com outros atributos de
qualidade, como fatores nutricionais (FRANCIS, 1995; KRAMER 1976) que refletem
nos niveis dos antioxidantes e outros compostos bioativos.

Couves-flores brancas sédo geralmente as mais produzidas e consumidas e,
dessa forma, as mais investigadas. O alto valor nutricional atribuido a esta hortalica
se relaciona ao seu impacto positivo na saide humana, a reducao do risco de doencas
cronicas, incluindo doencas cardiovasculares e cancer (AHMED & ALI, 2013). As
inflorescéncias sdo ricas em vitaminas (vitaminas C, B1l, B2 e B3), compostos
fendlicos, glicosinolatos, fibras, minerais (KALISZ et al., 2018; JAHANGIR et al., 2009;
PODSEDEK, 2007), carotenoides (DOS REIS et al., 2015, SHARDELL et al. 2011,
PODSEDEK, 2007), tocoferdis e tocotrienois (GUZMAN et al., 2012; IBRAHIM &
JUVIK, 2009).

Outra classe de compostos bioativos importantes encontrados em couves-
flores sdo as aminas biogénicas (DIAMANTE et al., 2019) que, além da sua funcéo

antioxidante, estdo relacionadas ainda com a regulagdo do ciclo celular e



16

desempenham papel fundamental na rota de sintese de importantes
neurotransmissores (GOMEZ-GOMEZ et al., 2018).

Apesar da ampla gama de fitoquimicos encontrados em couve-flor, estas
concentragbes podem variar. Dessa forma, genoétipos coloridos podem ser uma
alternativa para diversificacdo do consumo de alimentos e aumento da ingestado de
compostos promotores da saude.

A pigmentacgéo alaranjada em inflorescéncias de couves-flores brancas, por
exemplo, foram identificadas e atribuidas a uma mutagdo rara no gene dos
carotenoides [gene Orange (Or)] (CRISP et al., 1975; DICKSON et al., 1988), que
conferiu acumulo elevado de B-caroteno nos tecidos das plantas (LI et al., 2006). As
couves-flores verdes se originaram a partir de uma mutacao espontanea, neste caso
ocorre desenvolvimento ectopico de cloroplastos em células meristeméticas da
inflorescéncia (ZHOU et al., 2011). Enquanto que as antocianinas sao 0s pigmentos
majoritarios em couves-flores de coloracdo roxa (CHIU et al., 2010; LO SCALZO et
al., 2008).

Devido aos niveis elevados de pigmentos promotores de efeitos benéficos a
saude, esses vegetais podem ser considerados alimentos funcionais (CHIU et al.,
2010). E relevante ressaltar que alimento funcional é definido pela Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, do Ministério da Saude do Brasil, na Portaria n°398 da RDC
(Resolucdo da Diretoria Colegiada) n° 18/99, como um tipo de alimento ou
componente alimentar que, quando consumido como parte da dieta habitual,
além das funcbes nutritivas basicas, € capaz de produzir efeitos metabdlicos e/ou
fisiologicos e/lou benéficos a saude, sendo seguro para consumo humano sem
supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Sabe-se que o consumo de couve-flor € realizado preferencialmente apos o
cozimento. Deste modo, analises relacionadas ao processamento térmico se tornam
fundamentais para o entendimento do real valor nutricional dessa hortalica.

Alguns estudos reportam que o cozimento pode aumentar a disponibilidade dos
compostos bioativos hortalicas, retidos na matriz vegetal (BORGES et al., 2018; LIMA
etal., 2017; MINATEL et al., 2017; PRETI, RAPA, VINCI, 2017; DOS REIS et al., 2015;
SHAMS EL-DIN et al., 2013). Por outro lado, existe a influéncia do método escolhido
e 0 tempo de cozimento para o preparo do alimento, que pode promover perdas de

nutrientes, seja por processos de lixiviacao, seja por destruicdo celular causada pela
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alta temperatura e condicfes de meio (BORGES et al., 2018; MINATEL et al., 2017,
PALERMO, PELLEGRINI, FOGLIANO, 2014).

E comum que muitos vegetais sejam cozidos por um processo simples, como
em ebulicdo, vapor ou micro-ondas. Em ebulicdo, a alteragdo na concentracédo de
nutrientes no material vegetal pode ocorrer por perdas por lixiviagdo dos compostos
através da agua (DOS REIS, et al., 2015), especialmente substancias hidrossollveis.
Entretanto, para alguns compostos bioativos (carotenoides e alguns compostos
fendlicos), o aguecimento em ebulicdo facilita a liberacdo (PELLEGRINI et al., 2010).

O cozimento a vapor € comumente utilizado no preparo em Brassicas, como
em brocolis (RENNIE; WISE, 2009) e couve-flor. O uso do processamento a vapor
tem algumas vantagens sobre a fervura. Neste caso, como a 4gua néo € usada como
agente de aquecimento, algumas das propriedades do vegetal fresco sao preservadas
(ARMESTO, et al., 2016), o sabor é aprimorado e o tempo de cozimento pode ser
mais curto (FRANCISCO et al.,, 2010; MIGLIO et al., 2008). O mesmo pode ser
observado com o uso do micro-ondas, em geral neste tipo de cozimento se utiliza
pouca ou nenhuma quantidade de &gua, a retencdo dos nutrientes é maior, visto que
possui maior capacidade, do que o vapor ou fervura, de afetar as paredes celulares
dos vegetais (WACHTEL-GALOR et al.,, 2008) tornando disponiveis alguns
fitoquimicos de dificil extracao.

Além disso, as vantagens do uso do micro-ondas sobre o0 aquecimento
convencional estao relacionadas ao tempo reduzido de processamento, alta eficiéncia
energética e melhoria da qualidade dos alimentos (SALAZAR-GONZALEZ et al.,
2012).

Cabe ressaltar que, o efeito do cozimento depende de véarios fatores, como
processamento térmico utilizado, temperatura, lixiviagdo no meio de cozimento,
solvente usado para extracdo, pH e area de superficie exposta a agua e oxigénio
(WACHTEL-GALOR et al., 2008). Além disso, o mesmo método de cozimento pode
ter efeitos diferentes em diferentes plantas, visto que 0s vegetais possuem varios
compostos, alguns dos quais séo termicamente labeis e outros ndo (BERNHARDT,;
SCHLICH, 2006).

Durante o processamento de alimentos, alguns autores sugerem que a perda
de vitamina E ou B-caroteno podem estar relacionadas a enzimas oxidativas (LESSIN
et al., 1997, MURILLO, PLUMPTON, GAUNT, 1976). No entanto, ndo é clara a
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resposta desses fitoquimicos nos alimentos quando submetidos a algum tipo de
preparo antes do consumo.

Diferencas significativas séo observadas em relagcéo a coloracéo de hortalicas
cozidas (brocolis, feijao verde e cenoura) em comparacao ao vegetal cru (GUILLEN
et al., 2017). Comparando diferentes matrizes vegetais (brécolis, repolho, espinafre,
couve, couve-de-bruxelas, ervilha, abobora e aspargos) ap6s cozimento em fervura,
Paciulli et al. (2017) constataram que, dentre elas, as inflorescéncias apresentam os
maiores valores de degradacdo de clorofilas (90% em brécolis). Os autores ainda
inferem que a taxa de degradacéo foi influenciada pelo tempo de tratamento, quanto
maior tempo de permanéncia em fervura, mais evidente era a degradacéo (16% nas
clorofilas totais apés 3,5 minutos, 40% apds 5 minutos e 90% apdés 8 minutos).
Enquanto, os cozimentos em vapor e no micro-ondas apresentam menores perdas.

As moléculas de clorofila sdo termolabeis; portanto, quando expostas a algum
tipo de processamento térmico sofrem modificacdes quimicas e bioquimicas
(RUNDRA et al., 2008). Assim como as antocianinas, compostos hidrossollveis e
apresentam esta mesma caracteristica. Nos vegetais, este pigmento possui
importante funcéo biolégica de protecdo contra varios estresses bibticos e abidticos
(CHIU et al., 2010; LO SCALZO et al., 2008).

O cozimento também altera os niveis de vitamina E em pimentdo vermelho,
cenoura e brécolis comparadas as amostras cruas, especialmente em brécolis
(KNECHT et al. 2015). Resposta semelhante foi observada em espinafre por Chun et
al., 2006. Modificacbes nos niveis de carotenoides induzidos por tratamento térmico
gue resultam em alteracGes na cor dos vegetais séo relatados na literatura (AHMED,
SHIVHARE, MANDEEP, 2002; TANSEY, GORMLEY, BUTLER, 2010), como por
exemplo em cenouras, que além da reducdo dos niveis de carotenoides também
apresentaram modificagcbes em sua coloracdo, comparada com a dos vegetais crus.

Em brocolis, ao estimarem as altera¢des induzidas na atividade antioxidante
das inflorescéncias apoés varios tipos de processamento (ebulicdo, ebulicdo a vacuo,
vapor de baixa pressado, vapor de alta pressédo, sous vide, micro-ondas, sous vide-
micro-ondas, grelhado, fritura intensa e fritura intensa a vacuo), Martinez-Hernandez
et al. (2013) demonstraram que a capacidade antioxidante aumenta apos o cozimento
em todos os tratamentos, com excecao de ebulicdo a vacuo. Dos Reis et al. (2015)
observaram em couve-flor (coloracdo branca), que o cozimento em micro-ondas (4

min) retém o contetdo dos compostos fendlicos, assim como na inflorescéncia crua,
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e quando submetidas ao cozimento a vapor por 20 min, maiores niveis de
carotenoides séo observados.

No estudo do efeito do cozimento em feijoes verdes, por exemplo, Lima et al.
(2017) verificaram que, ap0s o processo de cozimento, 0s niveis de carotenoides
aumentam, contudo, a atividade antioxidante (DPPH) reduz e, os cozimentos em
fervura e micro-ondas induzem a liberacdo de clorofila. Petri, Rapa e Vinci (2017)
reportam que o cozimento por fervura (10 min) reduz a capacidade antioxidante por
DPPH em feij6es vagem coloridos. O mesmo foi observado por Rennie e Wise, (2009),
gue afirmam que o processamento a vapor € o mais indicado para certos vegetais,
devido a textura do alimento apds tratamento térmico ser mais aceitavel.

O estudo comparativo de métodos de coc¢do, bem como o tempo em que esse
material fica exposto ao calor, podem trazer respostas consideraveis para
manutencao da qualidade nutricional da couve-flor.

Assim, objetivou-se avaliar efeito do tratamento térmico por diferentes métodos
e tempos de coccao (fervura, vapor e micro-ondas) no perfil bioquimico de
inflorescéncias de couves-flores coloridas. Este trabalho pretende contribuir com
informacdes sobre 0s niveis de compostos bioativos em couves-flores coloridas antes

e apOs cozimento.
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CAPITULO 1

Perfil fisico-quimico de couves-flores coloridas antes e apds processamento
térmico

(artigo publicado no periodico cientifico Revista lberoamericana de Tecnologia
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RESUMO

O uso de cultivares de couve-flor coloridas surge com uma alternativa na busca para
a diversificacdo da dieta e aumento da ingestdo de compostos promotores da saude
humana. No entanto, estes nutrientes e/ou compostos biologicamente ativos
presentes nas diferentes cultivares sao altamente influenciados pelas condicdes
ambientais e pelos fatores pés-colheita que sdo submetidos. Por isso, o objetivo do
presente trabalho foi determinar o perfil fisico-quimico de diferentes cultivares
coloridas submetidas a diferentes processamentos térmicos. Foram utilizadas as
cultivares Forata (coloracdo branca), Verde di Macerata (coloracédo verde), Graffiti
(coloragao roxa) e o hibrido F1 ‘Cheddar’ conduzidas em sistema convencional de
producdo. Os floretes foram submetidos aos tratamentos térmicos em ebulicdo, a
vapor e por micro-ondas em diferentes tempos de preparo (5 e 10 min) e apos foram
realizadas as andlises fisico-quimicas. Pode-se constatar variagdo no teor dos
compostos quimicos, dependendo do genétipo analisado e do processamento térmico
empregado. A cv. Forata apresentou 0s maiores teores de carboidratos solUveis totais
(CST) (5,47 g 100 gt m.f.) e Ratio (72,51) e a cv. Graffiti apresentou valores superiores

de sdlidos soluveis totais (SST) (9,6) e proteinas (8,34), destacando-se das demais.
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O processamento em ebulicdo resultou em perdas significativas de SST e CST,
diferentemente dos métodos onde foram utilizadas menores quantidades de agua
para o0 processamento das inflorescéncias (i.e., micro-ondas e vapor,
respectivamente). Os métodos a vapor e micro-ondas resultaram em valores
superiores de SST, independente da cultivar analisada. O cozimento dos floretes em
ebulicdo reduziu significativamente os teores da maioria dos compostos quimicos
analisados (AT, SST e CST). Pode concluir, que os métodos de coc¢do a vapor e,
principalmente, o método de cocgéo por micro-ondas sédo os métodos de cozimento
mais apropriados para o processamento de couve-flor, pois aumentam o valor

nutricional da hortalica, independente da cultivar analisada.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis; cozimento; carboidratos.

PHYSICOCHEMICAL PROFILE OF COLORED CAULIFLOWERS BEFORE AND
AFTER THERMAL PROCESSING

ABSTRACT

The use of colored cauliflower cultivars appears with an alternative in the search for
the diversification of the diet and increase in the intake of compounds promoting human
health. However, these nutrients and/or biologically active compounds present in the
different cultivars are highly influenced by the environmental conditions and the post-
harvest factors that are submitted. Therefore, the aim of the present work was to
determine the physico-chemical profile of different colored cultivars submitted to
different thermal processes. The cultivars Forata (white color), Verde di Macerata
(green coloration), Graffiti (purple coloration) and F1 '‘Cheddar' hybrid were conducted
in a conventional production system. The florets were submitted to boiling, steam and
microwave thermal treatments at different preparation times (5 and 10 min) and after
the physical-chemical analysis. It is possible to observe variation in the content of the
chemical compounds, depending on the genotype analyzed and the thermal
processing used. The cv. Forata presented the highest levels of total soluble
carbohydrates (CST) (5.47 g 100 g* m.f.) and Ratio (72.51) and cv. Graffiti presented
higher values of total soluble solids (TSS) (9.6) and proteins (8.34), standing out from

the others. Boiling processing resulted in significant losses of SST and CST, unlike
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methods where smaller amounts of water were used for processing the inflorescences
(i.e., microwaves and steam, respectively). The steam and microwave methods
resulted in higher values of SST, independent of the cultivar analyzed. The cooking of
the boiled florets significantly reduced the contents of most of the analyzed chemical
compounds (AT, SST and CST). It can be concluded that steam cooking methods and,
especially, the microwave cooking method are the most appropriate cooking methods
for cauliflower processing, since they increase the nutritional value of the vegetables,
regardless of the cultivar analyzed.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis; cooking; carbohydrates.

1.1 INTRODUCAO

A couve-flor € uma excelente fonte de compostos biologicamente ativos, que
agem na prevencdo de doencas cardiovasculares, canceres, diabetes e outras
doencas crbnicas (Dos Reis et al., 2015). Existem diversas cultivares de couves-flores,
sendo as de coloracdo branca as mais plantadas e consumidas atualmente. Apesar
destas cultivares tradicionais apresentarem quantidades significativas de vitaminas
(vitaminas C, B1, B2 e B3), fendlicos, glicosinolatos, fibras (Podsedek, 2007), minerais
(Kalisz et al., 2018) e compostos biologicamente ativos (Dos Reis et al., 2015) as
cultivares coloridas (i.e. amarelas, verdes e roxas) estdo sendo pesquisadas por
apresentarem quantidades superiores de compostos biologicamente ativos (Park et
al., 2013).

O uso e o estudo de novas cultivares surge como uma alternativa pela busca
da diversificacdo da dieta e aumento da ingestdo de compostos promotores da saude
humana. Cabe ressaltar, no entanto, que além do material genético, que os nutrientes
e/ou compostos fitoquimicos presentes nos vegetais sdo altamente influenciados
pelas condigbes ambientais e pelos fatores pos-colheita em que sdo submetidos
(Jahangir et al., 2009; Kalisz et al., 2018). Outro fator relevante para os estudos com
Brassicas é que os tipos de processamentos térmicos aplicados nas inflorescéncias
podem alterar significativamente o teor dos compostos quimicos presentes no vegetal,
podendo muitas vezes aumentar ou até mesmo diminuir a qualidade do produto final
(Dos Reis et al., 2015; Mansour et al., 2015).



24

Estudos recentes reportam, por exemplo, que o0 cozimento pode aumentar a
disponibilidade dos compostos bioativos em frutos e hortalicas, por facilitar a extracéo
de certos metabdlitos da matriz vegetal (Borges et al., 2018; Dos Reis et al., 2015;
Lima et al., 2017; Minatel et al., 2017; Preti, Rapa, e Vinci, 2017; Shams EI-Din et al.,
2013). Porém, dependendo do método utilizado e do tempo de preparo do alimento,
pode promover perdas de nutrientes, principalmente por processos de lixiviacdo e de
destruicéo celular causada pela alta temperatura e condi¢cdes de meio (Borges et al.,
2018; Minatel et al., 2017; Palermo, Pellegrini, e Fogliano, 2014).

Mansour et al. (2015) trabalhando com diferentes compostos fisico-quimicos
em brocolis e couve-flor observaram efeito significativo no conteido de carboidrato
nos floretes ap6s o0 processamento térmico a vapor, branqueamento em ebulicdo e
em micro-ondas, ocasionando redugdes significativas no teor deste nutriente. No
entanto, o menor teor de carboidratos (base umida) foi observado nos brécolis e
couve-flor branqueados em ebulicdo. Ahmed e Ali (2013), observaram também que
em brécolis e couve-flor submetidos ao processamento termicamente em ebulicdo (6
min) tiveram efeitos significativos sobre os componentes nutricionais, causando
perdas no conteldo de matéria seca, proteina, mineral e no teor de fitoquimicos nas
amostras analisadas. Os tratamentos a vapor (6 min) e micro-ondas (3 min e 30 s)
foram os que apresentaram as menores reducgdes.

Além do método, o tempo em que o vegetal é submetido ao preparo influenciou
significativamente os compostos quimicos analisados. Por exemplo, estudos relatam
gue os niveis de fitoquimicos (e.g. carotenoides), reduziram significativamente em
couve-flor, brécolis e repolho cozidos em fervura por 6 minutos. No entanto, quando o
tempo de coccao foi menor (4 min) ndo houve reducgao significativa nos tratamentos.
Volden et al. (2009) trabalhando com diferentes cultivares de couve-flor verificaram
gue o cozimento em ebulicdo por 10 minutos ocasionou reducao de 27% no contetudo
fendlico total e 33% na capacidade atividade antioxidante pelo método do FRAP. Na
couve-flor roxa este mesmo tratamento térmico promoveu reducédo de até 53% no
conteudo das antocianinas. O cozimento a vapor (10 min) foi 0 que menos provocou
perdas dos antioxidantes. As maiores perdas verificadas no método em ebulicéo
foram atribuidas a lixiviagdo dos nutrientes na agua de cozimento. Os autores também
observaram que o cozimento em micro-ondas é o preferivel em relacédo as retencoes

da maioria dos compostos quimicos analisados, como o0s carotenoides, compostos



25

fendlicos totais e a capacidade antioxidante do material analisado (Shams EI-Din et
al., 2013).

