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Resumo

Portugal € o terceiro pais que mais consome fruta na Unido Europeia, sendo que,
a maca é o fruto mais consumido e a pera o terceiro. Em geral, este consumo tem vindo a

aumentar nos ultimos anos.

As variedades regionais de pereira e macieira fazem parte do nosso patrimonio
genético vegetal e o estudo das mesmas é essencial se queremos evitar a sua extingao.
Assim, o conhecimento das suas carateristicas é elementar para que possam ser
valorizadas e introduzidas no mercado. Neste trabalho, foram estudadas cinco cultivares
de maga, ‘Péro de Borbela’, ‘Pardo Lindo’, ‘Repinau’, ‘Péro Coimbra’ e ‘Noiva’ e seis
cultivares de pera, ‘Bela Feia’, ‘Torres Novas’, ‘Carapinheira’, ‘Carapinheira
Roxa’, ‘Lambe-0s-Dedos’ e ‘Amorim’. Estas variedades pertencem a regido de Alcobaca
e encontram-se na Estacdo Nacional de Fruticultura Vieira Natividade (ENFVN), do
Instituto Nacional de Investigacdo Agréria e Veterinaria, I.P.

O objetivo consistiu em caracterizar os frutos, especialmente quanto ao seu perfil
de acucares. Para além da quantificacdo dos quatro principais agucares presentes na fruta
usando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), avaliaram-se
parametros de qualidade, tais como a firmeza, cor, peso, altura, diametro, pH, acidez
titulavel, matéria seca e teor de solidos sollveis totais, das diferentes variedades

regionais.

Os acUcares presentes na maca e na pera, responsaveis pela dogura das mesmas,
sdo a sacarose, a glucose, a frutose e o sorbitol, todos com diferentes capacidades
edulcorantes. O conhecimento das concentracfes destes acucares na fruta podera ter
aplicabilidade na industria alimentar, com a criacdo de edulcorantes mais naturais,

tornando o seu estudo muito pertinente.

Palavras-chave: pera; macd; variedades regionais; agtcares; cromatografia liquida

de alta eficiéncia.



Abstract

Portugal is the third most fruit-consuming country in the European Union, with
apples being the most consumed fruit and pears the third. In general, this consumption

has been increasing in recent years.

The regional varieties of pear and apple trees are part of our plant genetic heritage
and their study is essential if we want to avoid their extinction. Thus, the knowledge of
their characteristics is elementary so that they can be valued and introduced into the
market. In this work, five apple cultivars were studied, 'Péro de Borbela', 'Pardo Lindo’,
'Repinau’, 'Péro Coimbra’ and 'Noiva', and six pear cultivars, '‘Bela Feia’, 'Torres Novas',
‘Carapinheira’, 'Carapinheira Roxa', 'Lambe-o0s-Dedos' and 'Amorim'. These varieties
belong to the region of Alcobaca and are found at the Vieira Natividade National Fruit
Growing Station (ENFVN), of the Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e

Veterinaria, I.P.

The objective was to characterize the fruits, specifically their sugar profile. In
addition to the quantification of the four main sugars present in the fruit, using the high-
performance liquid chromatography (HPLC) technique, quality parameters such as
firmness, color, weight, height, diameter, pH, titratable acidity, dry matter and total
soluble solids content of the different regional varieties were evaluated.

The sugars present in apples and pears, responsible for their sweetness, are
sucrose, glucose, fructose and sorbitol, all with different sweetening capacities. The
knowledge of the concentrations of these sugars in the fruit may have applicability in the
food industry, with the creation of more natural sweeteners, making their

study very relevant.

Keywords: pear; apple; regional varieties; sugars; high performance liquid
chromatography.
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1. Introducéo

1.1.  Fruticultura e alimentacdo saudavel

A fruticultura é um dos setores mais dindmicos da economia Portuguesa,
refletindo o0 aumento e diversificacdo do consumo de frutas, mas também o investimento
de muitos empresarios na agricultura, ao longo dos ultimos anos. Para além destes, as
terras abandonadas e subaproveitadas, 0 aumento da &rea regada, a existéncia de técnicos
qualificados disponiveis, a vontade do “regresso as origens” ou a necessidade de

afastamento do stress urbano, ajudaram a que este setor crescesse e evoluisse (1).

A macd (Malus domestica Borkh.) é uma das frutas mais produzidas a nivel
mundial, com os maiores produtores localizados na China, Estados Unidos da América,
Polénia, Turquia e India (2,3). A pera (Pyrus communis L.) também é produzida em
abundancia, principalmente na China, seguida da Italia, Estados Unidos da Ameérica,

Argentina e Turquia (3,4).

Em todo o mundo, no ano de 2021, foram produzidos cerca de 93 milhdes de
toneladas de maca e 25 milhdes de toneladas de pera, sendo a Europa responsavel pela

producdo de quase 12,5 milhdes de maca e aproximadamente 2 milhdes de pera (5).

Segundo o recenseamento agricola de 2019, as fruteiras aumentaram a sua
superficie de forma generalizada em Portugal, comparativamente com os valores obtidos
no recenseamento anterior realizado em 2009. Os pomares de macieiras tiveram um

aumento de 15% e as pereiras 5%, relativamente ao ano de 2009 (6).

De acordo com os dados estatisticos da Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura, Portugal tem produzido mais macé e pera, de uma forma geral
(Figura 1) (5).
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Figura 1 - Evolucdo da producgdo de peras e macas em Portugal (5).

Em 2021, a zona centro do pais possuia a maior superficie agricola de macieiras,
assim como de pereiras. Contudo, a producdo de maca tem oscilado entre anos de maior
producéo, entre a zona centro e norte. A pera é consistentemente mais produzida na zona

centro (7).

Portugal € o terceiro pais com uma maior percentagem de consumidores de fruta
da Unido Europeia (Figura 2). Estes dados sdo referentes a 2019 e indicam que, 67,2%

dos portugueses comem pelo menos uma peca de fruta por dia. A percentagem
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correspondente a média europeia é de 55,8% (8).
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Figura 2 - Percentagem de pessoas que comem pelo menos uma peca de fruta por dia (8).



Em Portugal, s&o consumidos cerca de 30,5 kg de maca por habitante por ano e
7,2 kg de pera, num total de 78,3 kg de frutos frescos. Percebemos também que, o

consumo de fruta per capita tem vindo a aumentar ao longo dos anos (Tabela 1) (9).

Tabela 1 - Consumo humano de frutos per capita (kg/ hab.) por espécie fruticola, por ano (9).

