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Resumo

Muitas industrias usam magcés para a formacao de novos produtos para o consumidor
final ou essas mesmas macas sdo vendidas na sua forma natural. E nesse fabrico ou venda
de macas frescas, as empresas necessitam de alguns atributos especificos que devem ser
medidos. Um desses atributos é a textura, que € um aspeto da consisténcia do tecido
vegetativo determinado pela maneira como as células sédo unidas pela lamela média. A
sensacdo sensorial de frescura e suculéncia € o que o cliente procura, e para a medi¢do destes
pardmetros existem varios tipos de instrumentos, dentro dos quais se pode encontrar 0s
instrumentos destrutivos (como penetrémetro ou compressdo) e ndo-destrutivos (como
vibracdo ou medidas acusticas). No entanto, estes instrumentos ndo sdo suficientes para
avaliar a farinosidade de uma maca. Nesse contexto, muitos estudos sao realizados, para se
entender o que se sucede na parede celular de forma metabolica. Em estudos anteriores, ja
foram encontradas varias enzimas em diferentes niveis durante a maturacdo da maca, como

é 0 caso da pectina metilesterase (PME), responsavel pela degradacdo da pectina.

Uma vez que ndo existe nenhum método especifico e barato para a verificacdo da
farinosidade de uma maca, procurou-se testar varios métodos: medicdo do brix e da dureza,
medicdo de pH e medicao de absorvancia. Estes métodos testados foram adaptacdes feitas,

dependendo das nossas necessidades, aos diversos métodos encontrados na literatura.

A medicdo do brix e dureza, revelaram-se irrelevantes para o estudo, pois quer magas
de qualidade conforme (suculentas), intermédias e ndo conformes (farinhentas)
apresentavam valores semelhantes, pelo que o brix e dureza ndo estdo diretamente
relacionados com a farinosidade da maca. A medicdo de pH com fitas de pH também teve
pouca utilidade para o estudo, pois todos os grupos de maca tinham um pH tdo préximo que
néo era detetado pela fita de pH, em comparagdo com a medicao no potenciémetro, em que
se denotam diferengas na casa das decimas. O método que se apresentou mais eficaz, e que
demonstrava diferengas claramente significativas entre os grupos foi a medicdo da

absorvancia do extrato de macd, nas suas variveis.

Palavras-Chave: maci, qualidade, textura, farinosidade, frescura, suculéncia,

medidas de textura, modificagOes da parede celular.
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Abstract

Many industries just sell fresh apples and other industries produce new products. To
make apple derivatives or to sell fresh apples, the companies need some specific attributes
that must be measures first. One of these attributes is the texture, that is an aspect of the
consistency of the vegetative tissue determined by the way the cells are joined by the middle
lamella. Sensory sensation of crispiness and juiciness is what the customer wants. The
methodology to measure those properties are destructive methods (such as penetrometer or
compression) and non-destructive methods (like vibration or acoustic measures) to evaluate
the texture of an apple. However, there is not enough methods to compare mealy and non-
mealy apple. In this context, many studies are made to understand what happens in cell wall
in metabolic ways. Many enzymes were found in different levels during the apple
maturation, such as pectin methylesterase (PME) that is responsible for the pectin

degradation.

Since there is no specific and inexpensive method for checking the mealiness of an
apple, several methods have been tested: measurement of brix and hardness, pH
measurement and absorbance measurement. The tested methods were adapted from the

literature, according with some needs.

The measurement of brix and hardness proved to be irrelevant to the study, since both
conformal (succulent), intermediate and non-compliant apples (mealy) had similar values,
so brix and hardness were not directly related to the apple. Measurement of pH with pH strip
also proved to be useless for the study because all the apple groups had a pH so close that it
was not detected by the pH strip compared to the potentiometer measurement, where
differences are noted in house of the tenths. The most effective method, which showed
clearly significant differences between the groups, was the measurement of the absorbance
of the apple extract, in its variables.

Key-words: apple, quality, texture, mealiness, freshness, juiciness, texture measurements,

cell wall modifications.
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Introducao

A principal preocupacdo das empresas, hoje em dia, € adquirir produtos com a mais

alta qualidade.

Quando falamos de fruta, e no caso particular da macé, a frescura, a dureza e a
suculéncia/farinosidade sdo os pontos mais fortes e os alvos da industria alimentar (Abbott
et al. 1984). No entanto € necessario haver métodos e materiais de medicdo destas
carateristicas. A nivel da medicdo da dureza ja existem varios métodos, sendo que 0s
métodos destrutivos, como a penetrometria e compressao, sao os mais amplamente utilizados

por serem féceis, rapidos e mais econémicos (Abbott 1994; Nicolai et al. 2007).

No caso da suculéncia/farinosidade, ndo existe nenhum método eficaz de
determinacdo desta caracteristica numa maca (Abbott et al. 1984; Abbott 1994; Nicolai et
al. 2007; Longhi et al. 2012; Salas-Tovar et al. 2017). A dureza ndo € inversamente
proporcional a farinosidade, e para algumas inddstrias, esta ultima carateristica é fatal no
processamento da maca. A forma mais convencional de medir a farinosidade de uma macé
é sensorialmente, contudo esta avaliacdo é altamente subjetiva e pode induzir a erros
(Corollaro et al. 2014; Péneau et al. 2006).

Sabe-se qua ha uma relacdo entre a farinosidade e a enzima pectina metilesterase
(PME), em que quando mais elevada for a quantidade/atividade desta enzima, maior é a
farinosidade (Limberg et al. 2000; Denes et al. 2000). O papel da PME ¢é frequentemente
relacionado com a degradacdo da pectina que ocorre durante 0 amadurecimento da fruta
(Gupta et al. 2015; Limberg et al. 2000; Bordenave & Goldberg 1993). As macds farinhentas
apresentam uma abundéncia significativamente maior de estruturas altamente
metilesterificadas, 0 que sugere que a PME desmetila a pectina de maneira processual,
levando a blocos desmetiliados (Limberg et al. 2000; Gupta et al. 2015). O amadurecimento
das frutas também é atribuido a dissolugdo dos componentes da parede celular,
particularmente os poliuronideos, que s&o solubilizados por despolimerizacgéo, pela acdo de
poligalacturonase (PG) (Moriya et al. 2016; Johnston et al. 2017). A atividade da

pectinametilesterase, que catalisa a desesterificagcdo dos poliuronideos, esta presente durante
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o0 desenvolvimento e o amolecimento dos frutos e, muitas vezes, ndo mostra correlagdo com

0 amadurecimento (Moriya et al. 2016).

Face a problematica existente em algumas empresas, nomeadamente na Decorgel?,
foi pretendido desenvolver um método de verificacdo da qualidade da macd, evidenciando a
textura desta, nomeadamente a farinosidade. Existem muitos métodos de determinacdo da
dureza, mas esta ndo é sin6nimo da textura, pois a macd pode estar dura (mediante os
métodos de determinacdo da dureza), mas ainda assim estar farinhenta. Para evitar que a
magca farinhenta entre no produto final, a Decorgel usa, para além do penetrometro (método
de medicdo de dureza), a avaliagdo sensorial. S6 assim se consegue averiguar a qualidade

intrinseca da maca.

E fundamental verificar a textura da magca, pois se esta estiver farinhenta desfaz-se
rapidamente no produto final, e transforma-se em polpa. A maior parte dos produtos com
maca da Decorgel possuem pedacos, pelo que nédo é, de todo, conveniente a destruicao desses

mesmos pedacos.

Apds uma vasta pesquisa bibliografica, foi concluido que se teria de desenvolver um

método rapido, simples e econdémico quase de raiz, e adaptando alguns métodos da literatura.

1 Empresa do ramo alimentar de fabrico de doces, compotas, geleias, recheios, entre outros produtos de
pastelaria. Baseia-se essencialmente na fruta para o fabrico dos seus produtos, estando num relacionamento
direto com a agricultura e o respeito pelo meio ambiente. Possui um grande investimento na investigacéo e
desenvolvimento de novos produtos, tendo neste ambito um lema préprio ativo todos os dias nos seus
colaboradores: “a capacidade de nos superarmos a nds proprios”.



Desenvolvimento de um Método para Determinagdo da Suculéncia/Farinosidade de uma Maca

Capitulo |

Revisao Bibliografica



Desenvolvimento de um Método para Determinagdo da Suculéncia/Farinosidade de uma Maca

1. Introducao

Atualmente, a principal preocupacdo das empresas consiste em possuir todos os produtos
com a mais alta qualidade e, por isso, todas as matérias-primas devem passar por Varios
processos restritos que levam a sua aceitacdo. Um boletim de analise que venha juntamente
com a matéria prima, proveniente do fornecedor, é uma prova de que o produto que as
empresas compram € microbiologicamente estavel e esta entre os pardmetros anteriormente

estipulados e, portanto, € bom para seu processo.

A palavra "qualidade” vem do latim qualitas que significa atributo, propriedade ou
natureza basica de um objeto. No entanto, hoje em dia pode ser definido como o "grau de
exceléncia ou superioridade™. Tendo em conta essa defini¢do, podemos dizer que um produto
é de melhor qualidade quando é superior em um ou Varios atributos que sdo objetivamente

ou subjetivamente valorizados (Kader et al. 1985).