Desta forma, este estudo objetivou avaliar o perfil fisico-quimico de
inflorescéncias das cultivares de couves-flores coloridas in natura e apés diferentes

processamentos térmicos e tempos de coccao.

1.2 MATERIAL E METODOS

As inflorescéncias utilizadas neste estudo foram provenientes de &reas de
cultivo comercial, conduzidas em sistema convencional de producdo. As cultivares
Forata (coloracdo branca), Verde di Macerata (coloracdo verde) e o hibrido F1
‘Cheddar’ (coloracdo amarela) foram obtidos em uma propriedade rural localizada no
municipio de Pardinho — SP (latitude 23° 02’ S, longitude 48° 22° W e 912 m de
altitude), enquanto que a cv. Graffiti (coloragdo roxa), foi proveniente da cidade de
Piedade — SP [23° 42’ S (latitude) e 47° 25 W (longitude) ]. O clima de ambas as
localidades € considerado do tipo mesotérmico subtropical imido (tipo Cwa), com
inverno seco e verao quente (Schneider e Costa, 2013).

Apbés a colheita, as inflorescéncias foram higienizadas com agua de
abastecimento, cortadas em floretes de aproximadamente cinco centimetros e
submetidas a imers&o em agua clorada com 100 mg L™ de hipoclorito de sédio durante
10 minutos, lavadas novamente em agua e homogeneizadas. Os floretes foram
agrupados em porcdes de aproximadamente 250 g e submetidos aos tratamentos
térmicos, baseados em diferentes métodos e tempos de cocc¢do, e um grupo controle
in natura, para cada cultivar. Para a cozimento em ebulic&o, os floretes foram fervidos
em panela de inox (com tampa), em um litro de agua. No cozimento a vapor, as
amostras foram colocadas em uma panela vaporeira de inox (com tampa), com 800
mL de agua. E no tratamento por micro-ondas, as amostras foram colocadas em um
refratario de vidro com 100 mL de agua, coberto por filme plastico PVC transparente.
A agua remanescente foi drenada dos recipientes e as inflorescéncias foram
resfriadas a temperatura ambiente. A partir dos tratamentos térmicos empregados, as
inflorescéncias (floretes) foram pulverizadas e armazenadas a - 20 °C antes da

realizagdo das andlises (n=3).
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O Teor de Umidade (%U) foi calculado por meio da formula: %U = (Ml — MF) x
100)/MI. A massa inicial (MI) se refere a massa fresca das couves-flores (apds
processamento térmico e in natura) e MF se refere a massa final, ou seja, o material
liofilizado.

A Acidez Titulavel (AT) foi determinada em extrato aquoso, utilizando 5 g de
couve-flor homogeneizada em 50 mL de agua destilada e tituladas em NaOH 0,1 N.
Os resultados foram expressos em porcentagem de &cido mélico por 100 g de amostra
fresca (IAL, 2008). O teor de Sélidos Solulveis (SS) nas amostras foi analisado usando
refratbmetro digital (modelo Atago, PAL-1), com resultados expressos em °Brix (IAL,
2008). E o pH das inflorescéncias de couves-flores foi determinado utilizando-se
potencidmetro (modelo Q Quimis — 400%) (AOAC, 2005).

A quantificacdo dos Carboidratos Sollveis Totais (CST) foi realizada por
analise colorimétrica pelo método fenol-sulfdrico (Dubois et al., 1956) e solucédo de
glicose como padrao (100 yg mL™?). A leitura de absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 490 nm, sendo os CST expressos em gramas por 100 grama de
massa fresca (g 100 g* m.f.).

O teor de Proteinas Totais (PT) foi determinado pelo método Kjeldahl, que
determina a matéria nitrogenada total de uma amostra por meio da digestdo em
H2SO4, seguida pelo processo de destilagéo e, por fim, titulagdo. Os resultados foram
calculados e expressos em porcentagem, usando o fator de conversdo 5,75,
determinado para proteinas vegetais (AOAC, 2005).

KXV XF
P

Proteina (%) =
Onde:
K =Fc x 0,0014 x 100
Fc = fator de correc¢do da solugéo de acido sulfdrico 0,1 N
P = massa da amostra em gramas
V = volume de solucao de acido sulfurico gasto na titulacéo

F = fator de conversao do nitrogénio em proteina vegetal (5,75)

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, com 28

tratamentos (4 cultivares x 3 métodos de coccdo x 2 tempos de coccao + controle in
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natura), com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguido do teste Scott-Knott (5% de probabilidade). Em um segundo
momento, foi realizada a ANOVA dos dados para cada couve-flor (‘Verde di Macerata’,
‘Cheddar’, ‘Forata’ e ‘Graffiti’) separadamente, totalizando 7 tratamentos por cultivar
(3 métodos de coccao x 2 tempos de coccdo + controle in natura), seguido do teste
de média Scott-Knott (p < 0.05). Os dados foram analisados por meio do software
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011). A anélise dos componentes principais (APC) foi
realizada com intuito de visualizar o efeito do processamento térmico no contetdo dos

atributos fisico-quimicos nas cultivares de couve-flor, utilizando o software XLSTAT.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor dos compostos quimicos variavel significativamente dependendo do
gendtipo analisado e do processamento térmico empregado (Tabela 1). As cvs. Graffiti
(roxa) e Forata (branca) foram as que apresentaram destagque na maioria dos
compostos quimicos (in natura). A cv. Forata apresentou 0s maiores teores de
carboidratos sollveis totais (CST) (5,47 g 100 g* m.f.) e Ratio (72,51). J& a cv. Graffiti
apresentou valores superiores de solidos soluveis totais (SST) (9,6 °Brix) e proteinas
(8,34%) (Tabela 1). No entanto, apds o processamento térmico estes valores tiveram
grande variacao, dependendo do modo de preparo e do composto analisado.

Pode-se perceber claramente que as caracteristicas fisico-quimicas avaliadas
variaram significativamente, principalmente, conforme o0 processamento térmico
utilizado (Tabela 1). Realmente, estudos recentes reportam que o cozimento pode
aumentar ou diminuir a disponibilidade de compostos quimicos em vegetais, conforme
0 método e o tempo de preparo em que sédo submetidas as amostras (Dos Reis et al.,
2015; Lima et al., 2017; Minatel et al., 2017; Preti et al., 2017; Shams EI-Din et al.,
2013; Volden et al., 2009). No geral, o processamento por ebulicdo resultou em niveis
superiores de umidade, provavelmente, pelo contato direto da matriz alimentar com a
agua fervente neste tipo de preparo. Cabe ressaltar, que o processamento em
ebulicdo resultou em perdas significativas de SST e CST, diferentemente dos métodos
onde foram utilizadas menores quantidades de agua para o processamento das

inflorescéncias (i.e., micro-ondas e vapor, respectivamente). Os métodos a vapor e



28

micro-ondas resultaram em valores superiores de SST, independente da cultivar
analisada (Tabela 1). Os efeitos do cozimento sdo afetados por muitos fatores,
incluindo a matriz alimentar, o método e a condigdo do processamento utilizado, bem
como a natureza quimica do composto analisado. Trabalhos realizados com brocolis
e couve-flor também relataram que os métodos que nédo utilizam agua ou os que
utilizam pequenas quantidades para o processamento térmico tendem a ter menores
perdas de SST e de outros compostos quimicos (e.g. compostos fendlicos). No geral,
0 processamento em micro-ondas € o método onde maiores teores de compostos
guimicos sao relatados (Dos Reis et al., 2015; Wu et al., 2019).

No presente estudo, o método de coccdo em micro-ondas também resultou em
valores superiores de CST na maioria das cultivares analisadas. No entanto, valores
superiores de proteinas foram verificados quando as inflorescéncias foram
submetidas ao processo de ebulicdo, principalmente para a cv. Graffiti, onde os
maiores teores deste nutriente foram detectados (Tabela 1). Estudos realizados com
brécolis e couve-flor verificaram que o método em ebulicdo ocasionou maior reducéo
de matéria seca, proteina e minerais, quando comparados aos métodos de vapor (6
min e 15 s) e ao método de coccdo em micro-ondas (3min e 30 s) (Ahmed e Ali, 2013),
diferentemente do verificado no presente trabalho.

Numa tentativa de estabelecer um modelo descritivo de agrupamento dos
diferentes processamentos térmicos e das cultivares de couve-flor analisadas optou-
se pela analise de componentes principais (ACP) ao conjunto de dados quimicos. Em
seu conjunto CP1 e a CP2 explicaram 84,42% da variancia do conjunto de dados
(Figura 1). A CP2 explicou 41,43% da variancia dos dados e a umidade foi a variavel
gue apresentou maior correlacdo com esse eixo (fator de carga: 0,99). As cvs.
Cheddar e Forata foram as que apresentaram maiores teores de umidade e de pH,
independente do processamento térmico utilizado (CP2+).

No geral, as inflorescéncias apresentaram perda de umidade quando
submetidas aos meétodos de coccdo, apresentando maior teor de agua quando
cozidas em ebulicédo, seguida do cozimento a vapor e micro-ondas. O cozimento a 10
minutos em micro-ondas foi 0 que ocasionou maior reducdo da porcentagem de
umidade nas couves-flores e, consequentemente gerou maiores teores de alguns

compostos pela reducédo da agua nas amostras analisadas.
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Figura 1. Projecdo bidimensional (A) e escores (B) de atributos fisico-quimicos
(umidade, sélidos soluveis totais, pH, acidez titulavel, proteina e carboidratos solGveis
totais) nos dois primeiros componentes principais entre as cultivares de couve-flor
Cheddar (C), Verde di Macerata (V), Forata (F) e Graffiti (G) avaliadas na forma in
natura e apos os diferentes processamentos térmicos, ebulicdo (E), a vapor (V) e em

micro-ondas (M) e nos diferentes tempos de coccéo (5 e 10 min).
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A cv. Forata apresentou os maiores teores de CST (5,47 g 100 g* m.f.) e Ratio
(89), com forte correlacdo com a CP1 (42,98%), principalmente quando os floretes
foram submetidos ao método de cocgcdo em micro-ondas (10 min). A cv. Graffiti
apresentou também grande destaque nos teores de CST, além disso apresentou
contetdo superior de SST (10,87 °Brix), apresentando forte correlacdo com esta
variavel, principalmente quando os floretes foram submetidos ao tratamento em micro-
ondas (10 min) (PC1+ e PC2-) (Figura 1 e Tabela 1). Pela ACP, pode-se perceber
gue a coccgao dos floretes em micro-ondas foi o tratamento que resultou em elevados
teores destes compostos quimicos (Figura 1), o que pode ser resultado dos menores
teores de umidade encontrado nas amostras, como salientado anteriormente. O
processo de micro-ondas resultou em maiores quantidades de SST e Ratio,
provavelmente, pela perda de 4gua apds o processo, 0 que gerou maior concentracao
de acucares e também pelo processo de aquecimento mais lento dos tecidos vegetais
tornando os compostos mais disponiveis (Dos Reis et al., 2015). Em contrapartida, o
método em ebulicdo resultou em maior umidade, provavelmente pelo contato direto
com agua fervente.

A cv. Graffiti também apresentou o0s maiores teores de proteinas,
principalmente quando os floretes foram submetidos a fervura (5 min). Cabe ressaltar,
gue a cv. Verde di Marcerata também apresentou niveis significativos de proteinas.
Esta cultivar apresentou grande destaque no teor de acidez titulavel (0,09 a 0,23 %
de &cido malico por 100 g m.s., Tabela 1), apresentando forte correlagdo com esta
variavel quimica (PC1 e PC2-) (Figura 1), principalmente nos tratamentos que nao
foram utilizados a agua (ou em menores quantidades) para a coccdo dos floretes
(vapor e micro-ondas). Os niveis de AT diminuiram apds o0 cozimento em ebulicdo em
todas as cultivares (Tabela 1). De fato, estudos anteriores indicam que este tipo de
processamento pode resultar em aumentos de pH em brocolis pela redugéo da acidez
do alimento em contato com a 4gua em ebulicdo, o que pode ocasionar mudanca da
cor da clorofila da matriz alimentar (Dos Reis et al., 2015), ocasionando perdas na
gualidade do produto final. Estudos indicam que o método de cocgdo em micro-ondas
€ 0 mais eficiente em preservar a coloracdo em brassicas (brocolis, couve de Bruxelas
e couve-flor), quando comparados com os metodos a vapor e em ebulicdo (Dos Reis
et al., 2015; Pellegrini et al., 2010).

Apesar de varios estudos recentes reportarem que o0 cozimento pode aumentar

a disponibilidade dos compostos bioativos nos vegetais (Dos Reis et al., 2015; Lima
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et al., 2017; Minatel et al., 2017; Preti et al., 2017; Shams EI-Din et al., 2013; Volden
et al., 2009), é importante ressaltar que existe influéncia do método de cozimento
escolhido e do tempo em que o alimento fica exposto ao calor. Geralmente, o
cozimento facilita & extracdo de certos metabdlitos da matriz vegetal (Borges et al.,
2018; Palermo et al., 2014). Porém, dependendo do método, pode promover perdas
de nutrientes, principalmente pela lixiviacdo dos nutrientes para a agua em ebulicéo e
destruicdo celular causada pela alta temperatura utilizada (Lima et al., 2017; Wu et al.,
2019). Procedimentos de coccado que utilizam menos agua e / ou menor tempo (como
micro-ondas e cozimento a pressdo) de contanto com altas temperaturas podem
preservar e/ou até mesmo aumentar o conteudo de compostos quimicos em vegetais
pela ruptura e contato do tecido celular com o calor (aquecimento mais lento),
ocasionando maior extracdo dos compostos quimicos do material analisado (Dos Reis
et al., 2015; Wu et al., 2019). No entanto, principalmente no método de micro-ondas,
0os resultados podem ser diferentes se os parametros de processamento forem
alterados, como o tempo de cozimento, volume de agua adicionado e tipo de cobertura
utilizada.



Tabela 1. Umidade (U%), acidez titulavel (AT), sdlidos soluveis totais (SST), ratio, pH, proteinas totais (PT) e carboidratos solluveis

totais (CST) nas cultivares estudadas, antes e apGs processamento térmico (média + desvio padrédo, n = 3).
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Métodos de Tempo AT >ST oSt
3 . U% (% ac. malico 100 g* Ratio pH Proteina (%)
cocgao (min) (°Brix) (9100 g1 m.f.)
m.f.)
Verde di Macerata
Cru 90,09 + 0,42 0,16 + 0,01 c"B™ 5,40+ 0,35 CcA 3391+1,13eA 6,71+0,10cA 7,29+0,43 cB 1,39+0,12 fB
5 91,25+ 0,51 0,14 £0,02 cB 3,73+0,31dB 2751+435fB 6,76 £0,05cA 8,46 + 0,22 bA 1,31+0,10fB
Fervura 10 91,31+ 0,36 0,11+0,01dC 3,57+0,21dB 33,71+£227eA 6,80+0,03bA 7,25+0,03 cB 1,26 +£0,15fB
5 89,56 + 0,04 0,23+ 0,02 aA 5,10+ 0,30 cA 22,17+284fC 6,79+ 0,05bA 7,20+ 0,02 cB 1,37+0,17 fB
Vapor 10 89,09 + 0,03 0,21+ 0,02 bA 493+055cA  2352+136fC 6,85+001bA  7,05+0,25dB 2,25+ 0,20 eA
) 5 89,38 £ 0,59 0,17+0,01cB 4,90 £ 0,26 cA 28,37+227fB 6,84 +0,05bA 7,51+0,24 cB 2,35+041eA
Micro-ondas 84,87+ 1,83 0,23 +0,02 aA 5,30 £ 0,46 cA 23,20+ 222fC  6,75%£0,05cA 6,76 + 0,02 dB 2,40+ 0,27 eA
Cheddar

Cru 92,95 + 0,04 0,12 + 0,01 dA 4,30 + 0,20 dA 34,67+3,63eB 6,55+ 0,05dB 5,86+ 0,58 eC 1,08 £0,12 fD
5 93,24 £ 0,85 0,09+0,01eB 3,17+£0,15eB 3591+467eB 6,91+£0,07 aA 6,02 +0,02eC 2,88 £ 0,22 dA
Fervura 10 93,91 +0,22 0,09+0,01eB 2,50+0,35eC 28,16 + 3,26 fC 6,97 £ 0,02 aA 6,88 + 0,21 dA 1,02+0,11 D
5 92,26 £ 0,07 0,09+0,00 eB 4,00+0,35dA  40,87+0,31dA  7,00£0,05aA 6,31+ 0,04 eB 1,89+ 0,08 eB
Vapor 10 92,62 +0,14 0,15+ 0,00 cA 3,80 + 0,00 dA 27,79+ 327fC  6,94+0,02 aA 6,72 + 0,02 dA 1,41+0,12 fC
Micro-ondas 5 92,05 + 0,27 0,13+ 0,04 dA 380+0,10dA  2525+390fC 6,94+0,11aA 6,15+0,19eC 0,98+0,12 fD
10 89,98 + 0,38 0,13+ 0,00 dA 430+044dA  3409+036eB 695+0,11aA  543+0,18fD 1,57+ 0,18 fC




Continucgdo Tabela 1

Forata
Cru 92,57 +0,37 0,07 + 0,00 eA 483+032cC  7251+4,64bB 6,26+001fB  3,72+0,38hB 3,92+0,73¢cB
Fervura 5 93,14 + 0,05 0,04 +0,01 fB 380+053dD  79,00+054bB 6,45+0,06eA  430+0,16 gA 3,44+0,32cC
10 93,32+ 0,03 0,03+ 0,01 fC 380+010dD  9532+123aA 648+009dA 343+0,18hB 2,86 +0,18dC
5 91,67 +0,28 0,07 + 0,00 eA 5,03+0,15¢cC  7567+215bB 650+0,08dA 3,36 +0,41hB 4,17 £ 0,47 bB
Vapor 10 92,49 £ 0,14 0,07+£0,01 eA 537+0,25¢B  76,17+1146bB 6,52+ 0,03dA 3,54 +0,22 hB 4,29 + 0,36 bB
Micro-ondas 5 91,63+ 0,29 0,07 + 0,00 eA 550+020cB  83,08+343bB 649+0,02dA  3,82+0,16 hB 3,71+0,09 cB
10 89,40 + 0,55 0,07+ 0,01 eA 6,60+0,17bA  89,00+845aA 651+0,00dA  4,26+0,62 gA 5,47 £ 0,24 aA
Graffiti
Cru 89,40 + 3,79 0,19 + 0,01 bA 9,60 + 0,26 bA 49,92 +3,01cB  6,82+0,06 bA 8,34 + 0,04 bB 2,16 £0,13eD
5 88,89 £ 0,70 0,12+0,01dB 6,40 = 0,30 bB 51,12+5,18cB  6,42+0,05eC 9,46 £ 0,00 aA 1,25+ 0,29 fE
Fervura 10 90,71+ 0,34 0,11 +0,02 dB 5,73+0,21cB 60,34+ 2,01 bA 6,49£0,02dB 8,62 + 0,99 bB 2,73+0,06 dC
5 87,24 £ 0,49 0,18+ 0,01 cA 9,40+ 1,14 bA 53,67+752cB  6,43+0,05eC 8,29+ 0,33 bB 3,67+0,33cB
Vapor 10 87,47+ 0,53 0,19 + 0,04 bA 9,10 + 0,46 bA 57,87 +6,54bA 6,48 £0,02dB 8,26 + 0,14 bB 3,890+£0,31cB
) 5 86,56 = 0,95 0,17 +0,01 cA 8,67 + 0,38 bA 52,00+ 0,71cB 6,52+ 0,03 dB 8,52 + 0,36 bB 3,81+0,42cB
Micro-ondas 10 83,68 £ 0,21 0,20 + 0,04 bA 10,87 +1,72aA 63,79+6,04 bA 6,41+0,03eC 8,47 + 0,37 bB 5,22 £ 0,40 aA
CV (%) - 12,86 8,99 8,93 0,82 5,08 10,76
Verde di
Macerata CV (%) - 9,14 7,75 9,26 0,80 3,10 12,76
Cheddar CV (%) - 13,69 7,26 9,89 1,02 4,08 9,26
Forata CV (%) - 7,00 5,62 7,29 0,77 9,12 9,97
Graffiti CV (%) - 14,73 9,72 9,04 0,59 5,19 9,38

m.f. = massa fresca
*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
**Meédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna (por cultivar), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