Periodo
Espécie fruticola
2018/2019 [ 2019/2020 | 2020/2021
Maca 26,1 29,1 30,5
Pera 7,20 7,90 7,20
Péssego 8,60 8,30 6,60
Uva de mesa 4,10 4,30 4,80
Laranja 26,6 28,2 29,2
Total das principais espécies 72,6 77,8 78,3

Nota: 2020/2021 sdo dados provisorios

O crescimento do consumo de frutos per capita pode estar relacionado com a
crescente preocupacdo das pessoas para a adogdo de uma dieta saudavel e equilibrada. De
acordo com o estudo “ShopperTrends” da Nielsen, 74% dos portugueses procura ter uma
alimentacdo mais saudavel, preocupando-se com o0s ingredientes que compdem as suas

refei¢bes (10).

A consciencializacdo dos consumidores que uma alimentacdo saudavel traz mais
saude aumenta cada vez mais, contudo, em 400 a.C. Hipdcrates ja dizia “Que o alimento
seja o teu remédio e o remédio seja o teu alimento”. Desde entdo, que os alimentos
saudaveis sdo considerados uma fonte de satide, mantendo o sistema imunitario mais forte

e permitindo-nos alcangar o bem-estar fisico e mental (11).

No ano de 2019, a pandemia de COVID-19 veio redefinir 0s nossos
comportamentos humanos, refletindo-se nas escolhas alimentares. Desde entdo, passamos

a priorizar a saude, procurando o bem-estar, o valor e a identidade nos produtos (11,12).

Segundo o Programa Nacional para a Promocdo da Alimentacdo Saudavel
(PNPAS), a alimentacdo inadequada € uma das principais causas evitaveis de doencas
cronicas nao transmissiveis, nomeadamente da obesidade, doencas oncoldgicas, doencas

cérebro-cardiovasculares e da diabetes mellitus tipo 2 (13). Este programa tem sido



bastante relevante para 0 aumento da conscientizacdo sobre a alimentagdo saudavel e

consequentemente, para 0 aumento do consumo de fruta.

Uma das tendéncias alimentares para 2023, consiste na descodificacdo da saude,

ou seja, tornar a comunicacao nas embalagens mais simples (14).

Um estudo da International Food Information Council (IFIC), com o objetivo de
analisar a importancia que os ingredientes desempenham nas atitudes alimentares e nos
habitos de compra dos consumidores americanos, mostrou que existe um forte interesse
na tematica, que a palavra “limpo” é popular e a satide ¢ prioridade (15). Quase dois tercos
(63%) dos adultos dizem que os ingredientes de um alimento ou bebida tém pelo menos
uma influéncia moderada no que compram, grande parte consulta a lista de ingredientes

e prestam mais atencdo a lista de ingredientes que ha cinco anos atras (15).

Assim, o objetivo do presente estudo é caracterizar os frutos de algumas das
variedades regionais da zona de Alcobaca, pertencentes a colecdo de variedades da ex-
Estacdo Nacional de Fruticultura Vieira Natividade, do atual Polo de Atividades do
INIAV, |.P.. Esta caracterizacdo recai essencialmente no estudo do perfil de agUcares,
com a finalidade de avaliar a qualidade e identificar cultivares de pera e macd com
potencial interesse tecnoldgico para o desenvolvimento de ingredientes naturais, com

elevado poder adocante para a industria alimentar.



1.2. Importéancia da maga em Portugal

A macd é o fruto da macieira (Malus domestica Borkh.), arvore fruticola
pertencente a familia das Rosaceae. E um dos frutos mais cultivados e um dos mais
utilizados pelos seres humanos na sua alimentacdo (16). Em Portugal, é a espécie com
maior peso no volume de producéo de frutos frescos, sendo a regido do Ribatejo e Oeste
a principal produtora (17).

Em 2021, segundo os dados das estatisticas agricolas, publicadas pelo Instituo
Nacional de Estatistica (INE), na zona Oeste, as variedades dos grupos ‘Gala’ e ‘Fuji’
aumentaram consideravelmente e as ‘Golden’, ‘Reinetas’ e ‘Granny Smith’ mantiveram
producdes semelhantes as do ano precedente. Foram produzidas 368,2 mil toneladas de
maca, tendo sido a segunda maior produc¢éo nos ultimos 35 anos, sé ultrapassada pela do

ano 2019, com cerca de 370 mil toneladas (18).

A maca de Alcobaga tem a certificacdo IGP (Indicacdo Geografica Protegida).
Esta certificacdo é emitida pela Unido Europeia e assegura que estas macas Sao
produzidas na regido Oeste, atendendo as suas caracteristicas, qualidade e processos de

producdo de acordo com as tradi¢fes que as tornaram tao conhecidas e apreciadas (19,20).

A maca de Alcobaca representa uma mais valia para a economia local e nacional,
contribuindo também para a valorizagdo laboral e desenvolvimento rural (21).
Atualmente, sdo nove, as variedades certificadas como Mac¢a de Alcobaga: ‘Golden
Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Royal Gala’, ‘Casanova de Alcobaca’, ‘Fuji’, ‘Granny
Smith’, ‘Reineta’, ‘Jonagold’ e ‘Pink’ (22).

Cada variedade de maca possui um conjunto unico de caracteristicas que incluem
tamanho, cor, firmeza, forma, textura, sabor, suculéncia, aroma e valor nutricional que

influenciam a qualidade da mesma e os produtos que originam (3).



1.3.Importancia da pera em Portugal

A pera é o fruto edivel da pereira (Pyrus communis L.), da familia Rosaceae, que
apresenta forma variada consoante a variedade (23).

Cerca de 85% da producéo nacional de pera, encontra-se na regido do Ribatejo e
Oeste e de acordo com as estatisticas agricolas 2021 do INE, a producéo de 2021 registou
um valor de 225,4 mil toneladas, refletindo um acréscimo de 72% face a campanha
anterior, uma das piores campanhas da Ultima década (18,24).

Em 2021, a producdo de pera em Portugal ocupou o segundo lugar no total de
frutos frescos e assenta sobretudo na variedade da pera ‘Rocha’, variedade com muito
boas caracteristicas comerciais e grande aptiddo para a exportacdo, devido a elevada

resisténcia face a conservacao, transporte e manuseamento (24,25).

A Pera Rocha do Oeste DOP é o fruto da variedade de pereira ‘Rocha’, obtida na
regido do Oeste, da espécie Pyrus communis L (26). O selo da Unido Europeia,
Denominacdo de Origem Protegida (DOP), foi obtido em 2003 e garante que a producao
da pera Rocha do Oeste se faz neste territorio especifico e que todo o seu processo se rege
por regras e saberes certificados (27).

Esta variedade de pera é uma das frutas mais relevantes em Portugal, tanto pela
sua producdo, como em termos econdmicos e de exportacdo (28). A pera é a principal
exportacdo do setor fruticola, tendo sido exportada mais de 50% da sua producédo, na
maioria dos anos, ao longo dos dez ultimos anos. Assim, Portugal tem saldo positivo na

balanca comercial de pera, sendo autossuficiente nesta cultura (24).