1.1. Perfil sensorial

Alguns dos muitos termos usados para descrever a textura sensorial de varias frutas
ou vegetais sdo duros, firmes, macios, crocantes, moles, duros, asperos, fibrosos, pegajosos,
secos e suculentos, entre outros. No entanto, ndo sdo aceites métodos complementares para
a medicdo instrumental de cada atributo textural sensorial. De facto, ha algum desacordo
entre 0s usos sensoriais, horticolas e de engenharia de certos termos texturais,

particularmente a firmeza (Abbott 1994), que sera debatida mais adiante.

O perfil sensorial estd gradualmente a ser substituido por novas técnicas que
envolvem, direta ou indiretamente, os consumidores (Qannari 2017; Péneau et al. 2006). Os
requisitos para essas novas técnicas passam pela simplicidade do método e economia de
tempo e custo efetivo. Mais importante ainda, a principal motivagéo para a criacdo de tais
procedimentos é langar luz sobre novas facetas dos produtos e obter melhores informacoes

sobre a escolha do consumidor e 0 comportamento do consumidor (Qannari 2017).
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Os atributos mais evitaveis que afetam a percecdo de qualidade dos consumidores a
um nivel mais abstrato ou até mesmo cerebral s&o a frescura, seguranca, valor nutricional e
propriedades promotoras da saude, residuos de produtos quimicos perigosos, sistema de
producdo, autenticidade, conveniéncia e aspetos éticos. Estas propriedades podem ser
particularmente importantes, mas muitas vezes sdo dificeis de medir ou mesmo definir
(Nicolai et al. 2007).

1.2. Textura

A qualidade de qualquer fruta ou legume é indispensavel para produzir um produto
final com alta exceléncia. Os atributos de qualidade externa sdo muito importantes e
relacionam-se com a aparéncia do produto, sendo que incluem propriedades como cor,
forma, tamanho e auséncia de defeitos na superficie (Nicolai et al. 2007). Porém, tudo isto
ndo é suficiente. Um dos pardmetros mais importantes para a avaliacdo da qualidade do fruto
é a textura (Camps et al. 2005). Tecnicamente, a textura € um aspeto da consisténcia do
tecido vegetativo determinado pela forma como as células sdo unidas pela lamela média.
Quando uma carga é aplicada aos tecidos de frutas com uma lamela média forte, as paredes
celulares quebram preferencialmente, libertando sumo, dando uma sensagéo de dureza e
suculéncia (Tabela 1) (Sone 1972; Thompson 2003; Barreiro et al. 1998). Rapidamente se

pode sentir a diferenca entre uma maca suculenta e farinhenta.

Tabela I: Descritores sensoriais de textura usados para magas. Adaptado de Billy et al., 2008 (Billy et al.
2008).

Textura Definicéo

A Forca necessaria para a primeira dentada e respetivo ruido
Crocancia

resultante
Suculéncia Quantidade de liquido libertado na mastigacao antes de engolir
Farinosidade Textura seca e fridvel
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Na visdo de um consumidor e/ou de um produtor, a textura é constituido por um
grupo de caracteristicas fisicas que resultam dos elementos estruturais dos alimentos e séo
sentidos pela sensacdo de toque na mao ou na boca, estdo relacionados a deformacéo,
desintegracao e fluxo de alimentos sob a forca, e sdo medidos por funcdes de forca, distancia
e tempo (Abbott 2004). O estudo de Péneau et al. mostrou que a frescura juntamente com o
sabor e 0 aroma, € o atributo decisivo para a selecdo da maca, e a percecdao do consumidor
era descrita pelo gosto, crocancia e suculéncia. Em suma, a qualidade sensorial e,
particularmente, as caracteristicas da textura contribuem essencialmente para a percecdo da

frescura da maca (Péneau et al. 2006).

A macd é das frutas mais consumidas, e é empregada em muitos produtos
alimentares, especialmente em sobremesas. Hoje em dia, a macé fresca € amplamente usada
para produzir recheios, bolos, doces ou simplesmente é comida na sua forma fresca normal
ou desidratada. Nesses processos, a macd deve ter uma textura adequada, e o facto de ser

farinhenta reduz o valor acrescentado do produto final (Moriya et al. 2016).

A farinosidade é causada por uma perda de adesdo celular, o que resulta numa textura
em pé com muito pouco sumo (Moriya et al. 2016), caraterizada por deterioracao na textura.
Este € dos problemas texturais mais importantes que resultam de um processo de
amadurecimento indesejavel durante o armazenamento (Segonne et al. 2014). Esta
modificacdo na textura, frequentemente associada a um amolecimento excessivo, torna a
fruta menos atraente para 0os consumidores e aumenta 0s custos para os comerciantes, devido
a uma perda de qualidade e uma maior suscetibilidade a agentes patogénicos (Cantu et al.
2007; Seymour et al. 2002).

1.3. Modificacdes na parede celular

O fator comum na textura é que todos sao relativamente macios quando consumidos,
em grande parte devido a presenca de células do parénquima. As células do parénquima ndo
sdo sinalizadas e as suas paredes primarias sao separadas por uma regido morfologicamente
distinta, conhecida como lamela média, que é rica em substancias pecticais. O tamanho e

disposigéo das celulas do parénquima dentro do tecido influenciam a resisténcia mecénica
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dos produtos. A mac¢d madura contém indmeros tipos de tecido, como a epiderme, a
hipoderme, o cortex, os feixes vasculares e uma regido do nucleo central que contém a
medula e os tecidos associados ao “gerador” de sementes. Destes tecidos, o tecido do cortex
parenquimoso é consumido de forma voluntaria, com os tecidos na regido do ndcleo evitados
em grande parte. Do ponto de vista quimico, a parede celular priméria das células do
parénquima é composta por uma matriz de celulose, hemicelulose e pectina. As mudangas
que ocorrem na parede celular durante o amadurecimento e armazenamento Sao
fundamentais para a textura do produto final (Abbott et al. 1984; Abbott 2004). Por isso, as
avaliagOes destrutivas da textura sao predominantemente realizadas no tecido parenquimal
excisado do cortex, ou no tecido cortical intacto com as camadas epidérmicas e hipotérmicas
removidas (Abbott et al. 1984; Dheilly et al. 2016).

0.2+ 0.24

0.14

(a_ |ln

0.14

0.14

Farinosidade
Farinosidade

0.0

Dureza

Docura
Acidez
Sabor

0.14

Coeficientes de regressao
Ij': Dogura
Acidez
Sabor
Coeficientes de regressio

Crocancia

Suculéncia
Crocancia
Suculéncia

0.2 -0.24

Acidez titulavel

0.0 1

-0.1-

Coeficientes de regressdo

-0.2 4

Sélidos soluveis

Firmeza instrumental
Libertagdo de sumo

Figura 1: Coeficientes de regressdo de atributos avaliados pelos consumidores (a), painel (b) e
caracteristicas medidas por analises fisico-quimicas (c) sobre fresco avaliado por mulheres (cinza claro) e
homens (cinza escuro). Adaptado de Péneau et al, 2006 (Péneau et al. 2006).
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1.4. Instrumentos de medicdo de alguns atributos da textura

Como referido anteriormente, as tecnologias de armazenamento, como a atmosfera
controlada, também demonstram prejudicar o desenvolvimento do sabor nas frutas (Mattheis
& Fellman 1999). Esses novos métodos de triagem ou armazenamento podem, portanto, ter
um impacto no sabor, enquanto a qualidade da textura permanece num bom nivel ou, até

mesmo, melhorada (Péneau et al. 2006).

Muitos estudos apontam para a dureza, que é medida com varios instrumentos, como
0 penetrometro, o mais amplamente usado. No entanto, a sensacdo de

farinosidade/suculéncia é muito diferente da dureza. Uma macd pode ser firme, e

Figura 2: Diferentes abordagens de medi¢do instrumental para propriedades da textura da maca: (a) teste
de penetracao; (b) teste SENB; (c) combinagdo de teste de puncgéo e método de emisséo acustica (AE); (d)
método ultrassonico; (e) ressonancia magnética (MRI); (f) espectroscopia vis-SWNIR visivel e de ondas
curtas (Vis-SWNIR); (g) sistema de dispersdo hiperespetral online. O grupo a vermelho representa métodos
destrutivos; o grupo a roxo sdo métodos ndo destrutivos; o grupo verde apresenta 0os métodos acusticos; e
0 grupo azul representa métodos éticos (Adaptado de Chen 2013).
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simultaneamente farinhenta. Assim, o teste com o penetrometro ndo € suficiente para definir

se a maca possui boa qualidade.

O maior desafio € medir a farinosidade (Nicolai et al. 2007; Chen 2013). As técnicas
instrumentais podem substituir painéis descritivos quantitativos até um certo ponto, no

entanto, estes ndo fornecem uma alternativa aos painéis dos consumidores.