€€
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1.4 CONCLUSAO

O genotipo e o processamento térmico promovem alteracdes significativas nos
atributos fisico-quimicos de couve-flor branca, amarela, verde e roxa. As cvs. Graffiti
(roxa) e Forata (branca) foram as que apresentaram destague na maioria dos
compostos presentes no material in natura. No entanto, o cozimento dos floretes em
ebulicdo reduz os teores da maioria dos compostos quimicos analisados (AT, SST e
CST), pois promove redugcdo acentuada destes componentes por processos de
diluicdo e/ou lixiviacao e pelas perdas geradas pela alta temperatura empregada neste
tipo de preparo. Cabe ressaltar, que métodos de cocc¢ao a vapor e, principalmente, o
método de cocgdo por micro-ondas sdo os métodos de cozimento mais apropriados
para o processamento de couve-flor, pois aumentam o valor nutricional da hortaliga,

independente da cultivar analisada.
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Bioactive amines screening in four genotypes of termally processed cauliflower
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ABSTRACT

Biogenic amines are important indicators of food quality with recognized antioxidant
capacity. Diets that are rich in these compounds promote several benefits for human
health, although the consumption in excess may result in food poisoning. This study
aims to screen the levels of biogenic amines in four colored cauliflowers, before and
after cooking (boiling, steaming, and microwaving). In addition, the levels of tryptophan
and 5-hydroxytryptophan, two serotonin precursors, were analyzed. Our results reveal
that thermal processing shows a tendency to increase tryptophan levels and reduce 5-
hydroxytryptophan in colored cauliflowers. A reduction of the tryptophan and increase
in serotonin contents in ‘Cheddar’, steamed or microwaved, was observed. A higher
level of histamine was observed in the genotype ‘Forata’ after cooking, whereas
melatonin levels were higher after steaming and microwaving. The lowest levels of
biogenic amines and amino acids were observed in ‘Graffit’. All the colored
cauliflowers that were analyzed presented a chemical quality index (CQI) below the

pre-established limits, indicating that are safe for consumption, even after cooking. We
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conclude that the levels of biogenic amines and amino acids in colored cauliflower are
safe for human consumption and do not present health risks. Therefore, the
consumption of these genotypes, raw or cooked, is a good source of bioactive

compounds.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis; antioxidants; biogenic amines; cooking

2.1 INTRODUCTION

The food consumption is change, and the concern for foods with more nutritional
quality is evident. Health behaviors, like eating di erent vegetables, are associated with
diseases prevention and contributing to physical and emotional wellbeing [1]. The
protective mechanism by which vegetables protects or improve the human body
response to oxidative stress and inflammation include the action of their bioactive
compounds [2]. Traditional cauliflower or colored genotypes are a good source of
antioxidants that may be interesting to protect against oxidative stress and
inflammation processes present in chronic diseases.

Biogenic amines are compounds ubiquitous in all food and may show direct
action on the organisms, due to its antioxidant function [3]. In foods, some of the most
common biogenic amines are putrescine, cadaverine, spermidine, spermine,
histamine, tyramine, tryptamine, and agmatine [4]. However, serotonin and dopamine
have been described in fruits and vegetables [5,6], and some amines are a very
powerful antioxidant.

The serotonin is widely distributed in the vegetal kingdom [7], and some studies
demonstrate that it is a powerful antioxidant and radical scavenger. It also can be used
as a biochemical marker in some stages of plant development [8]. In mammals, the
serotonin is a neurotransmitter that acts in the central nervous system, a ecting
appetite, sleep, anxiety and humor [1]. In humans, serotonin is produced from the
tryptophan by the action of the tryptophan 5-hydroxylase (EC 1.14.16.4), which
converts it in 5-hydroxytryptophan. Then, this compound is decarboxylated by the
tryptophan decarboxylase (EC 4.1.1.28), in order to form serotonin [9]. In plants, the
synthesis of serotonin occurs mainly by the tryptamine biosynthesis pathway. The

tryptophan is initially converted in tryptamine by the action of the tryptophan
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decarboxylase (EC 4.1.1.28), and it is converted in serotonin by the action of
tryptamine 5-hydroxylase [10,11].

In plants, the tryptophan is related to the growth, due to the formation of auxin,
and also due to the formation of such defense substances, as glucosinolates and
alkaloids [12,13]. The tryptophan is an amino acid essential for humans and is obtained
by the ingestion of eggs, milk, meat, soy, potatoes, broccoli, cauliflowers, eggplant,
bananas, among others [14]. Most of tryptophan is converted in signaling molecules of
the neuroimmunological processes, and less than 1% is used in the biosynthesis of
proteins [1].

As well as serotonin, dopamine is a neurotransmitter related to the sensation of
pleasure and satisfaction. Both of them play an important role in neuropsychiatric
disturbs, such as depression, schizophrenia, and Parkinson disease, regulating
specific paths [1,15]. In plants, dopamine plays an important role in the intracellular
regulation of permeability and photophosphorylation, due to its free radical scavenging
ability. Dopamine is considered a strong hydrosoluble antioxidant with higher
antioxidant capacity than the glutathione, catechin, quercetin and luteolin, with a
capacity similar to the antioxidants gallocatechin and ascorbic acid [6,16], thus
protecting the growth and the productivity of plants under di erent stress conditions
[17].

Melatonin is produced from the serotonin. In mammals, the melatonin acts
mainly in the physiological processes related to the regulation of circadian rhythm,
humor and sleep [3]. Plants may present a higher quantity of this substance when
compared to animals. In plants, the melatonin acts as an antioxidant, a ects the vegetal
growth, has the function of stabilizing the cellular membrane and regulates the gene
expression [9]. In addition, it has been associated with the reproductive development
(flowering), including the circadian rhythms (photoperiod) [18] and as a signaling
molecule in the mechanism of defense against pathogen and others biotic and abiotic
stresses [19].

Other amines, such as putrescine, spermine and spermidine are related to
cellular processes, directly involved in the growth, division and cellular di erentiation
processes [20]. These amines, together with the histamine and cadaverine, are used
as a quality parameter of some foods through the CQI (Chemical Quality Index) [21].

Even though do not exert any direct toxic e ect, some amines as putrescine, spermidine
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and spermine can potentiate the harmful e ects of histamine by competing for the
detoxifying enzymes and acting as precursors of the nitrosamines [20].

Some brassicas, as the cauliflowers, present different levels of biogenic amines
[22,23], are rich in bioactive compounds and present low calories, which contributes to
the preference of the consumers for this vegetable. Traditionally, the white genotype
is the most consume however, other colored genotypes, such as the purple, green and
orange, can be an option for the consumption. These genotypes are well-established
and produced in several countries in the world [24]. Generally, the consumption of this
vegetable is performed after the thermal processing, which can affect the content of
some bioactives, including the biogenic amines [25]. The cooking facilitates the
extraction of some metabolites of vegetal matrix [26,27] however, it can promote losses
of nutrients, due to the leaching and cellular destruction [20,25]. The biogenic amines
are not considered thermostable [5], and studies demonstrate that the method of
cooking and the employed time can a ect the levels of these substances promoting an
increase or decrease [20,25], depending on the food matrix.

This study demonstrates the effects of the cooking process (boiling, steaming
and microwaving) and time in the levels of amino acids (tryptophan and 5-

hydroxytryptophan) and biogenic amines of colored cauliflowers.

2.2 MATERIALS AND METHODS

2.2.1 Plant Material

Four colored cauliflowers genotypes ‘Forata’ (white inflorescence), ‘Verde di
Macerata’ (green inflorescence), ‘Cheddar F1’ (yellow inflorescence), and ‘Graffit’
(purple coloration) were obtained from a local producer and carefully selected to avoid
plants with visible damage in the inflorescences.

The florets of each genotype with approximately five centimeters were washed
in tap water and immersed in sodium hypochlorite solution (100 mg/L). The raw
material was divided into 300 g portions. One part was retained raw and other portions
were submitted to the following cooking treatments: Boiling (baking at = 95 °C in
stainless steel pan containing 1000 mL of water), steaming (baking at = 95 °C using
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stainless steel pan containing 800 mL of water) or microwaving (baking at domestic
microwave medium power, using glass refractory recipient, containing 100 mL of water
and covered with plastic film). Each thermal processing was done by 5 and 10 min,
and after that separated into subsamples (n = 3), lyophilized (Lyophilizer Terroni
Scientific, S&o Carlos, Brazil, model LD1500), and grounded to a fine powder to

storage at - 80 °C until analyzes.

2.2.2 Biogenic Amine Analysis by HPLC

The biogenic amines in florets of colored cauliflowers were extracted as
previously reported [28]. Lyophilized samples were homogenized in 3 mL of 5%
perchloric acid (HCIOa4), held in an ultrasonic bath for 30 min and centrifuged at 6000
rpm for 10 min (5 °C). In 200 pL of the supernatant were added 400 uL of dansyl
chloride (2.5 mg/mL acetone) and 200 pL of the saturated sodium carbonate solution.
After stirring and one hour remained in the dark at 60 C, 200 pL of proline (99%) (0.1
mg/mL in ultrapure water) were added. The mixture was maintained at room
temperature for 60 min, and toluene (1000 pL) was used to extract the dansylated PAs.
The samples were vortexed for 1 min, and the supernatants were withdrawn and
subjected to drying with N2 and resuspended in 1 mL of acetonitrile HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) grade (assay 99.9%). Then, the mixture was
kept in an ultrasonic bath for 1 min and centrifuged for 5 min at 4000 g (4 °C). The
supernatant was filtered (0.22 um) before injection into a UHPLC (Ultra High
Performance Liquid Chromatography). The chromatographic separation was
performed using a Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific system (Thermo Fisher
Scientific Inf.; Santa Clara, CA, USA) coupled to a quaternary pump, an automatic
sampler (model 3000RS) and a diode arrangement detector (DAD—3000RS). Twenty
microliters of sample were injected and the chromatographic data were collected and
processed using Chromeleon 7 software (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany), at a flux of 0.7 mL/min, using an Ace 5 C18 (Advanced Chromatography
Technologies, Aberdeen, UK) column (4.6 mm x 250 mm, 5 pum particle size) at 25 °C.
The detection was adjusted to 225 nm, and the peak integration and calibration were
performed between 225 and 300 nm. The chromatograph gradient was established to

a mixture of solvents (A) 100% acetonitrile and (B) 50% acetonitrile, as follows: 0-2
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min, 40% A + 60% B; 2—4 min, 60% A + 40% B; 4—8 min, 65% A + 35% B; 8—12 min,
85% A + 15% B; 12—-15 min, 95% A + 5% B; 15-21 min, 85% A + 15% B; 21-22 min,
75% A + 25% B; 22—-25 min, 40% A + 60% B. Identification and quantification of amino
acids (tryptophan and 5-hydroxytryptophan) and biogenic amines (tryptamine,
serotonin, melatonin, dopamine, histamine, cadaverine, putrescine, spermidine and
spermine) were based on their retention times, compared to the standards of each

compound. The results were expressed as pg/g of dry weight.

2.2.3 Chemical Quality Index - CQI

The CQI was estimated from the biogenic amines related to the food
deterioration process [21], using the total concentration (ug/g d.w.) of histamine
(cHIM), putrescine (cPUT), cadaverine (cCAD), spermidine (cSPD), and spermine
(cSPM), and calculated with the following Equation (1):

cHIM + cPUT + cCAD

COI = —7"25PD + csPM

2.2.4 Statistical Analysis

All samples were analyzed in triplicate and submitted to a one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by the Scott-Knott average comparison test (p < 0.05).
The experimental results were expressed as the mean + standard deviation (mean +
SD). The principal component analysis was carried out using the XLSTAT software

version 2017 (Addinsoft, Paris, France).

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

In order to establish a descriptive model with the levels of serotonin and
melatonin, as well as their precursors tryptophan and 5-hydroxytryptophan, in colored
cauliflowers after thermal processing, we opted to use the principal component
analysis (PCA) for better visualization of the results. PC1 (principal component 1) and
PC2 (principal component 2) explained 70.25% of the data set variance. Both the
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precursors (tryptophan and 5-hydroxytryptophan), as well as serotonin and melatonin,
occurred in PC1+ (principal component 1, positive quadrant), which represents 48.06%
of the total variation data, separating the genotypes and the thermal processes applied

(Figure 1).

PC1 and PC2: 70,25 %

3 5-hydroxytryptophan

Tryptophan
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Figure 1. Bi-dimensional projection and scores of the amino acids tryptophan and 5-
hydroxytryptophan, and the biogenic amines (serotonin, tryptamine, melatonin and
dopamine) in thermally processed colored -cauliflowers. The treatments are
represented by the points, where initial letters represent the genotypes (V = ‘Verde di
Macerata’, G = ‘Graffiti’, F = ‘Forata’ and C = ‘Cheddar’) and the letters after underline
represent the cooking methods (raw, B = boiling, S = steam and M = microwave) and
the numbers represent the cooking times (5 and 10 min).

‘Cheddar’ raw inflorescences standout in relation to the levels of tryptophan
(337.35 pg/g d.w.), 5-hydroxytryptophan (384.97 pg/g d.w.), tryptamine (9.00 pg/g
d.w.), melatonin (5.33 pg/g d.w.) and dopamine (0.42 pg/g d.w.) (Table 1). On the other
hand, raw ‘Forata’ inflorescence showed the highest level of serotonin (0.87 pg/g d.w.).
The high level of tryptophan and low tryptamine may be attributed to the reduced
activity of the enzyme tryptophan decarboxylase (TDC) in the four genotypes of

cauliflower (Figure 2), which is able to convert tryptophan into tryptamine. The
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preferred pathway of serotonin synthesis in plants is through the hydroxylation of
tryptamine, by the enzyme tryptophan 5-hydroxylase (T5H), to produce serotonin [11].
In animals, the serotonin synthesis occurs in a reversed step, with 5-hydroxytryptophan
being produced by tryptophan hydroxylase and then being decarboxylated, by
aromatic acid decarboxylase, to form serotonin [9]. In our samples, a strong correlation
was found between tryptamine and tryptophan (R? = 0.92) only in the ‘Forata’
genotype. However, in the other genotypes this correlation was weak (‘Verde di
Macerata’ R2 = 0.50; ‘Cheddar’ R2= 0.13; ‘Graffti’ R2 = 0.20), evidencing the need for
more detailed studies of these pathways in colored cauliflower. It is noteworthy that the
considerable amounts of 5-hydrohytryptophan found in colored cauliflowers may be
interesting to consumers, once this amino acid is a precursor of serotonin [9].

All the thermal processes promoted increases of tryptophan levels in up to four
times in relation to raw in ‘Verde di Macerata’ (Table 1). In the raw ‘Cheddar’, which
contains high levels of tryptophan (337.35 upg/g d.w.), only the boiling induced
alterations in the contents of this amino acid in both cooking times, i.e., at 5 (362.25
Mg/g d.w.) and 10 (399.40 pg/g d.w.) min. On the other hand, raw ‘Graffiti’ contains the
lowest levels of tryptophan (21.29 pg/g d.w.), and the thermal processing was able to
increase the tryptophan content. Tryptophan is a precursor of serotonin and melatonin
[13], and it is essential for the formation of auxins [29] and defense compounds [19],
such as indole glucosinolates and indole alkaloids in plants [12,13].

As aforementioned, the tryptophan ingestion is essential to maintain normal
body composition and function. According to World Health Organization (WHO), the
tryptophan requirement range from 9.5 mg/kg per day in children aged 0.5 (years) to
4.0 mg/kg per day in adults (> 18) [30]. Vegetables as potatoes (64.47 mg/kg f.w.),
onion (36.47 mg/kg f.w.), broccoli (36.12 mg/kg f.w.), spinach (32 mg/kg f.w.), melon
(30.77 mg/kg f.w.), and banana (26.15 mg/kg f.w.) are a good source of tryptophan
[23]. Nevertheless, the ingestion of ‘Cheddar’ or ‘Verde di Macerata’ inflorescences
after cooking for 10 min, either by boiling, steam or microwave, can provide around 40
mg of tryptophan, which together with other foods rich in that amino acid could

contribute to obtaining a healthy diet.
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Figure 2. Flowchart evidencing the pathway of serotonin from tryptophan in raw
colored cauliflowers. Trp—tryptophan; Try—tryptamine; 5-OH-Trp—5-
hydroxytryptophan; Ser—serotonin; Me—melatonin; TSH—tryptophan 5-hydroxylase;
TDC—tryptophan decarboxylase; SNAT—serotonin N-acetyltransferase.