1.4. Variedades regionais de peras e macas

No inicio dos anos 70, 0s pomares portugueses iniciaram a sua industrializac&o.
As arvores dispersas de variedades regionais foram substituidas por variedades
importadas que eram mais produtivas, apresentavam caracteristicas organoléticas mais
interessantes ou maior poder de conservacao (29,30). Esta industrializacédo foi resultado
de uma forte politica de incentivo a reforma na fruticultura, que proporcionava condigdes

favoraveis aos agricultores (29).

Desde entdo, que muitas das variedades regionais de fruteiras no século XXI,
desapareceram ou estdo em vias de extingdo (29,30).

Atualmente, a preservacao das variedades regionais de pomdideas retarda a erosdo
genética (30). Estas variedades tém grande interesse para a agricultura bioldgica e para
os programas de melhoramento de plantas, uma vez que estdo mais adaptadas as
condicBes ambientais locais e portanto, sdo mais resistentes as principais pragas e doencas
que podem afetar as culturas da regido de origem (30,31). Além do mais, estas variedades
apresentam uma composicdo quimica muito variada, com um perfil nutricional que as
caracteriza e, em muitos casos, as diferencia das variedades comerciais, como por
exemplo a composicéao fenodlica e a capacidade antioxidante, constituindo uma fonte de
compostos nutricionais de grande interesse (3).

Assim, existem no pais algumas entidades que tém a importante missdo de
preservar estas variedades regionais. Tal é o caso da Estacdo Nacional de Fruticultura
Vieira Natividade (ENFVN), do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria,
I.P., onde existem atualmente uma colecdo de macieiras com 58 variedades e uma de

pereiras com 48 variedades.

Neste trabalho, pretende-se estudar cinco variedades regionais de maca, ‘Péro de
Borbela’, ‘Pardo Lindo’, ‘Repinau’, ‘Péro Coimbra’ e ‘Noiva’ e seis variedades de pera,
‘Bela  Feia’, ‘Torres  Novas’, ‘Carapinheira’, ‘Carapinheira  Roxa’, ‘Lambe-0s-
Dedos’ e ‘Amorim’. Estas variedades pertencem a colecdo da Estacdo Nacional de

Fruticultura Vieira Natividade (ENFVN) e séo cultivadas na regido de Alcobaca.

A época de floracdo destas variedades regionais de macé ocorre dos meados aos
finais de abril, embora as suas épocas de maturacdo sejam diferentes. No final de agosto,



a variedade ‘Péro Coimbra’ atinge o seu estado 6timo de maturagdo, enquanto que a
‘Pardo Lindo’ e a ‘Repinau’ t€ém uma matura¢do mais tardia, atingindo este estado em
meados de setembro. A variedade ‘Péro de Borbela’ também apresenta uma maturagao
tardia, nos finais de setembro. A ‘Noiva’ ¢ uma variedade muito tardia, atingindo o seu

estado de maturacdo no fim de outubro.
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Fotos: Patricia Vicente e Rui de Sousa

Figura 3 - Variedades regionais de maca da Estacdo Nacional de Fruticultura Vieira Natividade (ENFVN),
selecionadas para o presente estudo.

No caso das variedades regionais de pereira, a época de floracdo ocorre
geralmente na primeira quinzena do més de abril. A ‘Carapinheira’ ¢ a variedade que tem
uma época de maturagdo mais precoce, no final de julho. As variedades ‘Torres Novas’ e
‘Carapinheira Roxa’ tém como época de maturacdo meado de agosto, enquanto que a
‘Amorim’ e a ‘Lambe-0s-dedos’ s6 atingem a sua maturagdo no final de agosto, embora
todas tenham uma época de maturagdo média. A ‘Bela Feia’ ¢ a variedade mais tardia e

que sO atinge a sua maturidade no inicio de setembro.

Carapinheira Carapinheira Roxa

Bela Feia Amorim Lambe os dedos

Fotos: Patricia Vicente e Rui de Sousa

Figura 4 - Variedades regionais de pera da Estacdo Nacional de Fruticultura Vieira Natividade (ENFVN),
selecionadas para o presente estudo.



1.5. Composi¢ao nutricional

A magcd é uma fonte de fibra e de vitamina C, sendo também rica em antioxidantes.
O seu consumo regular pode contribuir para reduzir os niveis de colesterol no sangue

contribuindo assim, para a diminuicao do risco cardiovascular (32,33).

De acordo com a Tabela da composicdo de alimentos do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge, a maca sem casca possui uma parte edivel de 80%, sendo
esta constituida por 83,8 g de 4gua por cada 100 g de macéd (Tabela 2). A nivel energético,
a maca aporta entre 61 e 64 kcal/100g, sendo cerca de 84,5% procedentes dos hidratos de
carbono, 7,2% dos lipidos, 5,9% das fibras, 1,3% das proteinas e 1% dos acidos organicos
(34).

Tabela 2 - Composicdo nutricional da macad sem casca, adaptado de (34,35).

Energia Agua Fibra  Aclcares Proteina Lipidos Vltacr:n ina
(kcal/100g) (g/100g) (9/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g9) (mg/100g)
Maca
sem 61 83,8 1,9 12,7 0,2 0,5 5
casca
Maca
com 64 82,9 2,1 13,4 0,2 0,5 7
casca

A pera € uma étima fonte de fibras, vitaminas, especialmente A e C (Tabela 3), e
minerais como sodio, potassio, calcio, magnésio e ferro, representando uma fonte de

compostos bioativos benéficos a satde (36).

Esta fruta contribui favoravelmente para a saude intestinal, uma vez que a fibra e

a dgua, cooperam para 0 bom funcionamento do intestino, evitando pris&o de ventre (37).



Tabela 3 - Composicdo nutricional da pera, adaptada de (38).

; Fibra Hidratos Vitamina
Variedade Energia Agua alimentar de Proteina Gordura
(kcal/100g) (g/100g) (/100g) carbono (g/100g) (g/1009) (mg/100g)
(9/1009)
Pera(®> | 4700 8510 220 940 030 040 3

variedades)

A energia necessaria aos varios processos fisioldgicos provém essencialmente dos
hidratos de carbono que obtemos da alimentacao (39). Os hidratos de carbono sdo um
grupo de macronutrientes, do qual fazem parte os aglcares (mono e dissacéridos), 0s
polidis, os oligossacaridos e os polissacaridos, dependendo da sua estrutura quimica
(40,41).

A ingestdo de maga ou pera com casca € uma fonte acrescida de fibras, aglcares,
vitaminas, minerais e também de antioxidantes (32,41-44).