Existem instrumentos destrutivos e ndo destrutivos para medir a dureza da maca
(Nicolai et al. 2007). Técnicas Oticas, tais como espectroscopia visivel/ infravermelho
préximo, espectroscopia resolvida no tempo e espaco, imagem multiespetral e hiperespetral;
técnicas mecanicas como andlise de impacto, andlise de vibragdo, ultrassom; radiografia e
tomografia de raio-X; imagem de ressondncia magnética; espetrometria de massa;
quimiometria e andlise acuUstica sdo os métodos ndo destrutivos utilizados para medir a
qualidade de frutos (Nicolai et al. 2007; Ozuna et al. 2014; Abbott 1994; Camps et al. 2005).
No entanto, os métodos ndo destrutivos sdo dispendiosos e 0 custo ndo compensa para as
empresas, na maior parte dos casos. Assim sendo, 0os métodos destrutivos sdo 0s mais
utilizados para determinar a qualidade da fruta. Estes possuem grandes vantagens a nivel
econdmico, uma vez que sao mais baratos, sdo mais simples e ndo precisam de méo-de-obra

especializada.

A penetrometria e a compressao sdo 0s métodos destrutivos mais empregados. A
penetrometria € usada como referéncia para caraterizar frutas frescas. Esta medicéo é feita
em fruta descascada no lado equatorial, sendo realizadas duas medic¢des por fruto, tendo

como finalidade a quantificacdo da compactacdo de um fruto (Billy et al. 2008).

Assim como a penetrometria, a compressdo também é dos métodos mais
implementados nas empresas, e essa medicao é feita num contacto superficial pequeno. Esta
medicdo ndo é suficientemente precisa para frutas processadas, nem representativas, nem

repetitivas (Bourles et al. 2009).

A Figura 2 é elucidativa de uma ampla gama de métodos instrumentais acusticos,
destrutivos e ndo destrutivos, bem como medidas de textura usadas para alimentos solidos e

semissdlidos, como magés (Chen 2013).
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Nas empresas, as macas que sdo incluidas no produto final sdo expostas a
temperaturas elevadas, acima da temperatura de pasteurizagdo (cerca de 72°C). Para que a

maca nao se destrua durante este processo, esta tem de possuir uma textura adequada.

O problema incide em como medir quantitativamente a farinosidade de uma maca.
Hoje em dia, esta medida consiste em provar a maca e avaliar se esta é boa ou ndo, no
entanto, este teste é sensorial e, portanto, subjetivo. Atualmente, as sensacGes tateis e orais,
provenientes de vibragfes produzidas pelo esmagamento de alimentos, sdo as principais
sensacOes usadas para discriminar a textura dos alimentos (Poinot et al. 2011). Uma pessoa
sem experiéncia pode aprovar esta matéria-prima que, em situa¢ées normais, deveria ser
reprovada. Deste modo, uma mé avaliacéo traduzira em menor rentabilidade para a empresa.
Estes aspetos demonstram que é muito importante estudar quais as mudancas que ocorrem e
que tornaram a macd de méa qualidade e quais as enzimas que estdo envolvidas no seu

metabolismo que provoca degradacgdo da textura.

1.5. Alterag6es metabolicas durante o amadurecimento

Durante a maturacdo e amadurecimento da fruta, as macas sofrem alteracOes
metabdlicas importantes, consistindo na conversao de amido em agUcares simples, reducéo
do conteudo de é&cidos organicos, alteracbes da cor da pele, producdo de volateis

aromatizados e amaciamento da “carne” (Segonne et al. 2014).

A forma mais comum de medicdo dos acucares € utilizando um refratobmetro, que
mede a quantidade de agUcares em graus brix (°Bx). O brix é uma escala numérica de indice
de refracdo (o quanto a luz desvia em relacdo ao desvio provocado pela agua destilada) de
uma solugdo, comumente utilizada para determinar, de forma indireta, a quantidade de
compostos soltuveis numa solucdo de sacarose. A quantidade de compostos solUveis
corresponde ao total de todos os compostos dissolvidos em agua, comecando com agucar,
sal, proteinas, &cidos, entre outros, e os valores de leitura medido é a soma de todos eles. Um
grau Brix (1°Bx) é igual a 1g de agUcar por 100 g de solugéo, ou 1% de acucar (Hull & Wiley

InterScience (Online service) 2010).
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Muitas enzimas, como a poligalacturonase (PG), a pectina metilesterase (PME), a f3-
galactosidase e a-L-arabinofuranosidase (AF), que afetam a estrutura da parede celular, estdo

associadas ao amolecimento da “carne” de mac¢a (Moriya et al. 2016; Johnston et al. 2017).

Alteracdes na composicdo da pectina tém sido implicadas na diminuicdo da adesao
entre células (llker & Szczesniak 1990; Billy et al. 2008). Durante o amolecimento das
frutas, as pectinas normalmente sofrem solubilizacéo e despolimerizagéo, que contribuem
para o enfraquecimento e desintegracdo da parede. Na macd, geralmente hd um aumento na
pectina soltvel em agua (Water Soluble Pectine - WSP) e uma diminuicdo nos residuos de
galactose e arabinose, com pouca despolimerizacdo, ocorrendo em qualquer fracdo de
pectina durante 0 amadurecimento (Yoshioka et al. 1992; Fischer 1994b; Fischer 1994a;
Billy et al. 2008).

A parede celular priméria de muitas plantas alimentares é composta principalmente
de polissacarideos, entre os quais, celulose, pectinas e hemiceluloses. Inegavelmente,
mudancas na estrutura e organizacao de polimeros primarios de parede celular influenciam
as propriedades mecanicas do fruto (Durand et al. 2012; Vanstreels et al. 2005; Waldron et
al. 2003).

Na parede celular da planta primaria, as pectinas sdo caracterizadas por uma grande
quantidade de cadeias laterais de aglcares neutros, entre as quais 0s mais abundantes sdo
arabinano e galactano (Schols & Voragen 1994; Durand et al. 2012). O polissacarideo
péctico é composto principalmente por uma espinha dorsal de unidades de (1 — 4) a-D &cido
galacturénico ligado a que podem ser esterificados e acetilados. Esta cadeia linear pode ser
intercalada com residuos de a-(1 — 2) L-ramnopiranosilo ligados, aos quais estdo ligadas
cadeias laterais de acUcares neutros, composta principalmente por arabinose e galactose
(Durand et al. 2012; Wang & L 2014).

Foi demonstrado ainda que as pectinas podem desempenhar um papel determinante
na estruturacdo das paredes celulares da planta através da formagdo de gel de pectato de
calcio in vivo controlado pela acédo, dentro da parede, das enzimas pectina metilesterase
(PME) e os seus inibidores (Durand et al. 2012; Vincken et al. 2003).

11
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A pectina metilesterase (PME) e a-L-arabinofuranosidase estdo envolvidas na
farinosidade e a sua atividade mostra-se maior durante o estagio inicial de amadurecimento
em frutos macios de maca. Ambas as enzimas agem sobre as pectinas que tornam a matriz
da parede celular mais acessivel a outras enzimas degradantes, como as poligalacturonases
(PG) (Toivonen & Brummell 2008; Nobile et al. 2011; Segonne et al. 2014). O papel das
PMEs é frequentemente relacionado com a degradacdo da pectina que ocorre durante o
amadurecimento da fruta (PELLOUX et al. 2007; Segonne et al. 2014). Isso esta de acordo
com a observacéo de que as células do parénquima de frutos farinhentos tendem-se a separar

facilmente entre si devido a alteracdo da lamina média, rica em pectina (Segonne et al. 2014).

Em adigcdo, o amadurecimento de frutas também é atribuido & dissolugdo dos
componentes da parede celular, particularmente os poliuronideos (Yoshioka et al. 1992;
Fischer & Bennett 1991). A solubiliza¢do de poliuronideos no amadurecimento de frutos
estd relacionado com a despolimerizacdo do poliuronideo pela acdo de poligalacturonase
(PG). Existem algumas hipdteses para 0 mecanismo de solubilizacdo da poligalacturonase
como sendo a modificagdo de componentes de agucares neutros ndo celuldsicos da parede
(Yoshioka et al. 1992; Knee 1973; Gross & Sams 1984; McCollum et al. 1989), sintese de
tipos modificados de polimeros (McCollum et al. 1989), e envolvimento da mobilidade do
calcio (Yoshioka et al. 1992; Poovaiah et al. 2011). O estudo de Yoshioka et al. Indica que
os poliuronideos com alto grau de metoxilacdo podem formar apenas algumas pontes de
calcio e os complexos sdo labeis. Entdo as moléculas sdo desesterificadas, os grupos
resultantes carregados negativamente repelem-se e causam inchago dos complexos. Os
poliuronideos com um baixo grau de metoxilacdo formam numerosas pontes de célcio e
complexos poliuronideos estaveis, que dificilmente sdo afetados quando desesterificados
(Yoshioka et al. 1992).

A atividade da pectinametilesterase, que catalisa a desesterificacdo dos
poliuronideos, estd presente durante o desenvolvimento e o amolecimento dos frutos e,
muitas vezes, ndo mostra correlacdo com o amadurecimento (Ahmed & Labavitch 1980;
McCollum et al. 1989; Yoshioka et al. 1992). No entanto, 0 mecanismo de controlo na
desesterificacdo de poliuronideos ndo esta bem compreendido. Alguns cientistas sugerem
que existe uma distribuicdo intermolecular irregular de grupos metoxilados em

poliuronideos de magd. Em acréscimo, o metabolismo dos agucares neutros também pode
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estar envolvido na solubilizagdo do poliuronideo durante o amadurecimento. Os estudos de
Yoshioka et al. sugerem a desesterificacdo de poliuronideos com alto grau de metoxilagdo
como possivel mecanismo de solubilizacéo do poliuronideo durante o amadurecimento, em
vez da despolimerizacdo de poliuronideos. Os poliuronideos com alto grau de metoxilacéo,
possivelmente, serdo poliuronideos ricos em agucares neutros de cadeia lateral (Yoshioka et
al. 1992).