Table 1. Amino acids (AA) and biogenic amines content (ug/g d.w.) in colored cauliflowers raw and thermally processed.

oy

Monoamines

Cooking methods  Time (min)

Tryptophan 5-hydroxytryptophan Tryptamine Serotonin Melatonin Dopamine
‘Verde di Macerata’
Raw 79.30 + 4.44 oF*! 254.39 £ 7.17 bA 5.18 + 0.04 oE 0.87 £0.01 mD 0.40+0.11 kB 0.08 + 0.00 mD
Boiling 5 277.09 + 13.33 fD 208.74 + 13.42 cB 11.88 £0.17 bA 0.85+0.03 mD 0.31+£0.04 kC 0.06 £ 0.01 nE
10 354.91 +£10.30 cB 70.05 +5.85 hE 8.18+0.17 |C 0.81 +0.00 nD 0.31 £ 0.00 kC 0.22 £+ 0.01 hB
Steaming 5 250.65 + 7.18 gE 12495 +1.35eC 7.66 +0.10 kD 1.25+0.04 kC 0.40 £ 0.02 kB 0.11+0.00IC
10 302.67 + 0.88 eC 128.81 + 0.41 eC 8.53+0.07iB 1.29 + 0.00 kC 0.59 +0.17 jA 0.08 £ 0.01 mD
Microwave 5 238.71 £ 0.64 hE 90.93+1.26 fD 7.43+0.011D 3.45+0.14 cA 0.17 £ 0.03 kC 0.35+0.00 cA
10 432.37 £13.12 aA 136.40 + 4.85dC 8.69 + 0.20 hB 1.41+0.04jB 0.50 + 0.03 jJA 0.03 £ 0.00 gF
‘Cheddar’
Raw 337.35+9.88dC 384.97 + 5.84 aA 9.00 + 0.22 gD 1.00 £ 0.02 IF 5.33+0.01eC 0.42 + 0.00 aA
Boiling 5 362.25 £ 2.60 cB 36.76 + 1.23 |[E 9.79+0.05fC 2.40£0.01 hE 6.78 £ 0.08 dB 0.35+0.01 bB
10 399.40 £ 14.07 bA 45.93 + 3.02 kD 11.53 £ 0.49 cB 2.71+0.10gD 4.29+0.43 gD 0.24 + 0.01 D
Steaming 5 244.80 £ 5.28 hE 71.42 £ 2.54 hB 13.90 £ 0.34 aA 3.34+0.09dC 4.20+0.13gD 0.34+0.01dC
10 301.35+4.48 eD 70.39 +0.09 hB 8.74 £ 0.09 hD 3.70 £ 0.02 bB 5.21 +0.01 eC 0.22 £ 0.00 hE
Microwave 5 207.22 £ 2.26 iF 57.03+3.55iC 11.40 £ 0.16 cB 3.68+0.14 bB 8.25+0.16 cA 0.34+£0.01dC
10 211.49 £ 10.28 iF 55.90 +0.06 iC 8.63+0.34 hD 4.26 + 0.14 aA 4.48 + 0.26 gD 0.13 + 0.01 kF
‘Forata’
Raw 36.53 + 0.56 pF 203.25 £ 0.72 cA 4.69 + 0.03 pE 2.03+0.02 hC 0.97 + 0.05iE 0.12+0.01 kD
Boiling 5 167.97 £ 3.42 |E 45.50 + 0.56 kE 8.60+0.15hD 1.86 £ 0.05 iD 4.79+£0.32fC 0.07 £ 0.00 mE
10 184.81 + 2.83 kD 45.81 + 1.30 kE 8.84 £0.11 gC 1.81 £0.10iD 4.28 +0.02 gD 0.05 + 0.00 oF
Steaming 5 169.47 £ 1.58 |E 66.83 + 0.81 hB 10.26 £ 0.10 eB 2.83+0.02 gB 9.34 £ 0.26 aA 0.13 £ 0.00 kD
10 256.65 + 2.21 gA 49.66 +1.71 D 10.89 £ 0.16 dA 2.79+£0.02gB 9.02 + 0.04 bA 0.28 £+ 0.01 eA
Microwave 5 216.63 +2.37iC 52.68 £1.37|C 10.40 £ 0.02 eB 3.04 £ 0.06 eA 8.39+0.00 cB 0.23 £ 0.00 gB
10 235.09 £ 1.22 hB 42.50 + 0.63 kF 10.48 £ 0.07 eE 2.91+0.041B 9.25+0.11 aA 0.15+0.00jC




Continued table 1

‘Graffiti’
Raw 21.29 £ 0.06 gG 42.90 + 0.42 kC 5.46 = 0.01 nG 0.45 = 0.00 0B 1.06 +0.12iB 0.18 + 0.00 iA
Boiling S 175.98 + 0.29 kB 27.78 £2.10 mE 7.72+0.16 kC 0.75 £ 0.06 nA 0.49 +0.04 jD 0.04 £ 0.00 pC
10 193.56 + 2.86 jA 27.57 £ 0.17 mE 6.28 + 0.04 mF 0.70 £ 0.02 nA 0.46 + 0.09 jD 0.05 + 0.00 oB
Steaming 5 87.45 £ 0.33 oF 42.33+0.13kC 7.55+0.03 kD 0.81 £0.09 nA 0.94 +0.04iB 0.02 £0.00rD
10 159.22 + 2.02 mD 50.49+1.97|B 7.24 £ 0.06 IE 0.80 + 0.01 nA 0.90 £ 0.02 iB 0.02+0.00rC
Microwave 5 147.81 £ 0.59 nE 37.11+1.65ID 8.48 £0.08 iB 0.73 +£0.00 nA 0.68 £0.03jC 0.02 +£0.00 rD
10 165.08 £+ 0.421C 77.13+0.11gA 10.37 £0.02 eA 0.77 £ 0.01 nA 1.63+0.26 hA 0.02 £ 0.00 rD

IResults are expressed as mean + standard deviation (n = 3). The averages followed by the same lowercase letter (all treatments) and uppercase letter
(genotypes) do not dier statistically from each other. The Scott-Knott’s test was applied at the 5% probability level.

Ly
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5-hydroxytryptophan and tryptamine levels were altered in the colored
cauliflower after cooking. The highest levels of 5-hydroxytryptophan were noticed in
raw inflorescences of ‘Cheddar’ (384.97 ug/g d.w.) and ‘Verde di Macerata’ (254.39
Hg/g d.w.) and the cooking induced a decrease in the content. ‘Graffiti’ inflorescence
(raw = 42.90 pg/g d.w.) after cooking for 10 min showed an increase in the levels,
either by steam (50.49 pg/g d.w.) or microwave (77.13 pg/g d.w.) (Table 1). The levels
of tryptamine decrease in ‘Cheddar’ after thermal processing. The raw ‘Cheddar’
cauliflower presented higher tryptamine content (9.00 pug/g d.w.) in relation to the other
raw genotypes and in addition, all the cooking methods for 5 min induced an increase
in the levels of this compound.

The intake of tryptophan and 5-hydroxytryptophan is essential for the formation
of serotonin in the brain because this neurotransmitter does not cross the blood-brain
barrier and the synthesis and turnover of serotonin depends on the ingestion of those
compounds [13]. Thus, foods containing higher levels of tryptophan and 5-
hydroxytryptophan may help balance serotonin levels, a powerful antioxidant molecule.
Cauliflowers are usually consumed after cooking, and in our study, the consumption of
these cooked vegetables (steamed or microwaved) can be beneficial, since these
processing methods do not allow the loss of these compounds to the cooking water.

Steaming or microwaving increased the serotonin content in colored
cauliflowers, with special highlight to ‘Verde di Macerata’ and ‘Forata’ cooked for 5 min
(3.45 and 3.04 pg/g d.w., respectively). Interesting results were observed in the
‘Cheddar’ cauliflower microwaved for 10 min, which showed an increase of 76.53% in
relation to the raw inflorescence. The serotonin results of ‘Graffit’ do not show a
significant di erence after the thermal processing; however, presented the lower
serotonin levels in relation to the other genotypes. Decreased levels of serotonin after
thermal processing of fruits has been reported recently [5]. Nevertheless, in our study,
the increased level of bioactive amines, as well as their precursors, may be resulted
from food matrix disruption induced by the cooking process [25]. The thermal
processes to which inflorescences were submitted probably facilitated the extraction
of some amines (tryptamine, serotonin, melatonin, putrescine, spermidine, spermine
and histamine) and their levels may be dependent on the molecule polarity, the matrix,
the genotype and the cooking method [25].

Comparing the colored cauliflowers, ‘Cheddar’ presented the highest levels of

dopamine (Table 1) and was grouped into PC1+ (Figure 1). In this genotype, none of
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the thermal processes increased in dopamine levels (Table 1). On the other hand,
‘Verde di Macerata’ microwaved for 5 min showed the highest dopamine content,
whereas the boiling of ‘Forata’ inflorescence, independent of the cooking time,
promoted losses of this biogenic amine. Dopamine is considered a strong antioxidant
when compared to other hydrophilic molecules, such as vitamin C and certain phenolic
compounds when measured by DPPH [31]. This antioxidant activity is attributed to the
o-dihydroxylated structure, and its amino acid residue increases the hydrophilic
character [32]. Some amines are usually reported as quality markers of food storage,
processing or degradation, especially tyramine, histamine, cadaverine and putrescine.
In this study, tyramine levels were below the detection limit in all cauliflower genotypes.
In order to compare the levels of histamine, cadaverine and putrescine, beyond
spermidine and spermine in raw and cooked colored cauliflowers, we used the principal
component analysis to visualize the results better (Figure 3). PC1 and PC2 explain
89.12% of the data, separating the genotypes and cooking methods used. All analyzed

amines were grouped in PC1+, which explains 61.03% of the data.
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PC1 and PC2: 89,12 %
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Figure 3. Bi-dimensional projection and biogenic amine scores (cadaverine, histamine,
spermidine, spermine and putrescine) in thermally processed colored cauliflowers. The
treatments are represented by the points, where initial letters represent the genotypes
(V = ‘Verde di Macerata’, G = ‘Graffit’, F = ‘Forata’ and C = ‘Cheddar’) and the letters
after underline represent the cooking methods (raw, B = boiling, S = steam and M =
microwave) and the numbers represent cooking times (5 and 10 min).

Before thermal processing, the higher histamine content was observed in
‘Cheddar’, but this result changed after the cooking. Histamine was found in all
genotypes, and the highest levels occurred in ‘Forata’ (Table 2), which was grouped in
PC1+ (Figure 3), mainly after boiling for 10 min (0.71 pg/g d.w.). It should be pointed
out that the levels of histamine in colored inflorescences are not considered to be
harmful to health. Historically the illness caused by histamine has been known as
“scombroid poisoning” because the high levels of histamine found in fish of the
Scombridae and Scomberesocidae families. The United States Food and Drug
Administration has recommended the limits of histamine consumption to 50 mg/kg of
body weight [33]. However, in most cases, histamine levels necessary to cause food

poisoning range from 200 ppm to 500 ppm [33]. In addition to histamine and tyramine,
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which are considered relevant for food safety, putrescine and cadaverine may
potentiate the effect of histamine, by inhibiting histamine detoxifying enzymes [34]. In
this study we noticed in ‘Forata’ and ‘Cheddar’, a strong correlation between histamine
and cadaverine (R? = 0.72 and R? = 0.91, respectively). The highest levels of
cadaverine were verified in ‘Cheddar’, which may explain the strong correlation found.
However, thermal processing was beneficial, promoting a decrease in the content of
this amine (Table 2). High levels of putrescine and cadaverine in food may indicate low
quality, which makes it unsuitable for the consumption; so they are considered

indicators or markers for the decomposition of unfermented foods [35].



Table 2. Monoamine, diamines, polyamines (ug/g d.w.) and CQI in colored cauliflowers raw and thermally processed.

¢S

Cooking Time (min) quoamine ' Diamines . _ Polyamines . col
methods Histamine Cadaverine Putrescine Spermidine Spermine
‘Verde di Macerata’

Raw 0.06 + 0.00 kE! 0.03 £ 0.00 nF 3.58 + 0.05 iE 1.84 £ 0.04 nG 0.29 + 0.02 pE 1.17 + 0.03

Boiling 5 0.10 £ 0.00 jD 0.08 + 0.03 kE 5.87 + 0.10 fC 14.86 + 0.31 gB 1.83+0.02 B 0.34 £ 0.00
10 0.12+0.00 jD 0.10 £ 0.01 jE 7.68 £ 0.06 dA 21.38 £ 0.22 cA 3.08 £ 0.03 iA 0.31 £ 0.00

Steaming 5 0.11+0.01jD 0.12+0.01iD 6.24 +0.07 eB 13.29+0.17iD 1.37 £ 0.02 ID 0.41 +0.00
10 0.21 £0.02iC 0.18 £ 0.01 gC 4.49 + 0.03 gD 13.66 + 0.09 iC 1.68 + 0.01 kC 0.30 £ 0.00

Microwave S 0.56 + 0.01 cA 0.39 + 0.02 bA 1.45+0.03 IF 9.74 + 0.01 kF 1.81+0.01jB 0.19 + 0.00
10 0.37 £0.02 gB 0.31£0.01 cB 5.95 + 0.13 fC 11.54 £ 0.26 jE 1.69 + 0.04 kC 0.47 £ 0.00

‘Cheddar’

Raw 0.46 + 0.02 eA 0.27 £ 0.02 dA 2.04 £ 0.03 kD 3.50 £ 0.02 mF 0.35+0.02 pF 0.57 £0.01

Boiling 5 0.41+0.01 1B 0.09 £ 0.00 kC 7.71 £ 0.06 dC 27.70 £ 0.13 bB 4.15 + 0.00 fB 0.25 + 0.00
10 0.48 + 0.05 eA 0.10 + 0.01 nB 12.04 + 0.48 aA 37.44 +1.45 aA 5.29 + 0.17 eA 0.29 + 0.00

Steaming 5 0.22+0.02iD 0.03 £ 0.00 nE 7.56 +£ 0.20 dC 13.54 £ 0.33iD 1.37 £0.03 D 0.49 £ 0.00
10 0.20 + 0.01iD 0.02 + 0.00 nE 8.90 + 0.10 bB 11.74 +0.13 JE 0.77 £0.01 nE 0.68 + 0.00

Microwave 5 0.27 £ 0.01 hC 0.07 £0.00 ID 8.08 £0.13 cC 14.08 £ 0.28 hD 1.42 £0.02 ID 0.51 £ 0.00
10 0.27 £ 0.05 hC 0.07 £0.00 ID 8.96 + 0.42 bB 16.87 + 0.55 fC 1.89 £ 0.05jC 0.47 £ 0.00

‘Forata’

Raw 0.04 + 0.00 kD 0.20 + 0.00 fE 3.22+0.02 jF 4.60 + 0.051G 0.85+0.01 nG 0.54 + 0.00

Boiling 5 0.60 + 0.06 bB 0.28 £ 0.02 dC 3.37£0.07 D 10.29 £ 0.17 kE 4.04 +0.06 gE 0.28 £ 0.00
10 0.71 +0.01 aA 0.45 + 0.02 aA 4.24 + 0.02 hB 10.02 + 0.09 kF 3.87 £ 0.03 hF 0.36 + 0.00

Steaming 5 0.65 + 0.04 bA 0.32 +£0.00 cB 3.48 £ 0.05iC 20.58 + 0.20 dA 7.60 + 0.08 bB 0.15 + 0.00
10 0.60 +0.06 bB  0.24 +0.00 eD 4.16 + 0.04 hB 19.11+0.24 eB 8.17 +0.11 aA 0.18 + 0.00

Microwave 5 0.62 + 0.03 bB 0.21 +0.00 fE 4.64 + 0.06 gA 18.73 £ 0.04 eC 6.98 + 0.01 cC 0.20 + 0.00
10 0.52 +0.03 dC 0.27 £0.01 dC 3.32+0.01 jE 14.02 £ 0.08 hD 5.80 + 0.03 dD 0.20 £ 0.00




Continued table 2

‘Graffiti’

Raw 0.09+0.00kC  0.05+ 0.00 mD 0.34 + 0.01 nF 0.52 + 0.00 pD 0.13 +0.01 qE 0.29 + 0.00

Boiling 5 0.11+0.01B 0.03 + 0.01 nE 0.96 + 0.01 mB 1.46 + 0.01 oB 0.82 +0.02 nB 0.34+0.01
10 0.13+0.01jA  0.16 +0.02 hA 1.38 + 0.021A 1.91 + 0.25 nA 1.10 + 0.03 mA 0.42 + 0.02

Steaming 5 0.12 + 0.00 jA 0.10 + 0.00 jB 0.71 +0.01 mE 0.63 + 0.05 pD 0.33 £ 0.02 pD 0.48 + 0.01
10 0.13+0.00jA  0.05+0.00 mD 0.78 + 0.01 mD 1.36 + 0.02 0B 0.56 + 0.00 0C 0.33 +0.00

Microwave 5 0.11+0.00 jB 0.09 + 0.00 kC 0.81+0.01 mC 0.68 + 0.02 pD 0.32 +0.02 pD 0.51 + 0.00
10 0.13 + 0.01 jA 0.11 +0.01B 0.83 + 0.00 mC 1.20 + 0.00 oC 0.55 + 0.00 0C 0.39 + 0.01

IResults are expressed as mean + standard deviation (n = 3). The averages followed by the same lowercase letter all treatments) and uppercase letter
(genotypes) do not differ statistically from each other. The Scott-Knott’s test was applied at the 5% probability level.
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The levels of cadaverine increased when ‘Forata’, ‘Verde di Macerata’ and
‘Graffiti’ cauliflowers were cooked, and the highest content was observed in ‘Forata’
boiled for 10 min (0.45 pg/g d.w.). The cooking process also induced increases in
putrescine levels (PC1+) (Figure 3), mainly in ‘Cheddar’, reaching 12.04 pg/g d.w. after
boiling for 10 min (Table 2). There was a poor correlation, either positive or negative,
between putrescine and cadaverine levels in all genotypes (‘Verde de Macerata’, R2 =
- 0.11; ‘Cheddar’, R2 = - 0.20; ‘Forata’, R2 = 0.21 and ‘Graffiti’, R2 = 0.29). Regarding
cauliflower food safety, the putrescine and cadaverine levels are not considered to be
harmful to health. For both, the level becomes toxic when the dose consumed is higher
than 2000 mg/kg body weight [36]. Thus, to promote a negative e ect on consumers
would be necessary to ingest 1.7 kg of boiled ‘Cheddar’ inflorescences, where the
highest levels of prutrescine and cadaverine were found.

The spermidine and spermine levels (Table 2) increased considerably after the
thermal processing in all genotypes. Both polyamines were grouped into PC1+. The
lowest levels of all amines analyzed were observed in in ‘Graffiti’ (Figure 3) and they
were grouped in PC1-. The boiling for 10 min was the cooking method that promoted
the highest levels of spermine and spermidine in ‘Verde di Macerata’ and ‘Cheddar’. In
both cooking methods, steam or microwave, ‘Forata’ showed higher spermidine and
spermine content.

In addition to the positive effects already described, some biogenic amines may
form nitrosamines, molecules related to cancer and mutagenic activity [37]. Spermidine
and spermine are considered growth regulators, involved in the growth processes,
intracellular signaling, cell division and differentiation [20], besides they play a role in
protecting cells from free radicals’ action [38]. The spermidine contents were higher
than those detected for spermine in all colored cauliflowers and the level considered
toxic of both polyamines is 600 mg/kg of weight [39]. In our study, the intake of 100 g
of boiled ‘Cheddar’ for 10 min, provide the ingestion of spermidine (3.74 mg/100 g d.w.)
and spermine (0.53 mg/100 g d.w.) in levels considered not harmful to health.
However, due to the action in cell division, is recommended that foods with higher
levels of these amines (spermidine and spermine) should be avoided in patients in the
treatment of certain neoplasm [40]. Interesting results were found in ‘Graffiti’, which
showed the lowest levels of spermidine and spermine, and could be considered safe
for individuals with diet restriction of biogenic amines. On the other hand, a recent

study has shown that high spermidine intake is related to increased survival in humans
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[41]. According to our results, the levels of biogenic amines are depending on the
genotype and the thermal processing, including the cooking time. Among the amines
analyzed, some standout, such as histamine, putrescine and cadaverine, which are
used as markers of food contamination by microorganisms [34]. There are certain
controversies in the literature about the thermal stability of biogenic amines [5,42]. This
behavior was observed in the samples analyzed, with a remarkable increasing
tendency in these molecules after thermal processing.