As fibras sdo polissacaridos que ndo sdo digeridos e que tém beneficios para a
salde. Na macd e na pera existem fibras solUveis e insoltveis (45,46). As fibras soluveis
sdo responsaveis por absorver agua, formando um género de gel no intestino, que se move
ao longo do intestino, que permite 0 esvaziamento do mesmo e promove a saciedade
(47,48). Por outro lado, as fibras insoltveis estimulam os movimentos intestinais, ndo se
dissolvendo em agua (47-49). Para aléem da reducdo do risco de desenvolvimento de
algumas doencas como obesidade, diabetes, distlrbios gastrointestinais como a prisdo de
ventre, doencas cardiovasculares ou cancro, alimentos com elevado teor em fibras tém

um alto poder saciante (41).

Ao nivel dos minerais, as pomdideas contém potassio, célcio, fésforo, magnésio
e ferro (45,50). O calcio é o elemento que existe em maior quantidade no nosso organismo
e o fosforo o segundo. Ambos podem ser encontrados no tecido 6sseo e nos dentes. O
ferro é essencial para a producdo de hemoglobina e eritrocitos, enquanto que 0 magnésio
tem uma fungdo muito importante ao nivel da transmissdo neuromuscular, em conjunto

com o calcio. O potassio esta relacionado com a osmolaridade dos fluidos corporais e
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respetivos equilibrios osmoticos intra e extracelulares, em associagdo com o0 sodio e 0
cloro (51).

Os antioxidantes sdo responsaveis pela cor, sabor e aroma da fruta (52). A
atividade antioxidante € superior na casca, apesar de alterar consoante a variedade
(43,51). Os flavonadis, os flavandis e as procianidinas sdo 0s principais antioxidantes
presentes na casca da macd, ao passo que na polpa, os flavandis e hidroxicinamatos
asseguram esta funcdo (51). Tém a capacidade de estabilizar os radicais livres e impedem
0 dano celular, prevenindo doencas cronicas como 0 cancro, a asma, o Alzheimer,

melhoram a salide Gssea e gastrointestinal e a funcdo pulmonar (41,42,52).

1.5.1. AcUcares

Na maca e na pera, 0s principais aglcares presentes na sua composicao e que
influenciam a dogura das mesmas sdo a sacarose, a glucose, a frutose e o sorbitol (53).
Todos estes sdo acUcares nutritivos, contudo tém diferentes indices glicémicos e

diferentes sensacdes de docgura (Tabela 4).

Tabela 4 - Propriedades dos agucares e polidis presentes na pera e maga (54).

indice  Dogura Calorias

Nome Estrutura Classe
Glicémico relativa (kcal/g)
(E)H gH
Glucose O\/E\_/E\‘/\OH Monossacarideo 100 69 4
(%H OH

HO

Dissacarideo

Sacarose 61-65 100 4
(glucose + frutose)
Frutose Monossacarideo 19-23 114 4
OH;  oH
Sorbitol Ho\/\/Y\OH Acucar-alcool 9 50-70 2,5
éH OH
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O indice glicémico (IG) representa a velocidade com que os hidratos de carbono
presentes nos alimentos sdo digeridos, transformados em glucose, absorvidos e
incorporados na corrente sanguinea. Assim, alimentos com baixo IG sdo decompostos
lentamente. O contrario acontece com alimentos de elevado 1G, que sdo digeridos e
absorvidos rapidamente, originando picos de glucose no sangue, sendo necessaria maior
libertacdo de insulina, pelo pancreas, para normalizacdo. Uma digestéo lenta é preferivel
em funcdo de uma digestdo rapida, sendo preferencial o consumo de alimentos com IG
baixo (55).

Glucose: € um monossacarideo e € um dos hidratos de carbono mais importantes
a nivel biologico, j& que as células a usam como fonte de energia e como intermediario
metabolico. A glucose € a fonte de energia mais importante para 0 nosso corpo, com
especial relevancia para o cérebro. Importa também referir que a glucose tem o maior

indice glicémico e serve de referéncia para os outros agucares (54).

Sacarose: também conhecida como aclcar de mesa, € o dissacarido com maior
relevancia no nosso dia-a-dia e representa cerca de 55% do consumo total de acgucares.
Tem um baixo custo de producdo, sendo por isso muito utilizada na industria alimentar,

quer como adogante ou como agente de volume, por exemplo (54).

Frutose: é o acucar natural mais doce, com maior poder adocante, e com indice
glicémico relativamente baixo, na ordem dos 19 (56). Este monossacarido esta
naturalmente presente nas frutas e em menor quantidade em alguns vegetais. Na industria

alimentar, é comummente usado em xaropes de agucar (54).

Sorbitol: é um poliol ou alcool de agucar e uma alternativa aos acucares simples,
pois tem um IG baixo e uma docura relativa que ronda os valores da glucose (54).
Contudo, este poliol ndo é usado unicamente como adocante, tendo também funcao
estabilizadora, agente de volume, espessante e humectante (57). Habitualmente é usado

em alimentos dieteticos, pastilhas elasticas, comprimidos e pastas dos dentes (37).

Na macd, os agucares que se encontram em maior quantidade sdo a frutose,
sacarose e glucose, sendo que na pera, a frutose e o sorbitol, sdo na generalidade das
vezes, maioritarios (43,58). Contudo, a concentragdo, assim como as caracteristicas
funcionais e quimicas variam consoante a variedade em estudo, o seu estado de maturagéo

e fisioldgico, a parte do fruto analisada, entre outros fatores (51).
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Para além da sua capacidade adocante, os agucares tém grande interesse para a
indUstria alimentar pois sdo capazes de aperfeicoar a aparéncia e consisténcia dos
alimentos, melhorar a textura ou adicionar viscosidade. Além disso, podem ser usados
como conservantes em certas situacoes, ou reproduzirem o aroma a caramelo, atendendo
a reacdo de Maillard (54).

1.6. Parametros de qualidade

A determinacdo de parametros fisicos e quimicos permite avaliar a qualidade do
fruto. A sua qualidade pode ser influenciada por fatores pré-colheita (fatores genéticos,
ambientais, tipo de solo, praticas culturais, nutricdo, etc.) ou pds-colheita (manuseamento,
transporte e condi¢cdes de armazenamento). Porém, a qualidade pode ser um conceito
bastante subjetivo e que depende do observador, pelo que deve ser aferida através de
parametros objetivos (58).

Para avaliar a qualidade dos frutos existem métodos destrutivos e nao destrutivos.
Os métodos convencionais sdo maioritariamente destrutivos (58). Os principais
parametros analisados para determinar a qualidade dos frutos, quer a colheita quer durante
a conservagdo, sdo 0s seguintes: cor, peso, altura, diametro, forma (relagéo
altura/diametro), firmeza, pH, acidez titulavel, matéria seca e teor de sélidos sollveis

totais.