As glicosidases, tais como a B-galactosidase, poderiam facilitar a solubilidade da
pectina e a remocdo dos residuos de galactose e arabinose das cadeias laterais de
arabinogalactana de pectina durante o amadurecimento de uma maca (Yoshioka et al. 1995).
A atividade da B-galactosidase aumenta significativamente em varios cultivos de macas
durante o armazenamento, embora as diferencas nas taxas de amolecimento ndo tenham sido
explicadas pelas diferencas na atividade desta enzima (Johnston et al. 2017). O papel da
B-galactosidase tornou-se ainda mais complicado quando se encontraram quatro isoenzimas
no amadurecimento de macas, dos quais apenas um aumentou a atividade durante o
amadurecimento da magé. Outro glicosideo, a-L-arabinofuranosidase, que pode facilitar a
liberagdo de residuos de arabinose durante o amolecimento, aumentou a atividade durante o

amadurecimento da maca (Yoshioka et al. 1995; Johnston et al. 2017).

As concentragdes de glicose nao-celul6sica e celuldsica na parede celular
permanecem relativamente constantes durante o amadurecimento das macas, sugerindo que
ocorre pouca degradacdo de celulose e hemicelulose (Bartley 1976). Em andlises anteriores,
foi encontrada pouca degradacao de hemicelulose e celulose em magés durante 6 meses de
armazenamento (Siddiqui & Bangerth 1996). Isto reflete-se também em estudos onde o peso
molecular do xiloglucano (polimero hemicelulésico predominante nos frutos) permaneceu
constante, e as atividades das enzimas modificadoras do xiloglucano como a
endotransglicosilase xiloglucana (XET) e a celulase diminuiram durante o amadurecimento
(Abeles & Biles 1991; Percy et al. 1997). E, entdo, possivel que a despolimerizagdo minima
da hemicelulose durante o amadurecimento da macd possa impor a caracteristica de

amolecimento parcial desta fruta (Johnston et al. 2017).
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As magcas farinhentas apresentam uma abundancia significativamente maior de
estruturas altamente metilesterificadas, enquanto que as macés suculentas apresentam maior
abundancia de estruturas altamente metilesterificadas que séo acetiladas (Segonne et al.
2014). Estes resultados sdo consistentes com a expressdao de MdPME2 que é maior nos
genotipos ndo-farinhentos, resultando em blocos desmetilesterificados de grupos carboxilo
livres (figura 3) (Segonne et al. 2014). As o-acetilacbes de pectinas podem reduzir a

(-}

o° o)
OH OH
HO ' HO
0 7 0 o
MeOH
S o o ' % o o o°
o\
O . Q \
H20 PME
HO HO HO HO
o 0 Grupos
OH OH
HO HO
O O
0 0
(-] e
0O 0 O 0°

Figura 3: Reacdo esquematica da pectina metilesterase. Adaptado de Salas-Tovar et al., 2017 (Salas-Tovar
etal. 2017).

acessibilidade da pectina as enzimas PME (Oosterveld et al. 2000). Portanto, as PMEs
podem ndo atuar sobre esses blocos acetilados. Esses resultados sugerem que as PMEs

desmetilizam a pectina de maneira processual, levando a blocos desmetilizados.

As pectinametilesterases no apoplasma catalisam a desmetilesterificacdo de acidos
homoglacturénicos (HGAS), expondo residuos carboxilicos que podem fazer ligacGes
cruzadas com o calcio. Estas alteracdes afetam as propriedades reoldgicas, a porosidade e o
estado ionico da parede celular. Segue-se que o rigido controlo da atividade da PME, espacial
e temporalmente, ocupa uma posi¢do central no controlo do crescimento e desenvolvimento
da parede celular. As PMEs convertem os grupos metoxil na cadeia do acido
poligalacturénico em grupos carboxilo negativamente carregados, libertando tanto protdes
como metanol. Acredita-se geralmente que a maioria das PMEs vegetais remove ésteres
metilicos em bloco, criando longos trechos contiguos de pectinas desesterificadas (Limberg
et al. 2000; Gupta et al. 2015). A atividade da PME é regulada pela expressao diferencial, as
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maultiplas isoformas de PME demonstram ser expressas em certos tecidos ao mesmo tempo.
A partir do padréo de acdo das poucas isoformas da PME estudadas até 0 momento, parece
que a atividade intrinseca de diferentes isoformas é a mesma, mas certas especificidades de
substrato e mecanismos de reacdo requerem diferentes condi¢fes ambientais (Deneés et al.
2000; Bordenave & Goldberg 1993; Gupta et al. 2015; Limberg et al. 2000). A distribuigéo
das unidades carboxilicas ao longo do esqueleto da pectina e, em menor grau, do grau de
metilacdo, € importante no controlo da atividade da PME. Os grupos carboxilo livres na
vizinhanca da ligacéo éster aumentam a afinidade da enzima pelo seu substrato (Gupta et al.
2015).

O papel de uma acetilesterase de pectina é cortar a ligacao éster entre um carbono
glicosidico e um grupo acetilo. Esta enzima pode desacetilar pectinas de uma maca
farinhenta, o que explica a abundéncia de estruturas de metilos, mas ndo de estruturas
acetiladas. A sua baixa atividade em macds ndo farinhentas resulta na manutencdo das
pectinas acetiladas, que ndo podem ser desmetilesterificadas pelas PMEs. O gene MdPME
pode desempenhar um papel interessante na regulacdo da atividade da PME, visando a
desmetilesterificacdo localizada das pectinas. Todos esses estudos de Segonne et al.
evidenciam gue a quantificacdo de PME e MdPME2 pode indicar o estado do endurecimento
do fruto: este metabolismo da pectina aumenta a porosidade da parede celular, diminui a

adesdo celular e afeta a textura da fruta (Segonne et al. 2014; Dheilly et al. 2016).

Para além das enzimas supracitadas, existem enzimas responsaveis pela cor das
macds. O escurecimento de macds cortadas é devido a processos de escurecimento
enzimatico nos quais as principais enzimas envolvidas sdo polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD) (Augusto et al. 2016; Jang & Moon 2011; Qi etal. 2011). O escurecimento
ocorre quase instantaneamente quando a estrutura da célula é destruida, promovendo o
contato entre a enzima e o substrato. A PPO catalisa a hidroxilagdo de monofendis e a
oxidacdo de o-difendis em o-quinonas, seguida de uma formacdo ndo enzimética de
melanina responsavel pela cor preta, castanha ou vermelha caracteristica do escurecimento
enzimatico (Augusto et al. 2016; Oms-Oliu et al. 2010; Toméas-Barberan & Espin 2001).
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1.6. Azul de bromotimol

O azul de bromotimol é um corante utilizado como indicador na determinacéo de pH.
Este é um &cido fraco e pode estar em forma &cida ou béasica, dependendo do pH da solucéo.
Este reagente é amarelo em solug@es &cidas (abaixo de 6,0), azul em solugdes basicas (acima
de 7,6) e quando o valor do pH esta dentro da faixa de viragem (solucdo neutra) o azul de

bromotimol apresenta uma cor intermédia esverdeada (Sabnis 2007).

O indicador acido-base azul de bromotimol é conhecido como uma sonda altamente
sensivel as alteracbes na estrutura e propriedades fisicas das proteinas, vesiculas
fosfolipidicas e biomembranas. A resposta do azul de bromotimol as mudancas das
condigBes ambientais envolve o deslocamento de seu equilibrio protolitico (Gorbenko
1998).

Figura 4: Intervalo de pH onde existe mudanca de cor do azul de bromotimol.
Zona de viragem entre 6,0 e 7,6.

No caso de enzimas em que a sua a¢do liberta protées, como é o caso da PME, o pH
da solucdo tendera a ficar mais acido, e, portanto, o azul de bromotimol ficard com uma

tonalidade amarela.
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Capitulo 11

Materiais e Métodos
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais e Reagentes:

o Homogeneizador Jata Electro 500w 1,7L

o Refratometro de m&o Hanna Instruments RB 32

o Penetrometro Effegi FT-327

o Potencidmetro Hanna Instruments HI 2210-02

o Espetrofotometro Thermo Scientific GenesysTM Visible Spectrophotometer 20
o Magcas Golden

o Cloreto de sédio (NaCl), Sigma-Aldrich

o Azul de Bromotimol, Sigma-Aldrich

o Fosfato de potéssio, Sigma-Aldrich

o Agua destilada

2.2. Método de obtencédo de extrato de maca

O extrato de maca foi iniciado com o descasque das macas Golden, vindas da
Decorgel. Apenas, o pericarpo foi usado para o presente estudo. Em seguida, as macas foram
homogeneizadas no homogeneizador Jata Electro 500w 1,7L, com uma solucdo de NaCl
8,8% (p/v).

Cada extrato foi obtido com a utilizag&o do pericarpo de cinco magés, sendo que para
tal, usou-se 100 mL de solucéo de NaCl 8,8% (p/v).