The CQI was calculated to verify food safety when cauliflowers are ingested raw
or after cooking. This index is usually used for fishery products and consider values
above 10 as indicators of food quality losses [21]. The highest CQI was observed in
the genotype ‘Verde di Macerata’ without thermal processing; however, this value
(1.17) is almost nine times lower than the maximum limit acceptable for consumption.
In the meanwhile, all the other samples, raw or cooked, had CQI below the levels
considered toxic for human consumption (Table 2). The CQI of biogenic amines may
be a good tool to verify the quality and safety of vegetable consumption, especially
after cooking, since thermal processing has a direct effect on these bioactive

compounds.

2.4 CONCLUSIONS

The cooking methods employed in this study resulted in different responses on
the content of biogenic amines and amino acids, such as tryptophan and 5-
hydroxytryptophan. After thermal processing, the levels of tryptophan were variable
with a tendency to increase. Reduced levels of 5-hydroxytryptophan and increasing in
serotonin were observed, especially after steaming and microwaving. ‘Forata’ showed
the higher content of histamine after cooking, regardless of cooking method or time of
processing; however, the quantities found are within the tolerable level of consumption
and are not considered to be harmful to health. ‘Forata’ also show the higher melatonin
content when steamed and microwaved in comparison to the other ones, which makes
it a good source of this biogenic amine. The ‘Graffiti’ inflorescence presented the lowest
levels of all bioactive amines, compared to the others cauliflowers studied, indicating
that this genotype can be used in the diet of patients with some restriction to biogenic
amines. All colored cauliflowers analyzed presented CQI below the pre-established
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limits, and did not represent a risk for consumers. The consumption of cauliflower
steamed or microwaved, regardless of the preparation time (5 or 10 min), may be
beneficial to human health and a good source of antioxidants (bioactive amines -

melatonin, serotonin, dopamine, spermidine, and spermine).
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CAPITULO 3

Efeito do cozimento doméstico no perfil de carotenoides em couves-flores

coloridas

RESUMO

Além do aspecto visual dos vegetais, os consumidores buscam alimentos com
elevada qualidade nutricional, ricos em compostos bioativos. Couves-flores s&o
geralmente associadas a dietas saudaveis devido ao seu impacto positivo na saude
humana. Mutacdes genéticas em couves-flores tém evidenciado o acumulo de alguns
compostos antioxidantes lipossolliveis, como o0s carotenoides e tocoferois. Esta
pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos do cozimento (ebulicdo, vapor e micro-
ondas) em diferentes tempos de preparo, no contetdo de carotenoides, a e y-tocoferol
em couves-flores coloridas, bem como os provitaminicos A (pVACS), o equivalente de
atividade de retinol (RAE), e verificar o efeito do cozimento na manutengédo da
coloracao das inflorescéncias. Os resultados revelam que o processamento térmico
promove aumento nos teores dos compostos antioxidantes analisados no presente
trabalho (carotenoides e pVACSs), independente do gendtipo, quando comparados
com o material cru alterou niveis de tocoferol e os atributos de cor da hortalica. Os
maiores teores de zeaxantina e luteina foram verificados na ‘Verde di Macerata’,
principalmente apds o processamento térmico em ebulicdo por 5 e 20 minutos. A
couve-flor ‘Cheddar’ apresentou os maiores conteudos de todos os carotenoides, e
guando cozidas em vapor por 20 minutos observou-se o maior teor de pVAC e RAE.
Incrementos no conteudo de pVAC, RAE e ) carotenoides foram observados em
‘Forata’ e ‘Graffiti’. Independente do gendtipo analisado, o cozimento por 20 minutos,
seja em ebulicdo, ou em vapor, induziu aumento dos niveis de a e y- tocoferol nas
inflorescéncias. O conteldo de clorofila, em ‘Verde di macerata’ aumentou em fungao
do cozimento. No entanto, o processamento térmico e o tempo usado para cocgao
nao aumentaram os niveis de antocianinas na ‘Graffiti’, com relagdo ao material cru.
‘Verde di Macerata’ e Cheddar’, apesar de pouco consumidas, podem ser boas fontes
de carotenoides, provitaminicos A e tocoferol. Os cozimentos n&o afetaram

negativamente o aspecto visual das couves-flores.
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Effect of domestic cooking on the carotenoids profile in colored cauliflowers

ABSTRACT

Besides the visual aspects of the vegetables, consumers seek foods with high
nutritional content, rich in bioactive components. Cauliflowers are generally associated
with heathy diets due to its positive impact on human health. Genetic mutation in
cauliflowers have been showing the build-up of some liposoluble antioxidants, such as
carotenoids and tocopherols. This research aims at evaluating the effects of cooking
processes (boiling, steaming and microwave) under different preparation times, in the
content of carotenoids, a e y-tocopherols in colored cauliflowers, as well as the
provitamin-A (pVACS), the retinol activity equivalents (RAE), and verify the effect of
the cooking process in the colouring maintenance of the inflorescences. The results
revealed that the thermal process promotes an increase in the contents of the
antioxidant compounds analyzed in this work (carotenoids and pVACSs), independently
of the genotype, when compared to the raw material and, altered the tocopherol levels
and color attributes of the vegetables. The highest contents of zeaxanthin and lutein
were found in the ‘Verde di Macerata’, primarily after the boiling thermal process of 5
and 20 minutes. The cauliflower ‘Cheddar presented the highest contents of all
carotenoids, and when cooked under vapor for 20 minutes, the highest levels of pVAC
and RAE were observed. Increases in the content of pVAC, RAE and ) carotenoides
were observed in the ‘Forata’ and ‘Graffiti’. Independently of the analyzed genotype,
the 20 minutes cooking, either boiling or steaming, induced an increase in the levels of
a e y-tocopherols in the inflorescences. The content of chlorophyte, in the ‘Verde di
Macerata’ increased due to the cooking procedure. However, the thermal process and
the time used in the cooking procedure did not increase the levels of anthocyanins in
the ‘Graffiti’, in relation to the raw material. ‘Verde di Macerata’ and ‘Cheddar’, although
little consumed, can be good sources of carotenoids, provitamin-A and tocopherols in
diets. The cooking procedures did affect negatively the visual aspect of the

cauliflowers.
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3.1 INTRODUCAO

Alimentos ricos em compostos bioativos sao visados por consumidores que
buscam produtos vegetais de alta qualidade nutricional e sensorial (MARTINEZ-
HERNANDEZ et al., 2013). A aparéncia € um dos atributos de qualidade sensorial
mais importantes nos alimentos, tanto frescos como processados (PATHARE et al.,
2012; COSTA et al.,, 2011; GROSSMAN & WISENBLIT, 1999), resultando na
aceitabilidade ou rejeicédo para o consumo (NISHA et al., 2011; PEREIRA et al., 2009;
LEON et al., 2006). O aspecto visual esta diretamente relacionado a cor do vegetal
(PATHARE et al.,, 2012) e fatores nutricionais que refletem nos niveis dos
antioxidantes e outros fitoquimicos.

Couves-flores de coloracdo branca sédo geralmente as mais produzidas e
consumidas, e o seu alto valor nutricional esté relacionado ao impacto positivo na
saude humana, dentre eles, pela reducao do risco de doencas cronicas (AHMED &
ALI, 2013). Pigmentacdo alaranjada em inflorescéncias de couves-flores brancas
foram identificadas e atribuidas ao acumulo elevado de B-caroteno nos tecidos das
plantas (LI et al., 2006). O B-caroteno, se destaca por sua atividade provitaminico A e
alta capacidade antioxidante (KOPEC et al., 2014). Nao obstante, a-caroteno e
criptoxantina também sdo reconhecidos como compostos provitaminicos A. A ingestao
de carotenoides em geral, além do aumento de vitamina A no organismo, podem
atenuar o risco de diabetes e até inibir o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares devido a sua capacidade antioxidante (KULCZYNSKI et al., 2017;
KOPEC et al., 2014).

O pB-caroteno e a luteina sdo os carotenoides dominantes em Brassicas
(PODSEDEK, 2007). A luteina e zeaxantina, nao provitaminicos A, estao presentes
principalmente em vegetais de pigmentacdo verde como espinafre, couve
(SHARDELL et al. 2011; PODSEDEK, 2007) e brocolis (HART & SCOTT, 1995;
MULLER, 1997). Esses compostos, quando presentes no organismo, podem reduzir
doencas como degeneragdo macular e deterioracao cognitiva (YANG et al., 2016).

Outro grupo de antioxidantes que ocorrem naturalmente em vegetais sao 0s
tocoferois e tocotrienois, comumente chamados vitamina E, entretanto, ha

controvérsias sobre as atividades de vitamina E exibidas por suas diferentes formas
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(KNECHT t al., 2015). Dessa maneira, o a-tocoferol tem sido usado para estimar os
requisitos de vitamina E, uma vez que os 3, y- e 6-tococromandis ndo sédo convertidos
em a-tocoferol em humanos (Institute of Medicine, 2000). Em vegetais, como couve-
flor colorida (branca, ‘cheddar’ e roxa) e brocolis o conteudo de a-tocoferol foi maior,
comparado ao y-tocoferol (GUZMAN et al., 2012; IBRAHIM & JUVIK, 2009). Durante
0 processamento de alimentos, alguns autores sugerem que a perda de vitamina E ou
B-caroteno pode estar relacionada a enzimas oxidativas (LESSIN et al., 1997,
MURILLO, PLUMPTON, GAUNT, 1976). No entanto, ndo é clara a resposta desses
fitoquimicos nos alimentos quando submetidos a algum tipo de preparo antes do
consumo.

As clorofilas sé&o os principais pigmentos em hortalicas de coloracdo verde, e
sdo responsaveis pela fotossintese (PACIULLI et al., 2017) e, alguns estudos sugerem
qgue eles contribuem para atividades antioxidantes, antimutagénicas e antivirais em
humanos (SAKDARAT et al., 2009; FERRUZZI & BLAKESLEE, 2007). As moléculas
de clorofila sdo termolabeis; portanto, quando expostas a algum tipo de
processamento térmico sofrem modificacdes quimicas e bioquimicas (RUNDRA et al.,
2008). As antocianinas, pigmentos majoritarios em couves-flores de coloracéo roxa,
sao considerados hidrossollveis e apresentam esta mesma caracteristica.

Alguns estudos reportam que o cozimento pode aumentar a disponibilidade dos
compostos bioativos em hortali¢cas, retidos na matriz vegetal (BORGES et al., 2018;
LIMA et al., 2017; MINATEL et al., 2017; PRETI, RAPA, VINCI, 2017; DOS REIS et
al., 2015). Por outro lado, existe a influéncia do método escolhido e o tempo de
cozimento para o preparo do alimento, que pode promover perdas de nutrientes.

Comparando diferentes matrizes vegetais (inflorescéncias, folhas e frutos) apés
cozimento, Paciulli et al. (2017) constataram que, dentre elas, as inflorescéncias
apresentaram os maiores valores de degradacgéo de clorofilas (90% em broécolis). Os
autores ainda inferem que a taxa de degradacédo foi influenciada pelo tempo de
tratamento, quanto maior tempo de permanéncia em ebulicdo, mais evidente era a
degradacéo (16% nas clorofilas totais apos 3,5 minutos, 40% apds 5 minutos e 90%
apos 8 minutos). Enquanto, 0s cozimentos em vapor € no micro-ondas apresentavam
menores perdas.

O cozimento também alterou os niveis de vitamina E em pimentdo vermelho,

cenoura e brécolis comparadas as amostras cruas, especialmente em brocolis
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(KNECHT et al. 2015). Modificacbes nos niveis de carotenoides induzidos por
tratamento térmico que resultam em alteracdes na cor dos vegetais sao relatados na
literatura (AHMED, SHIVHARE, MANDEEP, 2002; TANSEY, GORMLEY, BUTLER,
2010), como por exemplo em cenouras, que além da reducdo dos niveis de
carotenoides também apresentaram modificacdes em sua coloragéo, comparada com
o material cru (KNECHT et al. 2015).

De modo geral, a maioria das pesquisas desenvolvidas com alimentos
processados termicamente tém estudado materiais comumente comercializados e,
mesmo assim, as informacdes sobre o0s niveis de determinados compostos bioativos
em Bréassicas séo limitadas. O efeito direto do cozimento e o tempo de exposi¢do ao
calor na coloragéo de hortalicas, principalmente em couves-flores coloridas (verde,
amarela e roxa) nao séo encontrados na literatura.

Assim, o objetivo deste estudo foi elucidar os efeitos de diferentes tempos e
tipos de cozimentos (ebulicdo, vapor e micro-ondas) no contetdo de antioxidantes
lipossoluveis em couve-flor ‘Verde di Macerata’, ‘Cheddar’, ‘Forata’ e ‘Graffiti’, e
verificar o efeito do cozimento na manutencdo da coloracdo das inflorescéncias.
Ademais, este trabalho pretende contribuir com informacdes sobre os niveis de

tocoferdis e carotenoides em couves-flores coloridas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material Vegetal
As couves-flores coloridas 'Verde di Macerata' (verde), 'Cheddar F1' (amarela),

'Forata' (branca) e ‘Graffiti’ (roxa) foram obtidas em areas de cultivo comercial,
selecionadas de acordo com a sanidade das plantas, evitando as que apresentavam
algum tipo de dano. As inflorescéncias foram higienizadas em agua corrente e 0s
floretes foram cortados e padronizados quanto ao tamanho (aproximadamente cinco
centimetros), homogeneizados e higienizados por imersdo em agua clorada com
hipoclorito de sédio (100 mg/L) por 10 minutos, seguido de lavagem em agua (Figura
1).
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Figura 1. Fluxograma da preparacéo das amostras de couves-flores. 1(A) couve-flor
‘Cheddar’, 2(A) ‘Verde di Macerata’, 3(A) ‘Forata’ e 4(A) ‘Graffiti’; (B) separagao das
inflorescéncias em floretes de aproximadamente cinco centimetros; (C) processo de
homogeneizacgao e higienizacdo das couves-flores; (D) separagdo das amostras; (E)
aplicacdo dos tratamentos térmicos e preparo das amostras para as analises.
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3.2.2 Processamento térmico
Porcdes de aproximadamente 300 g das couves-flores foram separadas e

submetidas a diferentes tempos e tipos de processamento térmico. Parte de cada
genotipo foi mantido in natura. As couves-flores foram processadas por ebulicdo
(cozimento a 95 °C em panela de aco inoxidavel, com tampa, contendo 1000 mL de
agua) e vapor (cozimento a 95 °C em vaporeira de aco inoxidavel, com tampa,
contendo 800 mL de agua). A coccao das amostras em micro-ondas (Panasonic, 700
W) (poténcia média em recipiente de vidro, contendo 100 mL de agua e coberto com
filme plastico) foi realizada por 5 e 10 min. A partir dos tratamentos térmicos
empregados, as inflorescéncias foram separadas em subamostras (n=3), as quais
foram liofilizadas (Liofilizador Terroni Equipamentos Cientificos, Sdo Carlos, Brasil,

modelo LD1500), pulverizadas em p6 fino e armazenadas a -80 °C.

3.2.3 Cor
Os valores colorimétricos de luminosidade (L*), cromaticidade (C*) e o angulo

Hue (h*) foram determinados de acordo com a Commission Internationale de
'Eclairage (CIE), em amostras liofilizadas de couves-flores (n=3), utilizando
colorimetro portatil (Konica Minolta, modelo CR-300, Téquio, Japédo). O instrumento
foi calibrado com uma placa branca antes das observacdes. Este sistema utiliza
coordenadas cilindricas em comparacdo com o sistema de coordenadas retangulares
da CIELab. Para calcular os valores de a* e b*, utilizamos as equacdes de a* (a *=
(C #x cos h°)) e b* (b *= (C *Xx sen h°)).

3.2.4 Identificacdo e Quantificagdo dos carotenoides e tocoferois via CLAE

3.2.4.1 Processo de extracao saponificada
Em 150 mg de couves-flores liofilizadas (Verde di Macerata, Cheddar, Forata e

Graffiti) foram adicionados 100 pL de pyrogallol 12% em etanol, 200 puL de KOH 30%
e 1 mL de etanol. As amostras foram homogeneizadas por 45 segundos em vortex,
permanecendo em banho maria por 2 horas (37°C). Em seguida, 1 mL de agua ultra
pura foi adicionada aos tubos de ensaio e homogeneizada (vortice por 45 segundos).
Eter:hexano (2:1 v/v) (3 mL) foram adicionados a mistura e apés homogeneizacéo,

as amostras foram centrifugadas por 5 minutos (3000 x g a 4 °C). Aos sobrenadantes
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foram adicionados 1 mL de agua ultra pura e 1 mL de etanol. Este procedimento foi
repetido por por trés vezes e os sobrenadantes foram agrupados. Apds secagem em
nitrogénio gasoso, as amostras foram resuspensas em 150 pL etanol. Para a injecao
em HPLC/DAD foram usados 20 pL de cada amostra.

3.2.4.2 Andlise de carotenoides e tocoferoéis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)
As analises foram realizadas segundo método descrito por Yeum & Russell

(2002). Para identificacdo e quantificacdo dos compostos utilizou-se um sistema
HPLC de fase reversa Thermo Scientific Ultimate 3000 (Thermo Scientific, EUA),
equipado com um detector de diodos e uma coluna C30 para carotenoides (5 um, 150
x 4,6 mm, YMC, Wilmington, NC). A fase movel consistiu de metanol: éter metil terc-
butilico (MBTE): agua (85: 12: 3, v/v/v) com 1,5% de acetato de ambnio em agua para
o solvente A e metanol: MTBE: agua (85: 12: 3, v/v/v) com 1,0% de acetato de aménio
em agua para o solvente B (Li et al., 2009). O gradiente dos solventes foi de 90% A e
10% B (2 min), 85% A e 15% B (5 min ), 75% A e 25% B (9 min), 60% A e 40% B (12
min), 17% A e 83% B (16 min), 5% A e 95% B (23 min), 5% A e 95% B (25 min), 60%
A e 40% B (28 min), com fluxo de 0,4 mL min-t (10 °C).

Os carotenoides e os provitaminicos A foram quantificados a 450 nm, a-
tocoferol a 298 nm e y-tocoferol a 292 nm. As areas foram determinadas e
comparadas com curvas padrées de luteina, zeaxantina, t-criptoxantina, t-a e t-p-
caroteno, a-tocoferol e y-tocoferol. Os resultados foram expressos em ug por 100 g

de couve-flor e todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.5 Determinacao da Equivalente de Atividade de Retinol (RAE)
A atividade retinol equivalente (RAE) foi quantificada considerando 1 pg de

retinol para cada 12 ug de t-B-Caroteno ou 24 ug de outros carotenoides
provitaminicos A (pVACs) (YEUM & RUSSELL, 2002). Para t-criptoxantina e t-a-
caroteno consideramos o valor de conversdo 24:1 por grama de ingestdo de
carotendides (DAVEY et al., 2009). Com base nas conversdes, determinamos o
equivalente de atividade de retinol (RAE) e, consequentemente, o valor nutricional da

vitamina A para cada genotipo analisado.
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3.2.6 Determinacao das Clorofilas totais
Amostras de couve-flor ‘Verde di Macerata’ foram extraidas em acetona:agua

(80:20 v/v), homogeneizadas por um minuto e mantidas em banho ultrassénico (Eco-
sonics, Ultronique) por 30 min. Apés centrifugacdo em 6000 rpm por 15 min, a 5 °C
(Heitich Zentrifugen, MIKRO 220R), o sobrenadante foi utilizado para determinacéo
do conteudo de clorofilas totais, segundo metodologia proposta por Lichtenthaler
(1987). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 663 nm (clorofila a) e 646
nm (clorofila b).