Tanto a macgd, como a pera, estdo sujeitas a uma norma especifica de
comercializac¢do que esta estabelecida no Anexo |, parte B, do Reg. de Execugdo (UE) n.°
543/2011 (59). Estes frutos necessitam de obedecer as caracteristicas minimas definidas
(estarem inteiros, limpos, praticamente isentos de parasitas, etc.), e serem classificados
segundo a sua categoria de comercializacdo (Categoria Extra, | ou Il). Nesta norma,
tambem s&o verificadas as caracteristicas minimas de maturagdo, em que se tem em
consideracdo 0s seguintes parametros: aspeto morfolégico, sabor, firmeza e indice
refratométrico (59). Contudo, para cada cultivar ou variedade em particular, devem
determinar-se os valores 6timos para cada parametro de qualidade, que além de depender
dos fatores anteriormente mencionados, dependerdo também do destino que iré a ser dado

a fruta (por exemplo, consumo imediato, mercado interno, mercado externo, etc.).
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1.6.1. Colorimetria e Biometria

A colorimetria e a biometria permitem avaliar o aspeto externo geral do fruto com
recurso a técnicas nao destrutivas (58,60). A cor da epiderme do fruto é um parametro
essencial, que influencia bastante o consumidor no ato da compra (61). Este parametro,

junto com o calibre ajudam na previsdo da altura da colheita (62).

1.6.2. Firmeza

A firmeza é uma medida da consisténcia da fruta e € determinada em funcéo da
resisténcia a penetracdo na polpa da fruta com rutura, sendo indicativa do seu estado de
maturacdo (58,60,63). Este pardmetro experimenta uma diminuicao natural a medida que
os frutos se aproximam da maturacdo organolética, devido a acdo de diversas enzimas

que degradam as membranas celulares.

Durante o periodo de conservacdo pés-colheita, a firmeza também vai sofrendo

alteracOes, que dependerdo das condi¢des em que esta armazenada a fruta (64).

Frutos com baixa firmeza, estardo mais predispostos a dados fisicos e consequente

presenca de patdgenos, apresentando um tempo de vida Util muito mais reduzido (64).

1.6.3. Teor de solidos soltveis totais

O teor de solidos sollveis totais de um fruto € obtido através da medicao do indice
refractométrico, que é expresso em graus de Brix (°Brix) e é usado como indicador do
contedo de agUlcares totais das frutas, ou seja, indicador da dogura (60,64). Este
parametro tem cada vez mais importancia no que diz respeito a qualidade organolética,
uma vez que o consumidor é cada vez mais exigente e procura por frutas mais saborosas
(60). Durante o processo de maturacdo verifica-se uma acumulacdo de aglcares, como

consequéncia da hidrolise do amido em agucares mais simples (65).
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1.6.4. pH e acidez titulavel

O pH dos frutos é comummente &cido, sendo o acido malico, o acido citrico e 0
acido tartarico, os trés principais acidos organicos encontrados na fruta. No caso da pera

e da maca, o &cido malico é o que se encontra em maior proporcao (64).

Com o avango da maturacéo, a acidez dos frutos decresce e, consequentemente, 0
pH aumenta. Este aumento de pH podera, ndo sd, aumentar a vulnerabilidade do fruto a
colonizacdo por patogenos, como também contribuir a diminuicdo da qualidade

organolética, uma vez que deve existir um equilibrio entre acidez e dogura (62,64).

1.6.5. Indice de qualidade

O indice de qualidade (IQ) ou indice de Thiault, relaciona a acidez total com a

quantidade de acgucares totais, segundo a equacdo (Eqg. 1) (66,67):

Indice de Thiault = SST + 10 * AT (Eq. 1)

SST: Solidos soluveis totais, em g/L

AT: Acidez total, em g/L de acido malico

A percecao sensorial que temos da macé e da pera, estd muito relacionada com o
equilibrio dado pela relacdo entre sélidos sollUveis totais e a acidez total, sendo por esta

razdo o indice de Thiault considerado um indice de qualidade (66).

Segundo este indice de qualidade, quanto maior for o valor, melhor sera a
qualidade do fruto. Normalmente, o valor minimo aceitavel na época da colheita devera

ser 170, sendo aconselhavel um valor igual ou superior a 180 (68).
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1.6.6. Percentagem de matéria seca

A percentagem de matéria seca estd fortemente influenciada pelas condicGes de
pré-colheita, nomeadamente o tipo de solo e a nutricao, e é considerada um bom indicador
da qualidade da fruta na pos-colheita, ao contrario da maioria dos outros parametros que

fornecem informacéo sobre o estado de maturacao (69).

A matéria seca representa 0 somatério dos carboidratos sollveis e insollveis
(aclcares e amido, respetivamente), proteinas, fibras, minerais e outros compostos.
Corresponde a proporcéo entre 0 peso seco da fruta e o peso fresco e € expresso em

percentagem (69,70).

Num estudo com maga ‘Royal Gala’, a matéria seca mostrou ser também um bom
indicador de qualidade, pois macas com elevada % de matéria seca tiveram mais aceitacao

por parte dos consumidores (70).

16



1.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
1.7.1. Fundamento Teorico

A cromatografia € uma técnica de separacdo baseada na distribuicdo dos
componentes de uma mistura de um fluido (fase mdvel ou eluente) e um adsorvente (fase

estacionaria) (71).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, comumente conhecida como HPLC,
tem como objetivo separar, identificar e quantificar cada um dos componentes que se
encontram numa mistura (72). No HPLC, a fase estacionéria ¢ um sdlido, contido numa
coluna com um empacotamento especifico para a separacdo cromatografica dos
componentes, na que podem variar as dimensdes (didmetro e comprimento), o recheio da
fase estacionaria (fase reversa, fase normal, HILIC), os diametros das particulas (e se a
mesma é esférica ou irregular), o recobrimento de carbono, a area superficial, entre outros
(73).

Este tipo de sistemas cromatograficos sdo constituidos pelos componentes que se

esquematizam na Figura 5 e que se enumeram a seguir (72,74):

e Reservatorio das fases moveis — onde se encontram os eluentes que vao
ser utilizados como fase movel,

e Sistema de bombas — promove a circulacao da fase mével ao longo de todo
o sistema. A bomba pode ser programada para operar a fluxo constante ou
variar ao longo do tempo, assim como poderemos ter elui¢Bes isocraticas,
em que a proporc¢do de fase mével é constante ao longo do tempo, ou em
gradiente, em que a proporc¢ao pode variar;

e Sistema de desgaseificacdo — remove potenciais gases que estejam
dissolvidos na fase mdvel, de forma a melhor a performance do detetor;

e Amostrador automatico — recolhe automaticamente a quantidade de
amostra programada do frasco correspondente;

e Injetor — responsavel por introduzir a amostra na coluna;

e Coluna cromatografica — separa os diferentes componentes da amostra,
pois o seu interior é constituido pela fase estacionaria que € responsavel

por esta separagio;
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e [Forno — permite o0 aguecimento da coluna, de forma a que a amostra seja
separada a uma determinada temperatura, influenciando o fator de
retencéo e a seletividade do método;

e Detetor — emite um sinal para o software do computador;

e Software do computador — processa o sinal e gera um gréfico que relaciona
uma determinada grandeza com o tempo de retencdo, chamado de
cromatograma;

e Contentor para residuos (esgoto) — compartimento de recolha da fase
movel e da amostra, apds terem percorrido todo o sistema.