Apb6s a homogeneizacdo, o preparado foi filtrado com um coador com uma

granulometria de 1 mm.
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2.3. Medicéao do brix

A medicdo do brix foi realizada colocando um pouco de extrato no refratbmetro de

méao RB 32 da Hanna Instruments.

2.4. Medicdo da dureza da maca

A dureza foi medida com o penetrémetro (Effegi, FT-327). Mediu-se de um lado da

maca e do lado oposto na mesma direcdo e fez-se a média de dureza para cada maca.

2.5 Medicao do pH

O pH do extrato foi medido diretamente, usando um potenciometro HI 2210-02 da

Hanna Instruments.

2.6 Medicdo da absorvancia com o corante azul de bromotimol

Foi preparada uma solucéo de 0,01% (p/v) de azul de bromotimol em 0,0003M de

solucdo de fosfato de potassio. De seguida, foi ajustado o pH a 7,5.

Apds a obtencdo do extrato de maca foi colocado na cuvete 2 mL de extrato de macd,

0,83 mL de agua destilada e 0,15 mL de solucdo azul de bromotimol.

A absorvancia foi medida a 620 nm no espetrofotometro Thermo Scientific

Genesys™ Visible Spectrophotometer 20.
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2.7 Medicéo da absorvancia sem o corante azul de bromotimol

Neste momento os 0,15 mL de solucdo de azul de bromotimol foram substituidos por

agua destilada.

Ap0s a obtencdo do extrato de macé foi colocado na cuvete 2 mL de extrato de macé

e 0,98 mL de agua destilada.

De igual modo, a absorvancia foi medida a 620 nm Thermo Scientific Genesys™

Visible Spectrophotometer 20.

2.8. Método de obtencado de extrato de maca sem NacCl

O extrato de maca foi iniciado com o descasque das macas Golden, vindas da
Decorgel. Em seguida, o pericarpo das magés foi homogeneizado no homogeneizador Jata

Electro 500w 1,7L, com agua destilada.

Cada extrato foi obtido com a utilizacdo do pericarpo de cinco macas, sendo que para

tal, usou-se 100 mL de agua destilada.

Apds a homogeneizacao, o preparado foi filtrado com um coador.

2.10. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software estatistico GraphPad Prism 6. As
macas foram distinguidas em dois grupos: qualidade conforme, qualidade intermédia e
qualidade ndo conforme. Os testes usados na analise estatistica foram os ndo paramétricos,
na medida em que se tratava de um bem alimentar, e portanto, a quantidade de amostra era
reduzida. Desta forma poder-se-ia reduzir o erro tipo | e Il associado a analise estatistica.

Para averiguar se 0s grupos eram estatisticamente diferente dois a dois foi usado o teste ndo
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paramétrico Mann-Whitney, e para a apurar se 0s trés grupos eram diferentes entre si usou-
se 0 teste ndo paramétrico Krukal-Wallis.
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Capitulo 111

Resultados
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3. Resultados
3.1. Determinacéao dos valores de Brix

Preparou-se e obteve-se 0 extrato de maca de qualidade intermédia, conforme e ndo
conforme. Foi medido o brix através do refratbmetro de mdao, os resultados estdo

apresentados na tabela Il (tabela I1).

Tabela I1: Valores de brix (°Bx) de estrato de macéas de qualidade conforme, intermédia e ndo conforme.

Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
14,4 14,2 15,0
14,6 14,6 15,0
14,4 15,0 14,6
14,4 14,2 14,8
14,2 14,2 144
15,0 15,0 15,4
14,4 15,0 15,4
14,2 14,0 15,2
14,6 15,2 14,2
14,2 15,2 15,2
14,8 15,2 14,2
14,6 14,0 14,6
14,0 14,0 14,6
13,9 15,0 14,2
13,9 15,0 14,2
11,7 15,0 15,0
13,2 15,0 15,0
14,4 14,2 15,0
14,6 14,6 15,0
14,4 15,0 14,6
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Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
14,4 14,2 14,8
14,2 14,2 14,4
15,0 15,0 154

De acordo com a tabela I1, pode-se aferir que os valores de brix nos trés grupos é em
tudo muito semelhante, sendo que existem valores comuns a todos 0s grupos. Posteriormente

fez a média para os 3 grupos (tabela I11).

Tabela I11: Tabela representativa da média de brix (°Bx) dos valores da tabela 11, nos 3 grupos (Qualidade
Conforme, Intermédia e Nao Conforme).

Média
Macda Qualidade Conforme 14,4
Macda Qualidade Intermédia 15
Macéa Qualidade Nao Conforme 14,8

Os valores médios dos trés grupos ndo sdo muito diferentes, e ndo existe nenhuma

linearidade entre esses mesmos valores (Grafico I).

Brix
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Grafico I: Gréfico representativo do brix de extrato de maca de qualidade conforme (QC), intermédia (QI) e
n&o conforme (QNC).
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Calculou-se o valor de p para o teste de Mann-Whitney entre os diferentes grupos,
para verificar se 0s grupos eram estatisticamente diferente dois a dois. O resultado foi o

seguinte:

QC/QI: P =0,0160 (*)
QI/QNC: P = 0,6560
QC/QNC: P = 0,0037 (**)

Os grupos QC e QI sdo estatisticamente diferentes, com um P<0,05, assim como QC
e QNC, que possuem um P<0,01. Contrariamente, os grupos QI e QNC sdo estatisticamente

semelhantes.

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo paramétrico), que permite a
apurar se os trés grupos eram diferentes entre si, obteve-se um valor de P<0,01 (**). Logo

0s grupos eram significativamente diferentes.

3.2. Determinacdao dos valores de dureza

Os valores de dureza foram obtidos na Decorgel, através do penetrometro, fazendo o

teste diretamente nas macas. Os resultados obtidos apresentam-se na tabela IV.

Tabela IV: Valores de dureza das magds de qualidade conforme, intermédia e ndo conforme. A medida de
grandeza da forca € o kg.

Macda Qualidade Maca Qualidade Macda Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
6,2 6,0 7,0
7,2 6,2 6,8
6,8 6,4 6,8
6,6 6,2 6,8
8,2 6,4 7,0
8,4 7,0 6,8
8,0 8,0 6,8
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Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
8,2 8,0 6,8
7,8 8,2 6,8
7,6 7,0 6,8
7,6 7,0 6,8
7,6 7,0 8,2
7,0 7,0 8,2
7,2 7,0 8,2
7,2 7,0 8,2
7,2 7,2 8,2
7,2 7,2 8,2
6,2 6,0 7,0
7,2 6,2 6,8
6,8 6,4 6,8
6,6 6,2 6,8
8,2 6,4 7,0
8,4 7,0 6,8

Tal como verificado aquando da medicdo do brix, a dureza das macas € muito
semelhante nos trés grupos (tabela 1V). A tabela V representa a média obtida para cada
grupo. Pode-se verificar que é dificil observar a distincao entre eles. No gréfico Il é possivel

analisar as médias destes resultados e o limite de dureza ao qual a maca é aceite.

Tabela V: Tabela representativa da média de dureza (kg) dos valores da tabela 1V, nos 3 grupos (Qualidade
Conforme, Intermédia e Ndo Conforme).

Média
Macéa Qualidade Conforme 7,2
Macéa Qualidade Intermédia 7,0
Macéa Qualidade Nao Conforme 6,8
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Dureza (kg)
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Gréfico 11: Gréfico alusivo a dureza (kg) de macas de qualidade conforme (QC), intermédia (QI) e ndo
conforme (QNC).

O valor p para o teste de Mann-Whitney entre os diferentes grupos € o seguinte:

e QC/QI: P =0,0297 (¥)
e QI/QNC: P =0,3877
e QC/QNC: P =0,5678

Os grupos QC e QI sdo estatisticamente diferentes, com um P<0,05 Os grupos QI e

QNC e QC e QNC sao estatisticamente semelhantes.

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo paramétrico) os grupos ndo
sdo significativamente diferentes, como valor P>0,05.

Pelo gréafico 11, pode-se verificar que todos 0s grupos estudados se encontravam em
conformidade de dureza, ou seja, a dureza estava superior a 5 kg. No entanto o grupo de

maca de qualidade ndo conforme foi reprovado pelo Departamento de Qualidade, apds a

avaliacdo sensorial.
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3.3. Determinacdo dos valores de Absorvancia

Adaptou-se 0 método usado por Hegerman et al.(Hagerman & Austin 1986),
substituindo-se a centrifugacdo por uma filtragdo com um coador, de forma a que o método

ficasse muito mais econdémico.

3.3.1. Experiéncia com o corante azul de bromotimol

Os valores de absorvancia foram obtidos no espetrofotometro, com a juncao de
extrato de macd, agua destilada e azul de bromotimol. Pela tabela VI pode-se verificar que
os valores eram muito similares em cada um dos grupos, a excecao de um valor considerado

outlier pela sua discrepancia, em comparag¢do com os restantes.

Tabela VI: Valores de absorvancia medidos na experiéncia medida com azul de bromotimol.