Os valores de absorbancia foram convertidos em mg de clorofilas totais por 100

g de amostra seca, com base nas formulas:

Ca = (12,25 x A663) — (2,49 x A646)
Cb = (21,50 x A646) — (2,49 x A663)
Ca+ b = (12,25 x A663) + (2,49 x A646)
Onde:
Ca - Clorofila a;
Cb - Clorofila b;

Ca+b - total de Clorofilas;

3.2.7 Extracado e andlise das Antocianinas Totais na couve-flor ‘Graffiti’
A contetdo de antocianinas foi quantificado pelo método de pH diferencial

(GIUSTI & WROLSTAD, 2001). Para o preparo dos extratos, as amostras liofilizadas
foram homogeneizadas em solucdo de metanol:dgua (70:30 v/v), acidificado com
acido acético a 10%. Apos 20 min em banho ultrassbnico, as amostras foram
centrifugadas a 6000 rpm (5 °C) por 20 min. Em aliquotas de 50 pL do extrato, foi
adicionado 950 pL da solucdo de cloreto de potassio 0,025 M (pH 1) ou tampéao
acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5). Apds 15 min na auséncia de luz, a absorbancia foi
medida a 520 e 700 nm. O teor de antocianinas totais foi expresso como mg
equivalentes de cianidina 3,5 diglicosideo por 100 g de amostra liofilizada (peso seco),
usando o coeficiente de absorcdo molar de 30.175 L molt cm? (cianidina 3,5

diglicosideo) para o célculo.
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3.2.8 Determinacao da capacidade antioxidante por ABTS
Os extratos foram preparados a partir de 30 mg de amostras liofilizadas das

couves-flores branca, verde e amarela e 20 mg de amostra para couve-flor roxa, com
a adicao de 5 mL de metanol:agua (70:30 v/v), acidificado com &cido acético a 10%.
As amostras foram homogeneizadas e mantidas em banho ultrassonico por 20
minutos. Apos centrifugacdo por 10 minutos a 6000 rpm (5 °C), o sobrenadante foi
recolhido. O processo foi repetido duas vezes e 0s sobrenadantes foram agrupados.
A atividade sequestradora do radical 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid — ABTS) foi determinada segundo metodologia de Re et al. (1999). O
radical ABTS foi produzido pela reacdo entre 7 mM de ABTS em agua e 140 mM de
persulfato de potassio, armazenado no escuro a temperatura ambiente por 16h antes
do uso. Em 1 mL do radical foi preparada a solucao ABTS, adicionando 100 mL &lcool
etilico (1:100 v/v). A solucdo resultante foi ajustada para absorbancia de 0,700 + 0,050.
Trinta microlitros do extrato foram entéo adicionados a 3 mL da solu¢do ABTS (n=3).
As amostras foram homogeneizadas e permaneceram no escuro por 6 minutos, em
seguida foram lidas a 734 nm. Uma curva padréo de Trolox foi utilizada e os resultados
foram expressos em mmol de equivalente de Trolox por 100 g de amostra seca.

3.2.9 Andlise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado, com nove

tratamentos por genotipo e trés repeticdes. As amostras foram analisadas em triplicata
e submetidas a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de média de Scott -
Knott (p <0,05). Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrao (média
+ DP). A analise dos componentes principais foi realizada usando o software XLSTAT

- versao 2019.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Impacto dos genotipos e do processamento térmico no teor de carotenoides
O conteudo dos carotenoides, equivalente de atividade de retinol (RAE) e

tocoferol nas couves-flores coloridas variou significativamente em funcdo do

processamento térmico e do tempo de cozimento empregado (Tabela 1). O cozimento
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das hortalicas promoveu aumento de carotenoides, comparados com o material cru;
entretanto, essas alteracdes nos diferentes processamentos sdo dependentes dos
genotipos analisados, como verificado em outros trabalhos de couves-flores (LEE et
al., 2018).

Visando um modelo de agrupamento dos diferentes genétipos analisados em
funcdo do teor de carotenoides em couves-flores foi aplicada a analise de
componentes principais ao conjunto dos dados. A dispersdo dos gendtipos de acordo
com o eixo CP1 e CP2 é mostrada na Figura 2. CP1 e CP2 explicaram 91,07% da
variacdo dos dados. Por meio da ACP, percebe-se claramente a formacéo de quatro
agrupamentos. O eixo CP1 representa a maior variancia total dos dados (73,29%) e
foi responsavel em agrupar os genétipos pelos teores de carotenoides totais
analisados (i.e., luteina, ) carotenoides, carotenoides da provitamina A, t-aCaroteno e
t- BCaroteno). Os gendtipos ‘Verde di Macerata’ e ‘Cheddar’ foram agrupadas na
CP1+, apresentando destaque nos carotenoides analisados, independe do
processamento térmico empregado. Os genotipos 'Graffiti' e 'Forata’ apresentaram os
menores teores dos carotenoides analisados, agrupando-se em CP1-.

A CP2 apresentou 17,78% da variancia dos dados e foi responsavel em agrupar
0s gendtipos, em funcao das diferentes classes de carotenoides analisados. A couve-
flor ‘Cheddar apresentou os maiores teores dos carotenoides provitaminicos A
(pVACs), principalmente [(-caroteno, resultando também em maiores teores de
equivalente de retinol (CP1+ e CP2-). O [-caroteno apresenta o dobro de atividade
de vitamina A, quando comparado com os outros pVACs, o que explica a maior
correlacdo deste pVAC com o equivalente de atividade de retinol (r = 1, p < 0,05). O
processamento térmico induziu aumento dos teores de pVACs, ndo havendo um

agrupamento da amostra crua com os carotenoides analisados para este genétipo.
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CP2 (17,78 %)

L*
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CP1 (73,29 %)

Figura 2. Projecéo bidimensional e escores dos carotenoides (Lutenina e Zeaxantina),
pro-vitaminicos A (t-Criptoxantina, t-aCaroteno e t- fCaroteno), Y pVACs, equivalente
de atividade de retinol (RAE) e Y Carotenoids em couve-flor colorida processada
termicamente. Os tratamentos sdo representados pelos pontos, onde as letras iniciais
representam os gendétipos (V = 'Verde di Macerata', G = 'Graffiti', F = 'Forata' e C =
'‘Cheddar") e as letras ap6s sublinhado representam os métodos de cozimento (cru, F
= ebulicdo, V = vapor e M = micro-ondas) e 0s numeros representam o tempo de

cozimento (5 e 10 min).

O tratamento térmico afeta a parede celular da matriz alimentar, o que pode
melhorar a extragdo dos compostos antioxidantes. O estudo de retencédo de
carotenoides apO6s 0 processamento térmico tem sido uma das principais
preocupacdes nas preparacdes domésticas, podendo gerar perdas ou ganhos desses
nutrientes, dependendo do método de preparo. De fato, estudos ressaltam que os
carotenoides podem sofrer modifica¢cdes quimicas e alteracdes em seu contetdo em
funcéo do processo térmico nos diferentes métodos de preparacédo (BORGES et al.,
2018; LIMA et al., 2017). Além disso, as amostras com maiores teores de carotenoides
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provitaminicos A, apresentaram alta correlacdo com o valor de C* (croma) das
inflorescéncias. A cultivar ‘Cheddar’, que possui coloracdo amarela, apresenta alto
valor de C* e correlagao positiva com o teor de pVACs (r = 0,77, p = 0,05), B-caroteno
(r=0,78, p = 0,05) e RAE (r = 0,77, p = 0,05). Trabalhos realizados com bananas e
platanos ressaltam que gendtipos com alto valor de C* (polpa amarela/laranja),
apresentam maior conteudo desses compostos pVACs, principalmente apdés o
cozimento térmico, como verificado no presente trabalho. Cultivares com coloracao
mais clara tendem a ter menores quantidades de carotenoides (baixo C* e alto h"),
principalmente os pVACs (BORGES et al., 2018).

A ‘Verde di Macerata’ apresentou 0s maiores teores de zeaxantina e luteina na
maioria dos tratamentos (CP1+ e CP2+), principalmente luteina. Muitos estudos
indicam que a luteina é encontrada principalmente em vegetais e esta relacionada
com a coloracdo verde das plantas, como verificado também nas couves-flores
analisadas no presente trabalho. A luteina e a zeaxantina ndo sdo compostos pVACS,
mas sdo carotenoides encontrados em altas concentragdo na retina, especialmente
na macula, e sdo responsaveis por protegerem as células oculares contra o estresse
oxidativo. Muitos estudos indicam que a luteina e a zeaxantina podem reduzir o risco
de varias doencas oculares, especialmente degeneracdo macular relacionada a idade
(YANG et al., 2016). Os maiores teores destes compostos foram encontrados neste
gendtipo, principalmente, apés o processamento térmico em ebulicdo por 5 e 20
minutos (Tabela 1). A termoestabilidade da luteina pode ser um dos fatores que
resultam no aumento desse carotenoide apdés o cozimento (HENRY, CATIGNANI,
SCHWARTZ, 1998), assim como inibicdo de enzimas oxidativas (BALOCH, BUCKLE,
EDWARDS, 1977) e eficiéncia da extracao pela temperatura (BORGES et al., 2018),
principalmente  pelo rompimento do complexo  carotenoide-proteinas
(SIRIAMORNPUN et al., 2012).



Tabela 1. Carotenoides, pro-vitaminicos A (pVACS) e equivalente de atividade de retinol (RAE) em couves-flores coloridas, antes e

apOs processamento térmico.

) ] PVACs > PVACs RAE > Carotenoides
Método de Tempo Luteina Zeaxantina
Cozimento (min) t-Criptoxantina t-aCaroteno t- BCaroteno
ug/100 g m.s.
‘Verde di Macerata’
Cru 571.97 + 0.00 H* 17.73+0.00 F 4.39+£0.00D 32.87 £ 0.00 F 808.17 £ 0.00 | 845.42 + 0.00 | 68.90 + 0.00 | 1435.12 + 0.00 G
5 1105.00 £ 0.62 D 64.00 £0.38 B 6.70£0.29 B 101.08 +19.29C  2404.16 + 23.82 D 2511.94 +4.25D 204.84 +1.17D 3680.94 +5.25 C
Ebulicao 10 669.55+1.10 F 17.03+0.14 F 456+0.24D 72.81+2.10E 1420.12 + 0.06 H 1497.48 + 2.28 H 121.57 + 0.09 H 2184.06 + 3.52 F
20 1563.71 £ 20.69 A 89.46 £ 1.49 A 8.38£0.77A 117.54 +1.74B 3224.86 + 11.77 A 3350.78 + 14.28 A 273.99 £ 1.09 A 5003.94 + 4.91 A
5 620.11 + 4.89 G 18.86 + 2.48 F 5.84+0.12C 64.74+ 140 E 1565.84 + 2.09 G 1636.43 + 0.58 G 133.43+0.11 G 2275.39+6.79 E
Vapor 10 1024.13+60.18 E  49.26 +2.52 D 6.32£0418B 84.92 £3.44 D 2540.06 + 16.08 C 2631.30+19.11 C 215.47 +1.47C 3704.69 +81.81 C
20 1220.21+34.95B  56.81+3.08C 6.32+£0.25B 88.67 £ 4.40 D 2268.86 + 7.69 E 2363.86 £ 12.34 E 193.03 + 0.83 E 3640.88 + 50.38 C
Micro- 5 1157.00+11.13C  25.12+245E 8.02+0.25A 143.95+ 471 A 2596.20 + 3.47 B 2748.17 +1.00 B 222.68+0.10B 3930.28 + 12.58 B
ondas 10 1085.74 £ 6.02 D 19.36 + 0.03 F 6.87 £0.39B 112.43+3.30B 2124.03 + 15.48 F 224333+ 11.79 F 181.87+ 1.14F 3348.43 +17.78 D
‘Cheddar’
Cru 111.45+0.58 H 1.12 £0.04 E 438+ 0.42F 123.49 £ 4.47 G 1129.10 £ 3.70 F 1256.98 + 1.18 G 99.42£0.11 G 1369.55 + 1.80 F
5 891.02 +9.32 A 2326+475C 13.10+1.46B 914.09 + 7.69 E 7889.84 + 23.02 E 8817.03 + 16.78 F 696.12 + 1.66 F 9731.31+2.72E
Ebulicéo 10 612.35+4.90 E 47.79+055A 11.56+0.22C 1138.82+8.62B 8332.62+9.10 D 9483.00 + 17.50 D 742.32+1.11D 10143.13 £ 22.95 D
20 45739+ 584 F 2290£7.04C  1251+0.29B 127526 +24.56 A 8316.51 + 185.04 D 9604.28 £ 209.31 D 746.70 + 16.43D _ 10084.57 + 222.19 D
5 785.58 + 4.31 C 4134+171A 16.20x0.75A 925.90 + 3.05 D 9144.65+32.99C  10086.75 + 30.69 C 801.31+2.65C 10913.68 + 36.72 C
Vapor 10 813.70 £ 1.00 B 4535+152A  12.58+0.28B 1109.99 £ 2.47 B 9522.36 + 26.34 B 10644.93 £ 29.10 B 840.30 £2.31B 11503.97 + 28.58 B
20 760.40 + 3.16 D 4719+1.34A  10.21+0.46D 661.68+ 1440 F  10589.76 + 31.00 A 11261.65 + 16.13 A 910.48 + 1.96 A 12069.24 + 20.63 A
Micro- 5 791.74£11.14C 31.64+065B  11.42+048C  959.96+18.16C  9152.17+34.22C  10123.55+15.58 C 803.15£2.07C 10946.94 + 27.37 C
ondas 10 295.08+1.79 G 8.39£0.11D 7.60 £0.09 E 1130.31+27.45B  8219.62 + 11.06 D 9357.53+16.49E 732.38 £+ 0.23 E 9661.00 + 18.16 E

€L



Continuacéo da tabela 1

‘Forata’
Cru 8.18+0.11 H 053+0.07F  0.40+0.01G 3.61+0.06 G 23.81+0.09 | 27.82+0.15 | 215+ 0,011 36.52+0.10 G
5 50.84+0.73 F 200£002D  1.81+004D 9.65 + 0.60 B 127.95+0.27E 139.40 + 0.37 E 11.14+0.00 E 201.23+1.13D
Ebuligéo 10 54.67+0.10 G 238+004C  1.15+0.0LF 6.55+ 0.03 E 107.09+0.29 F 11479+ 0.26 F 9.24+0.02F 171.84+0.12E
20 77.280.38D 318+032B  2.16+0.02B 8.87 £ 0.16 C 189.07 + 0.40 A 200.10 + 0.58 A 16.22 + 0.04 A 280.56 + 1.28 A
5 50.37 +0.19 F 209+000D  131+003E 6.40 £ 0.06 E 90.50 +0.02 H 98.21+0.11 H 7.86+0.01 H 159.67 + 0.08 F
Vapor 10 92.53+0.39 C 294+003B  1.80+0.01D 6.43+0.16 E 135.40+0.20 D 143.64 + 0.05 D 11.63+0.01 D 239.11+0.41 C
20 10832 +096A  3.47+006A  191%0.01C 7.75%0.11D 140.41 +0.73C 150.06 + 0.82 C 12,10+ 0.06 C 261.85 + 1.84 B
Micro- 5 10535+0.708  3.08+004B  230+0.08A 12.07+0.14 A 158.15+0.77 B 172.52+0.99 B 13.78+0.07 B 280.95 + 1.72 A
ondas 10 63.37 + 2.88 1.69+0.04E  1.34+0.09E 457 £0.06 F 103.20 + 0.49 G 109.11 + 052 G 8.85 + 0.04 G 17417 + 3.43E
Graffiti
Cru 92.51+0.16 G 274+006F  2.34+0.06E 11,80+ 0.16 F 119.15+ 0.05 E 133.28+ 0.27E 10.52 + 0.01 E 228.53 + 0.50 E
5 20050 +10.64B  6.07+006D  3.72+0.36B 22.14+221B 351.58 + 19.90 A 377.43+ 2247 A 3038+ 177 A 593.00 + 33.06 A
Ebuligéo 10 13473+0.78E  6.87+014C  234+0.08E 14.45 + 058 E 115.88 + 0.83 E 132.68+ 149 E 10.36 +0.10 E 274.27+0.85D
20 24802 +359A  1423+032A  7.24+0.05A 31.80 +0.44 A 304.79 + 0.99 B 343.83 + 0.60 B 27.03+0.07 B 606.07 + 0.00 A
5 58.35 + 0.19 H 294+013F  0.84+0.00F 6.31+0.81 G 44.84+0.69 F 51.99+ 1.50 F 4.03+0.09 F 11320+ 118 F
Vapor 10 146.11+1.75D 6.18 £ 0.05 D 3.09+£0.05C 14.71 £ 0.07E 162.60 + 0.05 D 180.40 £ 0.07 D 14.29 £ 0.00 D 332.69+1.63C
20 11320+ 102F  751+019C _ 264%0.09D 16.18 + 0.35 D 122.96 + 0.27 E 14177 + 0.01E 11.03+0.01E 262.58 + 0.83 D
Micro- 5 15801+0.67C  490+0.09E  2.98+0.04C 15.21+0.05 E 168.63+0.23 D 186.81+ 0.24 D 14.81+0.02D 349.72+0.82C
ondas 10 15471+151C  9.56+151B  3.08+0.04C 18.87 + 0.06 C 193.73+0.10C 215.68 +0.12 C 17.06 +0.01 C 370.95+3.14B
‘Verdi di Macerata’
CV (%) 2.46 4.62 5.73 7.73 0.57 0.45 0.48 3.21
‘Cheddar’ CV (%) 0.94 9.97 5.66 1.65 0.82 0.81 0.81 1.02
‘Forata’ CV (%) 1.55 481 2.83 3.05 0.37 0.41 0.39 0.80
“Graffiti’ CV (%) 2.64 7.73 4.2 4.95 3.78 3.84 3.81 0.77

IMédias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna (por gendtipo) ndo diferem estatisticamente entre si. O teste de Scott-Knott foi aplicado no nivel de

5% de probabilidade. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao (n = 3).

172
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Percebe-se que o processamento térmico foi eficiente em induzir maiores
teores dos compostos antioxidantes analisados no presente trabalho, independente
do gendtipo e do tipo de carotenoide analisado (Tabela 1). A couve-flor ‘Cheddar’
contém o maior teor de pVAC e RAE apds o cozimento em vapor por 20 minutos
(11261,65 e 910,48 ug/100 g m.s., respectivamente), além de apresentar os maiores
conteudos de todos os carotenoides () carotenoides = 12069,24 ug/100 g m.s.).
Couves-flores ‘Verde di Macerata’ também mostram valores altos de pVAC e RAE
apos o cozimento em ebulicdo por 20 minutos (3350,78 € 273,99 pg/100 g m.s.). Tanto
‘Forata’, como ‘Graffiti’ apresentaram incrementos de pVAC e RAE, assim como na
Y carotenoides, entretanto, o cozimento por 5 minutos em vapor apresentou
diminuicdes em torno de 60% (Tabelal). Fatores como temperatura alta, luminosidade
e oxigénio podem influenciar os niveis de carotenoides, por promover a isomerizagao,
influenciando a equivaléncia em vitamina A (MERCADANTE, 2007). Além disso, o
processamento térmico induz alteracbes na matriz do alimento, ocasionando
mudancas dos niveis de carotenoides biodisponiveis na absorcdo pelas células
intestinais e, consequentemente, aos tecidos alvos (BERNI et al., 2014).