Amostrador

automatico

08350
15500\
—_— O} Icolo
\Gezée’
~0~

Amostra
Coluna

cromatogréafica

— N T — e
Solvente 1
oo [

1 Software do
computador

Contentor de

residuos

Figura 5 — Sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Adaptado de (75).

Esta técnica pode ser aplicada a diversos tipos de compostos, tendo uma excelente
precisdo e robustez, embora seja uma técnica com custos muito elevados (76). E muito
usada na industria farmacéutica e alimentar, ndo sé na investigacao e no desenvolvimento,

mas também para tarefas rotineiras como no controlo de qualidade (72).
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O detetor escolhido para a andlise, deve ser sensivel o suficiente para registar as
oscilacBes do sinal, do material eluido (72). Existem diversos tipos de detetores, sendo

gue os mais usados na grande maioria das analises sdo os detetores do tipo UV/Vis.

O detetor de arranjo de fotodiodos (PDA) é do tipo UV/Vis, que faz passar um
espectro de luz completo, pela célula da amostra. Apés atravessar a amostra, a luz é
separada em comprimentos de onda individuais e enviada para a matriz de diodos, onde
o fotodiodo converte a luz em sinais elétricos (78). Este detetor, para além de ser mais
sensivel que o UV/Vis, permite também realizar determinagcdes em varios comprimentos

de onda em simultéaneo.

Lampada de
. Rede de
Tungsténio
difracdo
Lampada de Célula de Fluxo
Deutério
|

Figura 6 - Diagrama do sistema ético detetor de arranjo de fotodiodos (PDA). Adaptado de (77).

Embora este detetor tenha como requisito o analito possuir um cromoforo, ndo
constitui uma restricdo ao uso do mesmo, uma vez que a absor¢do dos agucares é

observada a baixos comprimentos de onda, como 200 nm (79,80).

Todavia, na quantificacdo de acucares soltveis, um dos detetores mais utilizados
¢ 0 HPLC-IR, detetor de indice de refracdo (53). Este detetor embora tenha pouca
sensibilidade e s6 se aplique em analises isocraticas é considerado um detetor universal
no HPLC (81).

O detetor IR possui uma célula de vidro que esta divida em dois compartimentos,
nomeadamente a célula de referéncia e a célula de amostra. Quando um feixe de luz incide
sobre estas duas camaras, se ambas estiverem cheias com eluente, o feixe ndo se altera,

ou seja, ndo hé refracdo da luz. No entanto, quando a célula da amostra esta cheia com a
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solucdo de amostra, ocorre refracdo do feixe incidente devido a diferenga do indice de
reflexdo dos dois compostos (81).

Célula Referéncia Célula Referéncia

Feixe de Luz

Célula Amostra  Célula Amostra

Figura 7 - Refracéo do feixe de luz na célula bicompartimentada do detetor IR. Adaptado de (77).

No que diz respeito a estabilidade, este tipo de detetor € bastante sensivel a
alteracdes de temperatura e de pressdo. Estes parametros devem ser controlados com

precisao de forma a obter uma linha de base sélida (79).
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2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

As amostras analisadas foram recolhidas durante a colheita de 2021 e 2022, cinco

variedades regionais de maca e seis de pera. Os frutos de cada variedade foram colhidos

na data 6tima de colheita, num periodo compreendido entre as ultimas semanas dos meses

de julho e setembro. Os parametros de qualidade foram analisados imediatamente a seguir

acolheita e, no final, foram feitos trés sumos de uma amostra composita de cada variedade

(5 frutos x sumo), em que foram retiradas amostras de 5 mL de cada um deles, apds

homogeneizacdo. Estas amostras foram em seguida congeladas a -20°C, até ao momento

das analises cromatograficas.

Tabela 5 — Codigos de identificacdo das amostras congeladas, segundo a variedade, 0 ano e o sumo.

Pera 2021
Sumo | Carapinheira Carapinheira Torres BelaFeia Amorim -2mpe-0s-
Roxa Novas dedos
1 Cl CR1 TN1 BF1 Al L1
2 C2 CR2 TN2 BF2 A2 L2
3 C3 CR3 TN3 BF3 A3 L3
Magcé 2021
Sumo Noiva Pardo Lindo Péro de Réro Repinau
Borbela Coimbra
1 N1 PL1 PB1 PC1 R1
2 N2 PL2 PB2 PC2 R2
3 N3 PL3 PB3 PC3 R3
Pera 2022
Sumo | Carapinheira Carapinheira Torres BelaFeia Amorim -mpe-os-
Roxa Novas dedos
4 C4 CR4 TN4 BF4 A4 L4
5 C5 CR5 TN5 BF5 A5 L5
6 C6 CR6 TNG6 BF6 A6 L6
Maca 2022
Sumo Noiva Pardo Lindo Péro de Réro Repinau
Borbela Coimbra
4 N4 PL4 PB4 PC4 R4
5 N2 PL5 PB5 PC5 R5
6 N3 PL6 PB6 PC6 R6
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2.2. Reagentes

Na determinagdo dos parametros fisico-quimicos, nomeadamente na titulagdo

acido-base, foi usada uma solugéo de hidroxido de sdédio (NaOH, Marca Merck) a 0,5 N.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, os principais reagentes usados,
destinaram-se a preparacdo da curva de calibracdo dos padrbes de glucose, sacarose,

frutose e sorbitol:

e D-glucose anidra (CsHi20s), pertence a Fisher Scientific,
e D(+)-Sacarose (Ci2H22011), do laboratorio Scharlab S.L.,
e D-Frutose (CsHi20s), pertence a ThermoFisher, com pureza de 99%,

e D-Sorbitol (CsH14Os), pertence a ThermoFisher, com uma pureza de 98%.

Todos os reagentes foram abertos no inicio dos trabalhos, assim como estiveram

sempre armazenados num local ao abrigo da luz e da humidade, a temperatura ambiente.

A &gua Mili-Q que foi usada na preparacdo das solucGes e como eluente
cromatografico, foi obtida nos laboratérios de Quimica do Instituto Nacional de

Investigacdo Agréria e Veterinaria, 1.P. do Polo de Oeiras.