Macda Qualidade Maca Qualidade Macda Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
0,756 0,854 1,250
0,724 1,059 1,270
0,773 1,063 1,248
0,590 1,155 1,349
0,803 1,49520* 1,147
0,583 0,982 1,304
0,769 1,038 1,371
0,758 1,081 1,231
0,680 1,089 1,149
0,614 1,144 1,277
0,633 1,056 1,304
0,783 1,151 1,341

*Este valor foi considerado outlier, visto ter sido muito discrepante dos restantes.
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A tabela VII representa a média de absorvancia obtida para cada grupo, baseando-se
nos valores da tabela V1. Pode-se verificar que, efetivamente, existe diferenca entre os trés
grupos. No grafico 1l é possivel analisar as médias destes resultados as verificar que essas

diferencas sao estatisticamente significativas.

Tabela VII: Tabela representativa da média de absorvancia dos valores da tabela VI, nos 3 grupos (Qualidade
Conforme, Intermédia e Nao Conforme).

Média
Macéa Qualidade Conforme 0,740
Macéa Qualidade Intermédia 1,063
Macéa Qualidade Nao Conforme 1,273
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Grafico I11: Absorvancia medida na experiéncia com azul de bromatimol. Entre todos os grupos o valor p<0,0001 (****),

pelo teste de Mann-Whitney, e Kruskal-Wallis.
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O valor p para o teste de Mann-Whitney entre os diferentes grupos é o seguinte:

e QCIQI: P <0,0001 (****)
e QI/QNC: P < 0,0001 (****)
e QC/QNC: P <0,0001 (****)

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA ndo paramétrico) e o teste de
Mann-Whitney (t test ndo paramétrico), os grupos séo significativamente diferentes, como
valor P<0,0001 (****).

Mediante os resultados obtidos, pode-se determinar os parametros entre 0s quais se
pode distinguir entre os trés grupos. Estes resultados foram obtidos analisando os valores

minimos e maximos de cada grupo.

< 0,850 nm 0,900 — 1,150 nm > 1,150 nm

Qualidade Conforme Qualidade Intermédia | Qualidade Nao Conforme

Figura 5: Figura representativa dos pardmetros de absorvancia ao qual 0s grupos podem ser distinguidos.

3.3.2. Experiéncias sem o corante azul de bromotimol

Os valores de absorvancia foram obtidos no espetrofotémetro, de igual forma que na
experiéncia anterior, a Unica diferenca consistia na substituicdo do azul de bromotimol pela
agua destilada. Tal como na tabela V1, a tabela VIII mostra a homogeneidade nos valores

em cada um dos grupos.

Tabela VIII: Valores de absorvancia medidos na experiéncia medida sem azul de bromotimol.

Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
0,781 0,996 1,194
0,621 0,936 1,256
0,630 1,090 1,126
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Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
0,645 0,998 1,102
0,664 1,085 1,297
0,613 0,989 1,248
0,681 1,025 1,319
0,623 0,996 1,112
0,649 0,936 1,109
0,824 1,090 1,177
0,832 0,950 1,353
0,821 0,995 1,346

A tabela IX apresenta a média de absorvancia obtida para cada grupo, baseando-se
nos valores da tabela VIII. Pode-se verificar que, tal como na experiéncia com azul de
bromotimol, existe diferenca entre os trés grupos. No grafico IV é possivel analisar as médias

destes resultados as verificar essas diferencas que séo estatisticamente significativas.

Tabela IX: Tabela representativa da média de absorvancia (hm) dos valores da tabela VIII, nos 3 grupos
(Qualidade Conforme, Intermédia e Ndo Conforme).

Média
Macda Qualidade Conforme 0,657
Macda Qualidade Intermédia 0,996
Macéa Qualidade Nao Conforme 1,221
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Absorvancia
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Gréfico IV: Absorvancia medida na experiéncia com &gua. Entre todos os grupos o valor p<0,0001 (****),
pelo teste de Mann-Whitney, e Kruskal-Wallis.

O valor p para entre os diferentes grupos é o seguinte:

e QCIQI: P <0,0001 (****)
¢ QI/QNC: P < 0,0001 (****)
e QC/QNC: P <0,0001 (****)

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nédo paramétrico) e o teste de

Mann-Whitney (t test ndo paramétrico), os grupos sdo significativamente diferentes, como
valor P<0,0001 (****).

< 0,850 nm

0,900 — 1,100 nm > 1,100 nm

Qualidade Conforme

Qualidade Intermédia Qualidade Nao Conforme

Figura 6: Figura representativa dos pardmetros de absorvancia ao qual os grupos podem ser distinguidos.
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3.3.3. Comparacdo entre as duas experiéncias

Comparando os grupos, verifica-se que nenhum ¢é estatisticamente diferente, a

excecdo da qualidade ndo conforme.
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Graéfico V: Absorvancia medida na experiéncia com agua e com azul de bromotimol. Os grupos QC, Ql e
QNC ndo sdo estatisticamente diferentes, comparando as duas experiéncias.

O valor p para entre os diferentes grupos € o seguinte:

e QCAQ/QCAz:P=0,9171
e QI Ag/Ql Az: P=0,08776
e ONC Ag/QNC Az: P =0,2165

Mediante o teste de Mann-Whitney, nenhum dos grupos € estatisticamente diferente.
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3.4. Homogeneizacdo com agua

Uma vez verificado que medir a absorvancia sem azul de bromotimol era possivel,
tentou-se diminuir a quantidade de mais reagentes. O reagente que faltava seria o NaCl.
Deste modo, substituiu-se o a solugdo de NaCl 8,8% (p/v) por &gua destilada. No entanto,
apos a homogeneizacdo a maca oxidava muito rapidamente. A cor do extrato passava de cor

amarela caracteristica para a cor castanha (figura 7).

Figura 7: Extrato de macas de qualidade conforme. a) homogeneizacéo
com agua destilada; b) homogeneizacdo com NaCl.

Ao medir a absorvancia, os valores de qualidade conforme davam muito elevados (a

qualidade conforme deu valores que rondavam os 1,645), pelo que se abandonou o método.

34



Desenvolvimento de um Método para Determinagdo da Suculéncia/Farinosidade de uma Maca

Figura 8: Extrato de maca obtido apds homogeneizagdo com agua destilada.
A esquerda encontra-se 0 extrato de maca de qualidade conforme, no meio
qualidade intermédia, e a direta o extrato de maca de qualidade ndo conforme.

3.5. Determinacdo dos valores de pH

Ap0s as macas serem homogeneizadas com a solugdo de NaCl e o sumo ser extraido,

foi medido o pH das respetivas homogeneizaces.
Inicialmente testou-se dois métodos:

> Fita de pH
> Potencidémetro
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3.5.1. Fita de pH

As medicdes com a fita de pH deram inconclusivos, pois a cor situava-se entre o
laranja em todos 0s grupos.

Figura 9: Imagens exemplificativas da com a fita de pH nos 3 grupos. a) Comparacdo entre magds de
qualidade conforme e intermédia; b) Comparacéo entre magéds de qualidade intermédia e ndo conforme; c)
Macds de qualidade ndo conforme; d) Macé de qualidade intermédia.

Como se pode verificar na figura 9, as cores sdo em tudo semelhante nos 3 grupos,
pelo que este método foi rapidamente excluido.
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3.5.2. Potencidmetro

Os valores de pH foram obtidos no potenciémetro através do extrato de maca. Pode-
se verificar que o valor antes da virgula é praticamente sempre 0 mesmo (nimero 3), 0 que

dificulta a distincdo entre os trés grupos (maca conforme, intermédia e ndo conforme).

Tabela X: Valores de pH medidos no potenciometro, apos se obter o sumo de maca dos 3 grupos (Qualidade
Conforme, Intermédia e Ndo Conforme).

Macéa Qualidade Macéa Qualidade Macéa Qualidade Nao
Conforme Intermédia Conforme
3,308 3,382 3,736
3,268 3,534 3,698
3,258 3,356 3,724
3,372 3,564 4,028
3,418 3,276 4,038
3,328 3,580 3,760
3,346 3,560 3,900
3,310 3,560 3,760
3,430 3,610 3,680
3,316 3,600 3,810
3,300 3,650 3,870
3,430 3,450 4,060

Como se pode constatar pela tabela X os valores apenas diferem nas casas decimais,
o0 que confirma o facto de ndo ser viadvel a utilizacdo da fita de pH. A tabela XI, onde se
apresenta a média para cada grupo, percebe-se que, a diferenca de valor entre os grupos é

reduzida.
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Tabela XI: Média dos valores de pH para cada um dos grupos (Qualidade Conforme, Intermédia, e N&o
Conforme).

Média
Macéa Qualidade Conforme 3,32
Macéa Qualidade Intermédia 3,56
Macéa Qualidade Nao Conforme 3,79

Mesmo os valores sendo muito proximos, estatisticamente existe diferenca entre eles
(gréfico VI). No entanto, os desvios padrao entre os grupos é elevado, nomeadamente nos
grupos de macé de qualidade intermédia e ndo conforme, o que faz com que certos valores

se cruzem com os de outros grupos, e tornem este teste bastante falivel.

pH
4.5 -
1
1
4.07 [ | P
1
3.5
3.0 T T T
@] O,\ O
Q Qv\*

Gréfico VI: Valores de pH medidos no potenciémetro para os grupos de qualidade conforme (QC), intermédia
(QI) e ndo conforme (QNC).