As diferencas de contetdo apos o cozimento entre as couves-flores coloridas
estudadas podem ser atribuidas a localizacdo dos pigmentos. Em hortalicas verdes,
alguns carotenoides estéo localizados no cloroplasto, enquanto outros, podem estar
localizados nos cromoplastos, influenciando a biodisponibilidade desses compostos
apos o cozimento (DE PEE et al., 1998; VISHNEVETSKY, 1999; BERNHARDT &
SCHLICH, 2006). Por outro lado, em outras espécies de coloracdo alaranjada ou
vermelha o B-caroteno esta localizado nos cromoplastos (e.g. frutos) e sdo mais
facilmente extraidos.

O cozimento em ebulicdo por 20 minutos induziu aumento de a- e B-caroteno
em ‘Verde di Macerata’ e em ‘Cheddar’, em comparacdo com a inflorescéncia cru
(Tabela 1), as quais apresentam os maiores teores em relagéo a ‘Forata’ e ‘Graffiti’.
Maiores tempos de cozimento em vapor tanto de ‘Verde di Macerata’, como de
‘Cheddar’ foram eficientes em aumentar os niveis desses pigmentos. Aumento dos
niveis desses compostos também foram observados em ambas couves-flores apés 5
minutos de cozimento em micro-ondas. Esse mesmo tempo de cozimento favoreceu
incremento em ‘Forata’ de ambos os pigmentos, enquanto que nesta inflorescéncia

esse resultado so6 foi atingido apdés 10 minutos de cocgdo em micro-ondas. Os niveis
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de a- e B-caroteno encontrados neste estudo com a ‘Forata’ sdo muito similares aos
descritos por Dos Reis et al. (2015) em couves-flores brancas processadas
termicamente. Por outro lado, os valores obtidos para ‘Verde di Macerata’ estao
proximos aos relatados pelos autores em brocolis. Esses compostos ndo foram
detectados em couves-flores brancas e roxas por Guzman et al. (2012), os quais
descrevem a presencga de [3-caroteno apenas em ‘Cheddar’; entretanto, os resultados
desses autores podem ter sido influenciados pelo tipo de extrator utilizado.

Criptoxantina, outro pVACs, apresentou alta correlagdo com o a (r = 0,959, p <
0,05) e B-caroteno (r = 0.951, p < 0,05), ocorrendo também em maiores niveis nas
inflorescéncias ‘Cheddar’ processadas termicamente. Pelos resultados, o cozimento
por 20 minutos em ebulicdo induz os maiores aumentos em comparagcao com 0s
demais tempos de cozimento em todas as cultivares estudadas. Por outro lado, a
‘Cheddar’ apresenta variagdes nao significativas entre o cozimento por ebulicdo por 5
ou 20 minutos (13,10 e 12,51 pug/100 g m.s., respectivamente), ocorrendo aumento
em torno de 4 vezes ap0s o0 cozimento em vapor por 5 minutos (16,20 ug/100 g m.s.)
em relagdo a crua (4,38 pg/100 g m.s.) (Tabela 1). Os teores de criptoxantina
encontrados em ‘Cheddar’ estao proximos aos descritos por Dos Reis et al. (2015) em
couve-flor branca, os quais também sdo os maiores dos encontrados na ‘Forata’.
Criptoxantina tem aproximadamente metade da atividade provitamina A quando
comparada ao 3-caroteno (Rodriguez-Amaya, 2001).

Nas inflorescéncias cruas da couve-flor ‘Verde di Macerata’, o conteudo de
luteina (571,97 ug/100 g m.s.), zeaxantina (17,73 ug/100 g m.s.), t-Criptoxantina (4,39
Mg/100 g m.s.), t- a-Caroteno (32,87 ug/100 g m.s.), t- B-Caroteno (808,17 ug/100 g
m.s.), > pVACs (845,42 ug/100 g m.s.), RAE (68,90 pg/100 g m.s.) e ) carotenoides
(1.435,12 pg/100 g m.s.) aumentou quando submetidas ao cozimento, com
incrementos de até 63,42%, 80,18%, 47,61%, 77,17%, 74,94%, 74,77%, 74, 85% e
71,32%, respectivamente, comparado ao material cru. Resposta semelhante foi
observada para ‘Cheddar’ com relagéo ao incremento dos compostos citados quando
as inflorescéncias foram submetidas ao cozimento, com destaque ao conteudo dos
pro-vitaminicos A [t-Criptoxantina (16,20 pg/100 g m.s.), t-a (1.275,26 pg/100 g m.s.)
e B-Caroteno (10.589,76 ug/100 g m.s.)], RAE (910,48 pg/100 g m.ss.) e a
> carotenoides (12.069,24 ug/100 g m.s.).

Ebulicdo por 20 minutos induziu aumentos nos niveis de luteina nas couves-
flores ‘Verde di Macerata’ (1563,71 ug/100 g m.s), ‘Forata’ (77,28 ug/100 g m.s.) e
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‘Graffiti’ (248,09 ug/100 g m.s.). O cozimento por 20 minutos em vapor, foi eficiente
para aumentar os teores desse carotenoide em todas as couves-flores, exceto na
‘Cheddar’ que o melhor tempo foi 10 minutos (813,70 pg/100 g m.s.). O
processamento térmico por 5 minutos em micro-ondas foi suficiente para induzir
aumentos dos niveis de luteina em todas as cultivares analisadas, exceto na ‘Graffiti’
gue nesse tipo de cozimento ndo variou em funcéo do tempo. Os teores de luteina em
couve-flor ‘Verde di Macerata’ estdo muito proximos dos descritos por dos Dos Reis
et al. (2015) em brécolis apos cozimento por ebulicdo (1688,00 pg/100 g m.s.).
Martinéz-Hernandez et al. (2013) também descrevem aumentos dos niveis de
carotenoide apds cozimento.

Os maiores aumentos de zeaxantina nas couves-flores analisadas no presente
trabalho s&o resultados do cozimento por ebulicdo por 20 min (89,46 ug/100 g m.s. -
‘Verde di Macerata’) ou por 10 min (47,79 pug/100 g m.s.) na ‘Cheddar’. Quando
cozidas em micro-ondas, o tempo de 5 minutos foi eficiente para induzir os maiores
aumentos dos teores de zeaxantina em ambas couves-flores. Os resultados
encontrados para este carotenoide nao-provitamina A em ‘Verde di Macerata’ s&o
muito proximos aos descritos por Dos Reis et al. (2015) em brécolis, enquanto que 0s
encontrados em ‘Forata’ estdo proximos aos relatados por estes autores em couve-
flor branca. Couves-flores ‘Verde di Macerata’ e Cheddar, apesar de pouco
consumidas, podem ser fontes desses compostos na alimentacgéo.

Para a Criptoxantina o cozimento por 20 minutos em ebuli¢cdo, principalmente
na couve-flor ‘Cheddar’, induz os maiores aumentos em comparacao com os demais
tempos de cozimento em todas as cultivares estudadas. Por outro lado, a ‘Cheddar’
apresenta variacdes nao significativas entre o cozimento por ebulicdo por 5 ou 20
minutos (13,10 e 12,51 pg/100 g m.s., respectivamente), enquanto que, houve
aumento em torno de 4 vezes ap0s 0 cozimento em vapor por 5 minutos (16,20 ug/100
g m.s.) em relagéo a crua (4,38 pg/100 g m.s.) (Tabela 1). Os teores desse pigmento
pro vitaminico A em ‘Cheddar’ estdo proximos aos descritos por Reis et al. (2015) em
couve-flor branca, os quais também sdo os maiores dos encontrados na ‘Forata’.
Criptoxantina tem aproximadamente metade da atividade provitamina A quando
comparada ao B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

De acordo com alguns estudos, o cozimento moderado e/ou homogeneizacéo

mecanica sdo processos que podem contribuir para o aumento de carotenoides,
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devido ao amolecimento e rompimento da parede celular (LIMA et al., 2017; BORGES
et al., 2018). Entretanto, o modo de preparo deve muitas vezes incluir uma quantidade
moderada de gordura (acidos graxos insaturados) para a maxima absorcdo dos
carotenoides (VAND HET HOF et al., 2000). De acordo alguns estudos, [3-caroteno
esta incorporado em complexos proteicos nos cloroplastos (caroteno proteinas) de
hortalicas folhosas (vegetais verdes) e apresentam efeito inibidor na digestdo e
absorcao (VISHNEVETSKY, 1999; BERNHARDT & SCHLICH, 2006). Por outro lado,
em outras espécies de coloracao alaranjada ou vermelha, p-caroteno esté localizado

nos cromoplastos e sdo mais facilmente extraidos (DE PEE et al., 1998).

3.3.2 Impacto dos genotipos e do processamento térmico no teor de tocoferol
Para melhor visualizacdo dos dados foi aplicada a analise de componentes

principais aos dados de tocoferol para verificacdo de possiveis agrupamentos dos
genadtipos antes e apO0s 0 processamento térmico, em funcdo destes compostos
antioxidantes. CP1 e CP2 explicaram 98,68% da variacdo dos dados. Por meio da
ACP, percebe-se claramente a formacdo de quatro agrupamentos. O eixo CP1
representa a maior variancia total dos dados (69,47%) e foi responséavel em agrupar
0s gendtipos em funcédo dos teores de tocoferol encontrados (a e y-tocoferol). No
geral, os maiores teores de tocoferol total foram detectados nas couves-flores
‘Cheddar’, principalmente ap6s o processamento térmico (CP1+ e CP2-). O
processamento térmico no vapor resultou em maiores teores de tocoferol total neste
genotipo (88,97 mg/100g m.s.). A CP2 (29,20%) agrupou os tratamentos em funcéo
do tipo de tocoferol encontrado (Figura 3). Os maiores teores de a-tocoferol foram
detectados no gendtipo ‘Cheddar’ antes de ser submetido ao processamento (41,22
mg/100g m.s.) e no genotipo ‘Verde di Macerata’ submetido ao processamento
térmico em ebulicdo por 5 (19,51 mg/100g m.s.) e 20 minutos (23,47 mg/100g m.s.) e
em micro-ondas por 5 minutos (23,44 mg/100g m.s.) (CP1+ e CP2+). J& os teores de
y-tocoferol foram detectados em couve-flor ‘Cheddar apdés o processamento em
ebulicdo por 20 minutos (65,74 mg/100g m.s.) e apOs a coc¢ao em micro-ondas por 5
minutos (61,02 mg/100g m.s.) (CP1+ e CP2-).

Os niveis de tocoferol foram alterados apés o processamento térmico (Tabela
2). Com excecédo da ‘Verde di Macerata’, os niveis de y-tocoferol sdo maiores que o

de alfa-tocoferol e ha uma tendéncia de o cozimento promover maior disponibilidade
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de y-tocoferol em ‘Cheddar’, ‘Foratta’ e Graffiti’. Maiores teores de y em relacéo ao a-
tocoferol também foi descrito por Piironen et al. (1986), enquanto que resultados
contrarios foram encontrados por Guzman et al. (2012) em couves-flores coloridas
(‘Cheddar’ e ‘Graffiti’).

CP1 e CP2: 98,68 %
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2,5 4
Vcru . £ocru
2 4
15 V_V5  y yiy_v20 | V_M10
—~ ’ L - °o|®
£} v_Fi0 . ° V_FS.V\TEI%/IOS
1 AR
o
&
~ 0,5 4
o C_M5
0 : . °
8_M5 ?
° BF5 ~ RIM - zto'coferol
05 o BM10 e é‘ 70 50 e ps-V10
SHEE® g vig W Va0, A FZO
- Re10 R_vi0 o
-1 R_cru B_V5 - 77R_M10 ° F10 C_FZO
C_MMO
-1,5 4
y-tocoferol
2 1
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
CP1 (69,47 %)

Figura 3. Projecao bidimensional e escores de a, y e Ztocoferol em couve-flor colorida
processada termicamente. Os tratamentos sao representados pelos pontos, onde as
letras iniciais representam os genotipos (V = 'Verde di Macerata’, G = 'Graffiti’, F =
'Forata’ e C = 'Cheddar’) e as letras ap6s sublinhado representam os métodos de
cozimento (cru, F = ebulicdo, V = vapor e M = micro-ondas) e 0s numeros representam

o tempo de cozimento (5 e 10 min).

O processamento térmico por 5 minutos em micro-ondas foi eficiente para
aumentar os niveis de a e y-tocoferol em todas as couves-flores coloridas, com
excecgao da ‘Graffiti’, a qual mostrou altos niveis de y-tocoferol apés 10 minutos de

cozimento em micro-ondas, o que refletiu nos niveis de tocoferdis totais. O cozimento
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por 20 minutos, seja em ebulicdo, ou em vapor, induziu aumento dos niveis de ambos
compostos nas couves-flores, independente da coloragéo. Os niveis de a e y-tocoferol
encontrados neste estudo sdo maiores que os descritos em algumas Brassicas
(PIIRONEN et al., 1986), incluindo couve-flor, entretanto muitas das literaturas
encontradas expressam os dados em peso fresco, enquanto que 0 nosso resultado
foi expresso em peso seco de amostras liofilizadas. Por outro lado, os resultados
obtidos para as diferentes couves-flores coloridas estdo proximos aos descritos por
Guzman et al. (2012), que expressam os teores de a e y-tocoferol em peso seco. As
diferencas nos teores também podem ser atribuidas ao tipo de cultivo, clima e
variedades, entre outros fatores bidticos e abidticos durante o desenvolvimento
dessas hortaligas.

Apesar do y-tocoferol ndo ser convertido em a-tocoferol em humanos e nao ser
reconhecido pela proteina transportadora de a-tocoferol no figado, € uma molécula
considerada antioxidante em hortalicas (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). Por outro
lado, outros estudos indicam que tanto a-, como y-tocoferol exibem atividade de
vitamina E (GUZMAN et al., 2012).

De acordo com Knecht et al. (2015), o cozimento de algumas hortalicas, e.g.
brécolis, induz aumento de vitamina E. Maiores teores de tocoferol apds o cozimento
de brécolis e pimenta vermelha foram descritos por Bernhardt and Schlich (2006).
Esses resultados também foram descritos em outras hortalicas folhosas como
espinafre por Chun et al. (2006), os quais também demonstram que 0 cozimento em
vapor nao alterou os niveis de tocoferol em brécolis, comparado com o material cru.
Em nosso estudo, apenas o cozimento a vapor por 5 minutos nao foi eficiente para
disponibilizar y-tocoferol em ‘Graffiti’ (12,90 mg/100g), comparado com essas couves-
flores cruas (20,45 mg/100g).

O aumento dos niveis de tocoferdis (a e y) nas couves-flores coloridas apds o
cozimento é atribuido a facilidade de extracdo pelo calor, um processo semelhante ao
descrito para carotenoides, isto €, ocorre um amolecimento da parede celular e
rompimento das células, com liberacdo da vitamina E dos lipideos (SIRIAMORNPUN
et al., 2012; LIMA et al.,, 2017; BORGES et al., 2018; LEE et al., 2018), com
consequente desnaturacao de proteinas e inativagcdo da tocoferol oxidase (LEE et al.,

2018), induzindo maior biodisponibilidade de vitamina E.



Tabela 2. Tocoferol (mg/100 g m.s.) em couves-flores coloridas, antes e apos

processamento térmico.

Couve-flor '(\:Af;?nﬂgn(ig T(i:?r?)o a-tocoferol y-tocoferol > Tocoferol

Cru 20.18 +0.00 B* 5.47 +0.00 | 25.65 + 0.00 G

5 19.51+0.02C 26.16 +0.53 C 45.66 +0.55 C

Ebuligéo 10 12.15+0.13H 11.83+0.02 G 23.97+0.15H

‘ _ 20 23.47+£0.03A 28.10+0.17B 51.57 +0.20 B

M‘ﬁ{;’;{’; 5 13.29£031G 10.61+0.19 H 23.90+0.11 H

Vapor 10 15.38£0.34F 15.55+0.15 F 30.93+0.19F

20 17.93+£0.13E 18.32+0.24 E 36.25+0.11E

Micro- S 23.44+0.33A 28.74 +0.05 A 52.18 + 0.28 A

ondas 10 18.68+0.31D  1989+001D  3857+031D

Cru 41.22+0.03A 10.12+0.17 G 51.34+0.20 F

5 12.35+£0.80D 70.79+0.41B 83.14+0.38B

Ebuligéo 10 8.73+0.11F 47.44 +0.06 E 56.18 + 0.05 E

20 9.69+005E 65.74 + 0.86 C 75.43+0.81C

‘Cheddar’ 5 12.84+0.23D 4578 +0.03 E 58.62+0.21 D

Vapor 10 14.42+0.77C 74.55 + 4.24 A 88.97 +3.47 A

20 10.34£0.70E 40.55 + 0.23 F 50.89 + 0.26 F

Micro- S 16.28+0.07B 61.02+0.19D 77.30+0.26 C

ondas 10 8.23+0.08 F 47.42 +0.16 E 55.65 + 0.24 E

Cru 1.52+0.08 G 5.83  0.04 | 7.34+0.03 |

5 8.31+0.03C 22.24 +0.04E 30.55+0.02 D

Ebuligéo 10 5.08 £0.09F 14.12 +0.02 H 19.19+0.11H

20 8.77+£0.12B 34.87+0.12B 43.64+0.24B

‘Forata’ 5 5.24+0.02F 23.84+0.07D 29.09 + 0.09 E

Vapor 10 6.34 +0.03E 20.95+0.06 F 27.28+0.09 F

20 8.76+0.11B 36.77+0.25 A 4553 +0.36 A

Micro- S 9.01+0.07 A 24.83+0.06 C 33.83+0.13C

ondas 10 6.81+0.32D 16.16 +0.77 G 22.97 +1.09G

Cru 4.72+0.02F 20.45+0.20 F 2517 +0.18 G

5 11.30+0.77 A 39.81+2.55B 51.11+3.32B

Ebulicao 10 5.89+0.02E 21.66 +0.43F 2755+ 0.45F

20 11.58 £ 0.06 A 49.93+0.32 A 61.51 +0.38 A

‘Graffiti’ 5 325+£0.056G 12.90 + 0.04 G 16.15 + 0.09 H

Vapor 10 6.91+0.12D 25.67 +0.14 e 32.59+0.02E

20 7.07£0.14D 24.65+0.05¢e 31.72+0.09E

Micro- 5 9.68+0.07B 26.90 +0.13 d 36.58 +0.21 D

ondas 10 8.10+0.02C 34.60+0.08c  4271+0.10C
‘Verdi di Macerata’ CV (%) 1.22 1.19 0.71
‘Cheddar’ CV (%) 3.01 2.82 1.87
‘Forata’ CV (%) 1.92 1.24 1.38
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Continuacéo da tabela 2

‘Graffiti’ CV (%) 3.48 3.07 3.13
IMédias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna (por genétipo) ndo diferem estatisticamente entre si. O
teste de Scott-Knott foi aplicado no nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram expressos em média *
desvio padrdo (n = 3).