2.3. Preparacao de solu¢des padrao

Preparam-se sete solu¢fes padrdo de cada um dos agucares a analisar (glucose,

sacarose, frutose e sorbitol), nas concentracdes de 50, 25, 12.5, 7.5, 5, 2.5,1 mg/mL.

Para tal, primeiramente foi preparada a solucéo padrdo mée, de concentracdo mais
elevada e posteriormente, realizaram-se diluicbes com agua Mili-Q de modo a obter as

seguintes concentragoes.
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25 mg/mL
12.5 mg/mL

Solucéo padrao de 50 mg/mL 7.5 mg/mL

5 mg/mL
2.5 mg/mL

1 mg/mL

Com o objetivo de verificar se todos os acglcares estavam bem identificados e
separados e se eluiam com uma boa separacdo, foi preparada também uma solugéo padréo
com todos os agUcares juntos, com uma concentracao final de cada acucar de 50 mg/mL.

Posteriormente, foram realizadas as mesmas diluicdes mencionadas acima.

2.4. Equipamentos

Nas diferentes analises da qualidade dos frutos, apos a colheita, foram usados 0s

seguintes equipamentos:

e Paquimetro digital Comecta (Comecta S.A., Barcelona, Espanha)
e Balanca digital KERN

e Colorimetro Minolta CR 400 (Konica Minolta Inc., Tokyo, Japdo)
e Titulador automatico HANNA (HANNA Instruments, Romania)
e Penetrometro TR Turoni (Turoni, Italia)

o Refratdmetro digital HANNA (HANNA Instruments, Romania)

e Estufa (Memmert)

e Balanca de preciséo - Series 320 XB 320 M (Precisa)

Para a preparacao das amostras para anélise no HPLC:

e Centrifuga — Megafuge 16R (Thermo Fisher Scientific)
e Vortex — LP Voxter Mixer (Thermo Fisher Scientific)
e Balanca de precisdo - Series 320 XB 320 M (Precisa)

e Placa de agitagdo magnetica
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Filtros Hidrofilicos 0,22um, ndo estéreis, Clarify Syringe Filters
(Phenomenex)

Equipamento de HPLC (Figura 6) — Equipado com uma bomba P680
(Dionex, Thermo Fisher Scientific, USA), um injetor de amostras
automético ASI-100 (Dionex, Thermo Fisher Scientific, USA), um
compartimento da coluna termostatizado TCC-100 (Dionex, Thermo
Fisher Scientific, USA), um detetor de arranjo de fotodiodos PDA-100
(Dionex, Thermo Fisher Scientific, USA) e um detetor de indice de
refragdo 2142 (LKB Bromma, Sweden). Usou-se a coluna de separacao
Rezex RCM-monosaccharide Ca +2 (8%) de dimensfes 300 x 7.8 mm
(Phenomenex, USA), especifica para a separacdo de monossacarideos e de
alcoois de acucar. Os dados foram recolhidos por uma interface de
cromatografia universal UCI-50 (Dionex, Thermo Fisher Scientific, USA)
e tratados pelo software informatico Chromeleon Software, versdo
7.2.4.8179 (Dionex, USA).

Figura 8 - Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia usado.

24



2.5. Procedimento experimental
2.5.1. Determinagdo de Parametros fisico-quimicos

Para as andlises biométricas foi usado um paquimetro digital para as
determinac6es do diametro e da altura, e os resultados foram expressos em milimetros. O
diametro foi medido na zona equatorial de maior diametro, como se pode observar pela

Figura 9, enquanto que a altura corresponde & maior distancia longitudinal.

Figura 9 - Determinacdo do didmetro.

A massa dos frutos, em gramas, foi determinada usando uma balanca analitica

digital, sendo cada fruto pesado individualmente.

A cor da epiderme dos frutos foi determinada a colheita, utilizando-se um
Colorimetro Minolta CR 400 de acordo com o padrdo C.I.LE L*a*b* (Figura 10), onde
L* expressa o grau de luminosidade da cor medida (L* =100 = branco; L* = 0 = preto);
os valores a* e b* expressam a componente cromatica do vermelho/verde e amarelo/azul,
respetivamente e foram utilizados para calcular o angulo Hue, °h = arctan (b*/a*) que
expressa a intensidade da tonalidade da cor (valor de °h = 0° = cores purpuras; °h = 90° =
coloragéo amarelada; °h = 180° = coloragédo verde azulada; °h = 270° = coloracdo azul).
Para determinacdo destes parametros foram realizadas trés leituras em pontos

equidistantes na regido equatorial dos frutos (Figura 11).
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-b*

Figura 10 - A: Imagem tridimensional de cores CIELAB, em que L* representa a luminosidade.
B: Imagem bidimensional de cores CIELAB, em que H representa o angulo da tonalidade e C
representa a saturacao (58).

Figura 11 - Determinac&o da cor.

Para a determinacdo da firmeza, removeu-se a epiderme do fruto em trés zonas
equatoriais equidistantes e efetuou-se a medicdo usando um penetrometro Agrosta 14
USB (Figura 12), com uma ponta de 8 mm de didmetro para peras e de 11 mm de didmetro
para magas. Os resultados foram expressos em kg/0.5 cm? no caso das peras e em kg/cm?
nas magcas.
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Figura 12 - Determinag&o da firmeza.

Para a determinacdo dos sélidos solaveis totais (SST) foram cortados quartos de
frutos e espremidos de forma a retirar algumas gotas de sumo. O teor em sélidos sollveis
totais foi avaliado por refratometria e os resultados foram expressos em °Brix. Para tal
utilizou-se um refratdmetro digital HANNA (Figura 13) previamente calibrado com agua

destilada, e com uma precisdo de £0.2 °Brix.

Figura 13 - Determinacgéo do teor de solidos sollveis.

A determinacdo da massa seca foi realizada através do corte dos frutos, em fatias
finas, até obter aproximadamente 10g de polpa com casca. As amostras foram colocadas
em formas de aluminio e deixadas na estufa a 70°C, durante 48h. Foi realizada a medicao
do peso inicial e 48h depois, o peso final, na balanga de preciséo Precisa XB 320M, até
peso constante.
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Para a determinacédo da acidez, do indice de qualidade e consecutivamente para a
técnica de HPLC, foram feitos trés sumos com cinco frutos de cada variedade.

A acidez titulavel (AT) foi determinada com recurso a volumetria acido-base e
expressa em gramas de acido malico por litro de sumo. Para a determinacao utilizou-se
um titulador automatico HANNA (Figura 14) previamente calibrado com solugdes
padrdo. As amostras foram homogeneizadas e cerca de 5 mL do sumo foi diluido com
agua destilada até um volume final de 50 ml, e utilizado para a titulacdo. As
determinac6es foram realizadas através do debito de hidréxido de sodio (NaOH) a 0,5 N,

até um pH final de 8,2.