O valor p para entre os diferentes grupos € o seguinte:

e QC/QI: P =0,0008 (***)
o QI/QNC: P <0,0001 (****)
e QCI/QNC: P <0,0001 (****)
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De acordo com o teste de Mann-Whitney (t test ndo paramétrico) todos 0s grupos sao
estatisticamente diferentes (P<0,05). Os grupos QC e QI sdo 0s que possuem uma menor
diferenca estatistica (P<0,005), pelo que ainda é mais dificil distinguir na pratica estes dois

grupos.

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrico) 0s grupos sao

significativamente diferentes, como valor P<0,0001 (****).

Mediante os resultados obtidos, pode-se determinar os parametros entre 0s quais se
pode distinguir entre os trés grupos. Estes resultados foram obtidos analisando os valores

minimos e maximos de cada grupo.

<343 3,43 — 3,65 > 3,65
Qualidade Conforme Qualidade Intermédia | Qualidade Ndo Conforme

Figura 10: Figura representativa dos parametros de pH ao qual os grupos podem ser distinguidos.

Este método aparenta ser menos viavel que a absorvancia na medida em que existem
valores de qualidade intermédia que se juntam com a qualidade conforme. Mesmo e podendo
distinguir estatisticamente estes grupos e se poder estabelecer parametros, a medicao podera
induzir a erro, pois os valores sdo muito proximos e a medi¢do dependera intrinsecamente

da calibracédo do aparelho.

3.6. Analise Estatistica

O numero n da amostragem foi calculada para o teste One Way ANOVA, usando o
software estatistico DEVELVE, e as equacdes estatisticas abaixo citadas (Whitley & Ball
2002; Kirk 2013; Cohen 1988).

De forma a encontrar a dimensao da amostra, delimitou-se o erro tipo | em 5% e o
erro tipo IT em 20%. Assim sendo, a=0,05 e¢ f=0,2. Os valores de area para o e 3 foram

identificados na tabela de distribuicdo normal standard (Anexo I).
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a 0,05
Atotal = (gruposxgrupos—l) <=> Atotal = (3><3—1) <=> Atotal = 0'0125
2 2

Para determinacédo dos quadrados médios (MSe) foram utilizadas as formulas:

7 SSe
SSe = Xi_; 251Xy — Xj)? e  MSe=_—-=0,007936

E por fim, tendo todos os valores, recorreu-se a uma das formulas da ANOVA para

calcular a dimensdo amostral:

2
(Zatoml/z + ZB) VMSe < > <(2,4‘85 + 0’845)\/0,007936
=>n=

A 0,5262

2
n= > <=>n=9

Legenda:

X= Média total de todos os dados

¢ = Quantidade de colunas (conjuntos de dados)

r = Quantidade de linhas (pontos de dados de um conjunto de dados)
X;j = Ponto de dados da linha i do conjunto de dados de coluna
DF = Graus de liberdade

SSe = Soma dos quadrados da ANOVA
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n = Dimens&o da amostra
MSe = Quadrados médios da ANOVA
A = Diferenga maxima média no grupo
zg = Valor de area na curva normal que fica a direita de um determinado valor de z, para
B.

Zarotat/ = Valor de area na curva normal que fica a direita de um determinado valor de z
2

a
para tOtal/Z .

Para o teste de Kruskal-Wallis é necessario possuir mais 15% de amostra, logo:
9+ (9 x 15%) = 10

Resumindo, o nimero minimo de amostras para cada um dos grupos seria 10. Uma
vez que o ideal em estatistica &€ aumentar 20% ao minimo, foi estipulado acrescentar mais

duas amostras, perfazendo um total de 12 amostras por grupo.
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Capitulo IV

Discussao
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4. Discussao
4.1. Determinacao do brix

De acordo com os resultados obtidos, ndo é possivel concluir que medindo o brix se
consegue distinguir os grupos, tal como na experiéncia de Charles et al. (Charles et al. 2017).
Existem valores que se repetem nos trés grupos (tabela I1). Mediante as médias obtidas para
0s trés grupos (tabela I11) os valores sdo muito semelhantes. Uma explicacéo viavel reside
no facto dos trés grupos possuirem uma quantidade de agucares muito proxima. Estes
resultados vao de encontro com a literatura, que afirma que, durante 0 amadurecimento, a

quantidade de agUcares permanece quase inalterada (Johnston et al. 2017).

Ap0s a andlise estatistica, podemos verificar que, embora exista alguma diferenca
entre os grupos QC e QI (P<0,05), e os grupos QC e QNC (P<0,01), ndo existe diferenca
entre 0s grupos QI e QNC, pelo que ndo poderiamos distinguir se a maca poderia ser
aprovada ou ndo. Desta forma, este método nunca poderia ser impregnado, pois existiriam

muitas falhas ao longo do processo que induziriam a erro.

4.2. Determinacao dos valores de dureza

Tal como na medicéo do brix, os valores de dureza também sdo muito semelhantes
entre os grupos QC, QI e QNC (tabela IV). Isto comprova que a textura e dureza ndo sdo a
mesma coisa, uma maca pode ser dura, mas ainda assim ser farinhenta. Como podemos ver
pelo gréfico 11, todos os grupos de macas estudados tinham passado no teste da dureza, pois
esta era superior a 5 kg (limite minimo de aceitagdo de dureza estipulado pela Decorgel). No
entanto, quando foi realizado o controlo de qualidade com a avaliagéo da farinosidade
(avaliacdo sensorial em fébrica), verificou-se que esta ndo estava conforme para entrar no
produto final, sendo rejeitada. Esta selecdo na fabrica sera testada mais a frente, e ver-se-4

que esta correta, mediante um outro metodo analitico.

Deste teste de dureza, podemos confirmar que se consegue distinguir 0s grupos pela

dureza, ndo sendo um teste viavel.
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4.3. Determinacdao dos valores de Absorvancia
4.3.1. Experiéncia com o corante azul de bromotimol

Ao medir a absorvancia dos extratos de maca dos trés grupos a 620 nm, consegue-se
aferir que existem realmente diferenca entre eles, sendo esta altamente significativa entre os
trés grupos e dois a dois (P<0,0001) (grafico Il1). Apos a verificacdo das médias e dos
valores maximos e minimos de absorvancia de cada grupo, foi possivel estipular limites ao
qual se pode considerar as macas com alta qualidade, qualidade média, e baixa qualidade.
Estipulou-se entdo que até aos 0,850, inclusive, pode-se considerar macas conformes, entre
0,900-1,150 seriam macas de qualidade intermédia, e acima de 1,150 as macas seriam

consideradas ndo conformes.

Este sera um método viavel para a determinacdo da qualidade da maca a nivel de

textura.

4.3.2. Experiéncias sem o corante azul de bromotimol

Uma vez que se pretendia tornar o método o mais econdmico possivel, experimentou-
se usar 0 mesmo metodo anterior, mas sem a solucdo de azul de bromotimol com fosfato de
potéssio. Sem estes dois reagentes, para além de tempo a preparar as solugdes também se

economizava bastante a logo prazo.

Em substituicdo da solucdo de azul de bromotimol usou-se mais 0,15 mL de &gua

destilada na cuvete. Desta forma, a diluigéo do extrato de maca seria igual que anteriormente.

Os resultados obtidos foram muito positivos, conseguindo-se distinguir
inequivocamente os trés grupos, com a mesma significancia que no método anterior

(P<0,0001) entre os trés grupos independentes e dois a dois.
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Deste modo, pode-se aferir que sera viavel retirar o azul de bromotimol e manter a

fidelidade do método.

4.3.3. Comparacao entre as duas experiéncias

Uma grande vantagem dos dois métodos &€ ambos determinarem o valor de
absorvancia na gama do visivel (620 nm), pelo que o espetrofotdmetro podera ser o mais
rudimentar possivel e ndo necessita de gastos largamente dispendiosos na compra deste

equipamento.

De forma a averiguar se existiam diferencas significativas entre 0s mesmos grupos,
mas em que a absorvancia foi determinada por métodos diferentes, foi realizada a

comparacao entre as duas experiéncias anteriores.

Mesmo ndo havendo diferencas estatisticas, consegue-se aferir pelo grafico V que o
método com azul de bromotimol tem tendéncia a dar valores de absorvancia maiores. O facto
do método com azul de bromotimol dar uma absorvancia um pouco mais elevada seria
expectavel, na medida em que, a solucdo de azul de bromotimol contém cor, e, portanto,

capta mais radiacdo que a agua destilada, que tem uma absorvancia proxima do zero.

Uma vez que o branco no espetrofotometro é realizado com agua destilada, quando
colocamos apenas o extrato de maca diluido em agua destilada, estamos a medir apenas a
absorvancia do extrato, pelo que este método, para aléem de ser mais econdmico, também é

mais exato.

Pensa-se que o que faz distinguir os grupos sera a granulometria da suspensao do
extrato de maca. No grupo de qualidade conforme (QC), uma vez que a maca é mais concisa,
ao fazer-se a homogeneizacéo, os pedagos de suspensdo serdo maiores. Aquando da filtragcdo
do homogeneizado com o coador, a maior parte das particulas de magcé ficarado retidas, por
ter um tamanho superior a 1 mm. Em contrapartida, a homogeneizacdo de macds de

qualidade ndo conforme originara particulas mais pequenas, capazes de passarem a filtracdo
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feita pelo coador. Uma vez que havera uma maior quantidade de suspensdes no extrato, a

absorvancia medida no espetrofotometro dard um valor mais elevado.