3.3.3 Impacto de gendtipos e processamento térmico nas clorofilas e antocianinas
Os niveis de clorofilas totais foram analisados apenas em ‘Verde di Macerata’,

enquanto que o de antocianinas totais foram analisados em ‘Graffiti’. Os teores de
clorofila aumentaram em fungao do cozimento em ‘Verde di Macerata’, exceto quando
foi usado o cozimento em vapor por 20 minutos, as quais também mostraram baixa
luminosidade (Tabela 3). O cozimento em micro-ondas por 10 minutos da ‘Verde de
Macerata’ induziu escurecimento, refletido no valor negativo de a* (-18.91) e b* (-
15.33) (Tabela 4).

Tabela 3. Clorofilas (mg/100g m.s.) e antocianinas totais (mg Cyd-3,5-diglu/100 g

m.s.) em couves-flores coloridas, antes e ap0s processamento térmico.

Método de Tempo Verde di macerata Graffiti

cozimento  (min) Clorofilas totais Antocianinas monoméricas totais

Cru 19.27 + 0.55 d* 1152.41 + 38.84 a

5 28.92£0.80 a 488.92 +90.29 ¢

Ebulicédo 10 25.98+0.57b 662.07 £ 67.40 c

20 2147 +£147c 570.39 + 92.59 c

5 21.83+1.60c¢c 1151.00 £ 75.65 a

Vapor 10 20.66+£0.79¢c 971.81+14.16 b

20 18.10+1.22d 946.26 £ 125.66 b

Micro- 5 26.98+0.83b 952.96 £ 55.44 b

ondas 10 27.14+£152hb 1076.56 £ 39.74 a

IMédias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. O teste de Scott-
Eréc))tt foi aplicado no nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram expressos em média + desvio padréo (n

Nas couves-flores a diminui¢cdo do teor de clorofila ndo foi observada, mesmo
apos o cozimento. A diminuicdo dos niveis de clorofilas apds o cozimento tem sido
relatada em diversos estudos e esse efeito é atribuido a degradacdo da clorofila
causada pela perda do atomo de magnésio do anel central (DAMODARAN et al., 2008;
SILVA et al., 2016).

Independentemente do tipo de processamento térmico ou tempo usado, nao

houve aumento dos niveis de antocianinas em ‘Graffit’. O cozimento em vapor e em
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micro-ondas resultaram na maior retencdo desses flavonoides. Por outro lado, o
cozimento em ebulicdo induziu perdas em torno de 50%, refletido no angulo hue (h°)
(Figura 3). E importante ressaltar que a coloragdo da agua de cozimento foi alterada
pela perda de antocianinas das células, devido a sua solubilidade. Diversas pesquisas
relatam perda de antocianinas em funcéo do processamento térmico, como a descrita
por Xu et al. (2014) em repolho roxo, a qual apresentou perdas ap0s o cozimento,
principalmente quando cozidas em ebulicdo, alcangando diminuicdo dos niveis
maiores que 60%. Esse incremento na perda de antocianinas é devido ao contato da
hortalica com a agua, ocorrendo a migracao dos flavonoides para a agua por lixiviacao
(LO SCALZO et al., 2008). Esse efeito foi observado nas couves-flores ‘Graffiti’ e na
agua de cozimento, que ao final do processo, em todas as temperaturas testadas,
apresentava coloragéo arroxeada. Os niveis de antocianinas podem sofrer alteracdes
devido a variacdes de temperatura, luz, pH, entre outros e processos de cozimento
induzem alteracGes na matriz celular, além da sua alta solubilidade em agua (HE &
GIUSTI, 2010; LO SCALZO et al., 2008). Contudo, outros estudos demonstram que
alguns tipos de processamento térmico, onde se utiliza pequena quantidade de agua,
como vapor e micro-ondas podem ser favoraveis em relacdo a manutencao dos niveis
de antocianinas nos tecidos vegetais (MURADOR et al., 2014), como ocorreu em
nosso estudo com o uso do cozimento em vapor e em micro-ondas, cujas perdas

foram menores que 18% em ambos.

3.3.4 Impacto de gendtipos e processamento térmico nos atributos de cor
Os valores de L*, a* e b* nos quatro genoétipos de couves-flores, antes e apés

processamento térmico estdo representados na Figura 4. O cozimento alterou os

atributos de cor da hortalica em relagdo ao material cru (Figura 4a).
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Figura 4. Luminosidade (L*) e coordenadas a* e b* medidas em couves-flores
coloridas antes e apoOs processamento térmico (a). As figuras (b), (c), (d) e (e)
representam variacdes de coordenadas de cores em trés conjuntos de medidas
realizados nas couves-flores ‘Verde di macerata’, ‘Graffiti’, ‘Cheddar e ‘Forata’,
respectivamente, plotadas no espaco 3D. Os circulos nas imagens agrupam 0S

tratamentos térmicos de acordo com o quadrante em que ocupam no espaco L*, a* e
b*.
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As inflorescéncias frescas apresentaram menor valor L* comparada as
processadas termicamente (Tabela 4), exceto na ‘Cheddar’ cozidas por 20 minutos
em vapor. O valor de L* em ‘Verde di Macerata’ apos cozimento em ebulicdo por 10
minutos (91,67) apresentou aumento de 10,30% comparado com o cru (82,22).
Tempo maior de cozimento em ebulicdo (20 minutos) da ‘Graffit’ e ‘Cheddar’
promoveu aumento de 13,67% e 6,44% do valor de L* comparado as couves-flores
cruas; enquanto o cozimento em vapor por 20 min induziu aumento de 7,98% na
‘Forata’. Por outro lado, houve diminuicdo da luminosidade, com consequente
escurecimento, apds cozimento em vapor de ‘Cheddar (20 min) e em ‘Verde di
Macerata’ (10 e 20 min). ‘Verde di Macerata’ também apresentou diminuicdo de L*
apos cozimento em micro-ondas por 10 min. Nas inflorescéncias de cor verde cozidas
a vapor foram observados valores positivos de a* (vermelho) e b* (amarelo), enquanto
gue as inflorescéncias cozidas em micro-ondas se encontraram no quadrante negativo
a* (verde) e b* (azul) (Figura 4b).

Tabela 4. Luminosidade (L*), coordenadas a* e b*, croma (C*) e angulo hue (h°) em

couves-flores coloridas, antes e apds processamento térmico.

Método de Tempo

Cozimento (min) L* a* b* C* h°
‘Verde di Macerata’

9.24 d 2533 f 85.16

Cru 82.22 1 -20.29 e g
5 87.12 7.23 c 22.49 b 2788 e 9259
Ebulicdo 10 91.67 4 25.08 a -1.50 f 2538 f 93.92 a
20 87.44 -14.26 d 18.51 c 3120 c 91.46 d
5 84.92 (¢ -24.74 f 4.84 e 2924 d 92.24 c
Vapor 10 80.40 g 11.73 b 21.87 b 3287 a 90.61 e
20 79.81 p 8.48 c 24.26 a 3337 a 9006 g
Micro-ondas 5 8217 ¢ -12.50 d 21.68 b 3193 b 92.26 c
10 81.66 -1891 e -1533 g 3313 a 9152

‘Cheddar’
Cru 78.04 ¢ -23.87 e -8.38 c 2232 g 109.53
5 8174 ¢ 241 b 2765 f 2373 o 10807 ¢
Ebulicao 10 79.63 f 24.05 a -8.08 c 2513 p 106.75 ¢
20 8341 a -29.22 f -10.89 d 2338 ¢ 10276
5 8270 b -12.35 c -26.49 f 2521 | 109.76 4
Vapor 10 8149 d -28.74 f 15.77 b 2483  107.89 ¢
20 7674 h -1679 d 2882 a 2575 5 101.77
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Continuagao da tabela 4

Micro-ondas 5 8068 e -1289 ¢ -2919 f 2504 | 10891
10 80.67 e -30.29 f -13.38 e 2438 ¢ 10435 g

‘Forata’
Cru 8538 i 1165 ¢ 16.04 a 1984 a 8262
5 8958 f -12.55 g 12.09 b 1743 ¢ 90.34 g
Ebulicdo 10 91.68 ¢ 11.48 c 7.02 c 1347 f 9480 p
20 9193 b 9.52 d -8.94 f 1313 g 93.49 e
5 90.55 d 10.86 c -11.04 g 1549 d 93.45 e
Vapor 10 87.39 h 17.44 a -3.35 e 1780 b 9406 ¢
20 92.78 a 0.31 f -13.72 h 1380 e 92.70 f
Micro-ondas 5 88.73 ¢ 15.57 b 0.58 d 1561 d 94.29 c
10 89.96 e 6.55 e 11.77 b 1350 f 9531 4

‘Graffiti’
Cru 5291 h 0.35 e 12.39 a 1247 d 35340 4
5 59.52 ¢ 6.00 c -1022 e 1188 f 30055 g
Ebulicao 10 60.58 b 2.95 d -11.00 e 1153 f 30029
20 61.29 a 2.34 d -8.25 d 860 g 31286 ¢
5 5345 g 8.32 b -1543 f 1761 a 313.08
Vapor 10 5444 f 12.68 a -1.09 c 1277 ¢ 30151 ¢
20 5458 f 11.73 a 1.75 b 1189 f 31431
5 55.07 e 0.80 e -11.93 e 1198 e 300.09 n

Micro-ondas
10 56.06 d 9.17 b -9.56 d 1336 b 307.07 ¢
IMédias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna (por genétipo) néo diferem estatisticamente entre si. O
teste de Scott-Knott foi aplicado no nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram expressos em média *
desvio padrdo (n = 3).

‘Forata’ possui maior luminosidade (L*) do que as coloridas. L* esta
correlacionado com os teores de zeaxantina (r = 0,518) e y-tocoferol (r = 0,580). Maior
cromaticidade (C*) foi observada nas couves-flores ‘Verde di Macerata’ e foi
correlacionada positivamente com os niveis de luteina (r = 0,551) e criptoxantina (r =
0,509). O croma também foi maior nas couves-flores ‘Cheddar’, correlacionado
positivamente com zeaxantina (r = 0,821) e 3-caroteno (r = 0,784) (Apéndice A -Tabela
5).

A inflorescéncia roxa (‘Graffiti’) possui maior valor de h° (353° - inflorescéncia
crua) quando comparada as demais cultivares (verde, amarela e branca), as quais
mostraram valores entre 82 a 110°. Essa medida (hue) na ‘Graffiti’ foi positivamente
correlacionada com o teor de antocianinas (r = 0,505). Além do h°, o C* também
apresentou correlagéo forte (r = 0,806) com as antocianinas da ‘Graffiti’.

O grau de saturacdo (C*) aumentou apds o cozimento de couves-flores de

coloracéo verde, amarela e roxa (exceto no cozimento a vapor por 5 min na ‘Graffiti’)
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e diminuiu na couve-flor branca (‘Forata’). Também foi observado aumento na
tonalidade (h°) em ‘Verde di Macerata’ e ‘Forata’ apds tratamento térmico, exceto em
‘Cheddar’ e ‘Graffiti’, que mostraram reducdo comparado ao material cru.
Provavelmente, essa diminuicdo da tonalidade da couve-flor roxa se deve a lixiviagao
das antocianinas apés o cozimento (ebulicdo e vapor), indicando uma mudanca de a*
positivo para a* negativo (VOLDEN et al., 2009) (Figura 4c).

Nosso estudo demostra, de maneira geral, que 0 processamento térmico e o
tempo utilizado no preparo de couves-flores coloridas podem alterar as coordenadas

de cores, mas nao afetaram negativamente.

3.4 CONCLUSOES

O processamento térmico promove aumento nos teores de carotenoides e
pVACs, independente do gendtipo, quando comparados com o material cru. O
cozimento alterou niveis de tocoferol e os atributos de cor das hortalicas em relacéo
ao material cru.

A ‘Verde di Macerata’ apresentou 0s maiores teores de zeaxantina e luteina na
maioria dos tratamentos, principalmente ap4s o processamento térmico em ebulicao
por 5 e 20 minutos. A couve-flor ‘Cheddar’ apresentou os maiores contetdos de todos
0s carotenoides, e quando cozidas em vapor por 20 minutos observou-se o maior teor
de pVAC e RAE. Incrementos no conteudo de pVAC, RAE e ) carotenoides foram
observados em ‘Forata’ e ‘Graffiti’. Entretanto, o cozimento por 5 minutos em vapor
nas inflorescéncias da couve-flor ‘Graffiti’ ocasionou reducéo de aproximadamente
60% nos niveis desses compostos.

Os niveis de y-tocoferol foram maiores que o de a-tocoferol apdés cozimentos
das couves-flores. Independente do gendtipo analisado, o cozimento por 20 minutos,
seja em ebulicdo, ou em vapor, induziu aumento dos niveis de tocoferol (a e y) nas
inflorescéncias. Os teores de clorofila aumentaram em fungéo do cozimento em ‘Verde
di Macerata’. No entanto, o mesmo efeito n&o foi observado com relacdo as
antocianinas, em ‘Graffiti’.

Nossos resultados inferem que couves-flores ‘Verde di Macerata’ e Cheddar’,

apesar de pouco consumidas, podem ser boas fontes de carotenoides, provitaminicos
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A e tocoferol na alimentacdo. Os cozimentos ndo afetaram negativamente o aspecto

visual das couves-flores coloridas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A couve-flor € uma das hortalicas mais consumidas no mundo, e isso se atribui
ao elevado rendimento comercial da cultura. No Brasil, sua importancia econémica
esta ligada especialmente a pequenos produtores. Além do valor comercial, esta
espécie é muito apreciada na culinaria, devido ao baixo valor calérico, sabor suave, e
a presenca de compostos promotores de saude humana. Os gendtipos mais
consumidos, e geralmente produzidos, sdo os de coloragdo branca, e informacoes
sobre cultivo de couves-flores coloridas (amarela, roxa e verde) pouco séo divulgadas,
ou encontradas. Além deste aspecto, poucas informacdes nutricionais ou sobre 0s
beneficios da ingestdo de couves-flores coloridas sé&o publicadas.

O uso de inflorescéncias coloridas surge com uma alternativa na busca para a
diversificacdo da dieta e aumento da ingestdo de compostos bioativos, e buscamos
neste estudo estimular ao consumo destas hortalicas por meio de evidencias que
comprovem a presenca de nutrientes e/ou compostos biologicamente ativos nas
diferentes cores. Outro ponto ponderado foi que a ingestao deste vegetal € realizado
apos algum tipo de processamento térmico, dessa forma foram realizadas as coccbes
dos materiais pensando em métodos caseiros, com diferentes tempos de exposicao
do vegetal ao calor, comparando assim a acao do cozimento com o vegetal cru.

Neste estudo podemos concluir que os genoétipos possuem grande variabilidade
em suas caracteristicas bioquimicas (Capitulo 1, 2 e 3). Constatamos variacdo no teor
dos compostos quimicos, dependendo da couve-flor analisada e do processamento
térmico empregado (Capitulo 1), mostrando que algumas caracteristicas foram
mantidas com uso de cozimento a vapor e micro-ondas, e.g. Além disso, foram
observados que estes genotipos coloridos se sobressairam aos de coloracao brancas
em relacdo a importantes fitoquimicos, como contetdo de aminoé&cidos (triptofano e
5-hidroxitriptofano), aminas biogénicas, carotenoides, provitaminicos A e tocoferol
(Capitulo 2 e 3 ), com destaque aso materiais ‘Cheddar’ e ‘Verde di macerata’ para
esses compostos. Estes resultados demonstram que gendtipos estudados possuem
boa qualidade pés-colheita, e que o cozimento favorece o aumento dos compostos
bioativos presentes nas inflorescéncias. Por meio destes resultados, esperamos
estimular o consumo, bem como a producdo dessas hortalicas, levando em

consideracao sua alta qualidade nutricional, assim como elucidar que o preparo para
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0 consumo das couves-flores deve ser levado em consideracdo para manutencao de

suas propriedades antioxidantes.
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APENDICE A - Tabelas de correlacéo

Tabela 5. Matriz de correlacdo de Spearman entre os carotenoides, provitaminicos A e atributos de cor (L*, C* e h°) em couves-
flores coloridas cruas e processadas termicamente.
Variaveis Luteina Zeaxantina t-Criptoxantina t-a-Caroteno t-B-Caroteno >pVACs RAE > Caroteno L* C* h°

Luteina 1 0,932 0,865 0,808 0,846 0,848 0,846 0,869 -0,199 0,573 0,014
Zeaxantina 0,932* 1 0,847 0,780 0,837 0,839 0,836 0,863 -0,157 0,553 0,030
t-Criptoxantina 0,865 0,847 1 0,959 0,951 0,953 0,952 0,969 -0,092 0,672 -0,199
t-a-Caroteno 0,808 0,780 0,959 1 0,950 0,952 0,951 0,96 -0,067 0,741 -0,276
t-B-Caroteno 0,846 0,837 0,951 0,95 1 0,999 1 0,992 0,018 0,777 -0,335
SPVACs 0,848 0,839 0,953 0,952 0,999 1 1 0,992 0,010 0,775 -0,329
RAE 0,846 0,836 0,952 0,951 1 1 1 0,991 0,016 0,778 -0,337
¥ Caroteno 0,869 0,863 0,969 0,96 0,992 0,992 0,991 1 -0,044 0,752 -0,279
L* -0,199  -0,157 -0,092 -0,067 0,018 0,01 0,016 -0,044 1 0,24 -0,678
C* 0,573 0,553 0,672 0,741 0,777 0,775 0,778 0,752 0,24 1 -0,638
h° 0,014 0,03 -0,199 -0,276 -0,335 -0,329 -0,337  -0,279  -0,678 -0,638 1

**V/alores em negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia alfa = 0,05

Tabela 6. Matriz de correlacao de Spearman entre o contetdo de ABTS e carotenoides, pro vitaminicos A, tocoferol, atributos de cor
em couve-flor colorida crua e processada termicamente.

ABISIn v Zea __PVACs S PVACs Y Carot RAE a-toco y-toco ¥ Toco  L* c- TC TA
cauliflower t- Cript t-a-C t-B-C
VMa 032 -0.38 -043 020 -0531  -053 049 -053 -014 -020 -018 026 052 030 -
cb 0.62% 014 021 007 007 0037 008 006 -004 061 056 009 008 - -
Fe 072 055 058 030 040 0.40 047 040 053 059 051 014 007 - -
G 076 -021 -054 066 068  -0.68 074 -068 -077 -069 -070 -064 047 - 051

** Valores em negrito sao diferentes de 0 com um nivel de significancia alfa = 0,05
aV/M - ‘Verde di Macerata’; °C - ‘Cheddar’; °F - ‘Forata’; 9G - ‘Graffiti’

Lut = lutein; Zea = zeaxanthin; t- Cript = t- Criptoxanthin; t-a-C= t-a-Carotene; t- 8-C = t- -Carotene; pVACs = pro vitamins; Y pVACs = sum of pro vitamins; ) Carotenoids = sum
of carotenoids; RAE = retinol activity equivalents; a-toco = a-tocopherol; y-toco = y-tocopherol; Y Toco =Y Tocopherol; L* = lightness; C* = chroma; TC = total chlorophyll; TA =

total anthocyanin
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