Isto é visivel ap6s a homogeneizagdo, em que se verifica que 0 homogeneizado de
macas de qualidade ndo conforme possui uma estrutura mais homogénea. E também apos a
filtracdo, em que se verifica que o extrato de macds de qualidade conforme é mais

transparente e menos amarelado que o de macgas de qualidade ndo conforme.

Estas caracteristicas sdo transpassadas de forma gradual entre macés de QC, Ql e
QNC, em que se denota que a estrutura do homogeneizado fica mais lisa ao longo das macas
de QC, QI e QNC, assim como 0 extrato aparenta uma cor mais amarela nessa mesma

sequéncia.

Assim sendo, pode-se concluir que ambos os métodos podem ser usados, contudo,
para o efeito pretendido numa empresa, em que € preferivel o mais rapido e econémico, o

segundo método é mais vantajoso.

4.4. Homogeneizagdo com agua

Como se pode verificar pela figura 7, apdés a homogeneiza¢do apenas com agua
destilada, o extrato de magcé fica rapidamente oxidado, evidenciando uma cor acastanhada.
Ja quando se promove a homogeneizacdo com uma solucdo de NaCl o extrato fica com uma
cor amarelada, mais tipica da ma¢d. Uma vez que a cor é mais escura na homogeneizacao
com agua, € normal que absorvancia também dé maior. Neste caso, a absorvancia aumentava

significativamente (sensivelmente mais 0,800).

A maior parte dos equipamentos de espetrofotometria perde a relagéo linear quando
a absorvancia é superior a 2 (1% de transmisséo), e portanto, as solu¢fes devem ser diluidas
(Voet et al. 2014). Assim sendo, quanto mais a absorvancia se aproxima de 2, menos
eficiente serd 0 metodo. Uma vez que o NaCl é relativamente barato, o facto de diluir a
solugdo ndo iria trazer vantagens para 0 método, pois, para além da questdo econdmica,

também se tem de te em conta a rapidez de execucdo do método. Enquanto se teria de todas
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as vezes diluir os extratos, poder-se-ia fazer uma grande quantidade de solucdo de NaCl e ir
gastando a medida da necessidade, obtendo-se resultados mis rapidamente que fazendo uma

diluicdo.

4.5. Determinacao dos valores de pH

4.5.1. Fita de pH

Apds a formacdo do extrato de maca, foi medido o pH com a fita de pH. No entanto,
ndo se verificam diferencas entre os grupos, pois a tonalidade encontra-se sempre no laranja,
dando a entender que o pH de todos os grupos se situa entre 0 3 e 0 4. Assim sendo, este

método ndo € vidvel, pois ndo permite a distingdo entre 0s grupos.

4.5.2. Potenciémetro

Quando se mede 0 pH no potenciémetro ja se denotam algumas diferencas entre os
valores de cada grupo (tabela X), e efetivamente, as médias dos grupos ja diferem. Percebe-
se que as macas de qualidade conforme tém um pH mais acido, seguidas das macas

intermédias e ndo conforme.

Pelo grafico VI, é possivel apurar que existem diferencas estatisticas entre os trés
grupos e entre si dois a dois. E também se pode constatar que a diferenca entre as macas de
qualidade conforme e intermédia, mesmo tendo diferenca estatistica, ndo é tdo grande
quando comparando estes dois grupos com as macas de qualidade ndo conforme. Ainda
assim, conseguimos distinguir os grupos e estabelecer limites de pH para cada grupo (figura
10).

No entanto, e mesmo havendo diferencas, por vezes serd dificil de distinguir macés
de qualidade conforme com macas de qualidade intermédia, pois, os valores cruzam-se
(tabela X). Também sera necessario ter em conta o tipo de potenciometro, € o0 erro de
medicdo associado a este. O facto das diferencas entre 0s grupos estar apenas na casa das
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décimas, e a diferenca entre 0 minimo valor de pH e 0 maximo rondar os 0,7, torna 0 método
mais falivel que o método de absorvancia, em que a diferenga entre os valores € nitida e mais

precisa.

Em suma, este método podera ser aplicado, no entanto terad varias limitacdes, que

seriam eliminadas usando o método de absorvancia.

Uma curiosidade ao longo destas experiéncias com a medicdo de pH € o facto de em
vez do pH diminuir com a alteracdo da textura da macé (pois, segundo a literatura, a pectina
metilesterase acidifica, pois existe a formacdo de protdes (Gupta et al. 2015)), estd a
aumentar. Isto pode indicar que existem outras enzimas a atuar que podem contrabalancar o
efeito produzido pela pectina metilesterase e até reverté-lo, com a alteracdo da textura da

magca.

4.6. Analise estatistica

A amostragem era maca, e tratando-se de um bem alimentar, dever-se-ia diminuir o
seu desperdicio. Assim sendo, pretendia-se uma amostragem o menor possivel. Foram,
portanto, escolhidos os testes ndo paramétricos, pois estes (Warmuth 1980; Berenson et al.
2015; Cohen 1988)

» ndo necessitam de requisitos tdo fortes, como a normalidade, como para serem
usados, ao contrario dos testes paramétricos;
» sdo indicados para amostras pequenas;

» ndo necessitam de amostras com distribui¢do normal
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Questdo

Diferenca

entre médias

Duas Trés
amostras amostras
Teste de Teste de Kruskal-

Mann-Whitney -Wallis

Figura 11: Arvore de decisdo dos testes estatisticos ndo paramétricos a
usar na experiéncia.

Para analisar dois grupos independentes, usou-se o teste de Mann-Whitney, que é a
alternativa ndo paramétrica do teste t (figura 11). A hipétese nula para este teste consiste

nas médias da populacdo serem as mesmas para 0s dois grupos.

A alternativa ndo paramétrica do teste ANOVA ¢ o teste de Kruskal-Wallis, e,
portanto, este teste foi usado para analisar os trés grupos (QC, QI e QNC) em conjunto
(figura 11). A sua hipotese nula é igual a s teste de Mann-Whitney.
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Conclusao

Os meétodos de medicdo do brix e dureza afirmaram ndo serem viaveis para a
determinacdo da textura da macd, pois o0 brix manteve-se semelhante nos trés grupos, a
rondar os 14°Bx, tal como afirmado em Charles et al. (Charles et al. 2017). Relativamente a
dureza, esta demonstrou também ser semelhante entre os grupos, denotando-se apenas uma
ligeira diminuicdo de textura nas macas de qualidade ndo conforme. Contudo, e visto que na
Decorgel o limite minimo de aceitacdo da dureza é de 5 kg, todos os grupos estudados
cumpriam com esse requisito, pelo que a medi¢do da dureza ndo é viavel para a determinacgéo
da farinosidade da mac4, isto porque dureza e textura nao sdo exatamente palavras de sentido

semelhante.

Relativamente ao método com de determinacdo do pH, apesar de haver diferengas
estatisticas e ser possivel a distingdo dos grupos, essa distin¢éo é muito ténue (na ordem das
décimas), e poderia induzir a erro em algumas situacdes, dependendo do potenciémetro que

Se usar.

Existem dois métodos altamente viaveis na distincdo de macds de qualidade
conforme, intermédia e ndo conforme: método espetrofotométrico com e sem azul de
bromotimol. Estes dois métodos tém a vantagem de usar um espetrofotémetro na onda do

visivel, que é o mais barato da sua gama.

Uma vez que o pretendido seria usar o método mais rapido e econémico possivel, 0

método sem azul de bromotimol parece ser 0 mais viavel.
] - + e + @
s + -

Espectrofotémetro Micropipeta P1000 Cloreto de sodio Coador
\ (sal de cozinha) )

Figura 13: Investimento inicial do método espectrofotométrico sem solucéo de azul de
bromotimol.
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Assim, e uma vez que a Decorgel ndo possui espetrofotdémetro nem micropipeta
P1000, foi estipulado um valor inicial dos equipamentos em falta (figura 12). Como j& existe
homogeneizador e agua destilada no laboratorio, estes ndo constituem um entrave para a

realizacdo do método.

O investimento inicial seria de aproximadamente 3 251€, sendo que o valor de
execucao do método seria quase nulo apds este investimento, o que o torna muito aprazivel.
Para manutencao sera necessario ter agua destilada (sempre em stock na Decorgel) e cloreto
de sddio. Uma vez que o valor monetario do cloreto de sodio é muito reduzido ndo impde
impedimento no método. O valor das macas ndo foi contabilizado pois estas ja sdo gastas

em proporc¢des muito semelhantes na avaliacdo sensorial, ja existente na Decorgel.

Quanto a duracdo do método, o mais demorado reside no descasque das macas e sua
homogeneizacdo. No total, 0 método demora cerca de 5 minutos a ser concluido.

O facto de ap06s a aquisicdo de todo o material 0 método possuir um valor monetéario
quase desprezavel e de ser de rapida execugdo torna o processo ideal a ser implementado na
escolha da macd. Sera uma excelente alternativa a avaliacdo sensorial, pois é analitico e

objetivo, e ndo depende da subjetividade de cada operador.
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