Figura 14 - Determinacéo da acidez.

Para determinar o indice de qualidade, usou-se a equaco do indice de Thiault
(Eq. 1), tendo em conta os valores da acidez total obtidos nos trés sumos e os valores do
teor de sélidos soluveis totais.
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2.5.2. Determinacéo de agucares pela técnica de HPLC

As amostras que se encontravam no congelador a -20°C, foram descongeladas,
homogeneizadas e diluidas 1:7 (v/v) em agua bi-destilada fria. Em seguida, foram
homogeneizadas recorrendo-se ao vortex e seguidamente centrifugadas a 12000 rpm,
durante 10 min, a temperatura de 4°C. Posteriormente, foram filtradas com um filtro 0,22

pm e congeladas até analise.

A analise foi realizada através de HPLC com auxilio de um detetor PDA e outro
IR. A coluna de separacdo Rezex RCM-monosaccharide Ca +2 (8%) encontrava-se
aquecida a 60°C. Nos frascos foram colocados 500 ul de cada amostra e injetou-se um
volume de 40 pl de solugdo para analise, a um fluxo de 0,6 mL/min. A fase mével foi

agua ultrapura, desgaseificada. A andlise teve a duracdo de 30 min para cada injecéo.

2.5.3. Tratamento de dados

A analise estatistica dos dados foi realizada recorrendo ao programa informatico
RStudio 2023.03.1 (2009-2023 Posit Software, PBC). As meédias dos resultados foram
analisadas estatisticamente com nivel de confianca de 95% (p<0,05) através de uma
andlise de variancia (ANOVA) a um fator. Recorreu-se ainda o teste de Tukey para
calcular a existéncia de diferencas significativas entre as médias das variaveis em anélise.
Para avaliar os pressupostos da ANOVA, realizaram-se os testes de Levene e de Shapiro-
Wilk.

Quando os pressupostos para a realizacdo da ANOVA ndo foram verificados,
realizou-se o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn de comparacdes maultiplas

com ajuste do valor de p pelo método de Bonferroni.
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3. Resultados e discussao
3.1. Andlise dos parametros de qualidade

No presente estudo, para a analise dos pardmetros de qualidade sé foi tido em
conta o ano de 2022, em que foram analisadas 6 variedades de pera, 20 frutos/variedade,
e 5 variedades de macd, 15 frutos/variedade. O nimero de amostras de maca variou,
relativamente a pera, devido a escassez de producéo, principalmente da macé ‘Noiva’ e

‘Péro de Borbela’.

3.1.1. Peso, Altura, Diametro e A/D (altura por diametro)

Nas amostras de peras estudadas, o0 peso, a altura e o didametro sdo bastante
heterogéneos e variam, ndo s6 de variedade para variedade, como dentro da prépria
variedade (Tabela 6).

A pera ‘Amorim’ apresenta a menor dimensao e consequentemente 0 menor peso,
seguida da variedade ‘Lambe-0s-dedos’. Por oposi¢do, a ‘Carapinheira Roxa’ ¢ a pera

mais pesada e com maior diametro ou calibre.

Relativamente a forma, os frutos das variedades ‘Carapinheira’ e ‘Carapinheira
Roxa’ sdo os mais arredondados (relagdo A/D proxima a 1), sendo que as peras ‘Bela

Feia’ e ‘Amorim’ apresentam formas mais alongadas (Tabela 6 e Figura 4).

Tabela 6 - Peso, altura, diametro e relacdo A/D das variedades regionais de pera. Letras diferentes na
mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=20.

_ Diametro
Variedade Peso (g) Altura (mm) A/D
(mm)
Carapinheira | 100,45+13,10b 57,83+6,06b 58,58+3,35b 0,99+0,11bc
Carapinheira
116,88+1557a  58,53+4,04b 61,82+2,82a 0,95+0,05¢
Roxa
Torres Novas 82,30+7,31c 58,40+4,39b 54,85+1,78¢c 1,06+0,07ab
Bela Feia 96,70+13,65b 63,95+4,85a 56,29+2,84bc 1,14+0,07a
Amorim 64,78+5,20d 54,59+3,55h 49,45+1,42d 1,10£0,07a
Lambe-os-
ded 69,51+7,77d 55,07+3,55b 51,40+3,96d 1,08+0,10a
edos
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No caso das magas, os frutos das variedades ‘Repinau’ e ‘Péro de Borbela’ sdo as
que apresentaram frutos de maior tamanho e peso (Tabela 7), sendo as magas ‘Péro de

Coimbra’ as de menor calibre, seguidas pelas ‘Pardo Lindo’.

Estas observacdes vao ao encontro do previamente descrito para estas variedades
(Patricia Vicente, comunicacao pessoal), embora estes parametros possam variar com as
condicdes de cada ano em particular (ex. condi¢bes climatoldgicas, nutricdo, rega, etc).
Importa destacar que neste ensaio as praticas culturais (nutricao, rega, poda, etc.) foram

as mesmas para todas as variedades em estudo.

Tabela 7 - Peso, altura, diametro e relacdo A/D das variedades regionais de maca. Letras diferentes na
mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=15.

_ Diametro
Variedade Peso (9) Altura (mm) A/D
(mm)
Noiva 99,58+18,50b 50,56+4,62c 64,37+3,68ab  1,28+0,09a
Pardo Lindo 84,98+8,58b 53,62+2,71c 62,44+10,66b  1,17+0,19a

Péro de Borbela 119,39+19,93a  58,09+6,26b 69,31+4,91a  1,20+0,12a
Péro Coimbra 95,90+12,59b  61,32+4,19ab  60,71+2,99b  1,01+0,05b

Repinau 120,07+12,07a  65,38+3,10a  65,69+2,22ab  1,00+0,07b

Quanto a forma, os frutos das variedades ‘Péro de Coimbra’ e ‘Repinau’ sao

arredondados, sendo os restantes mais achatados (Tabela 7 e Figura 3).

3.1.2. Cor

A coloracdo das peras variou significativamente entre as variedades em
observacdo. A variedade ‘Bela Feia’, assim como a ‘Carapinheira’ apresentaram valores
de °Hue mais elevados (>90°), o que indica tonalidades amarelas ligeiramente
esverdeadas. Por oposicdo, a ‘Carapinheira Roxa’ é a pera com menor °Hue, indicando

uma tonalidade amarela mais avermelhada (Figura 15).
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Figura 15 — Tonalidade (°"Hue médio) das variedades regionais de pera. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis, para p < 0,05 e n=15. Legenda:
‘Carapinheira’(C), ‘Bela Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L),
‘Carapinheira Roxa’(CR).

Tabela 8 — Valores médios dos parametros colorimétricos L*, a*, b* e C*, das variedades regionais de
pera. Letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey
para p < 0,05 e n=20.

Variedade L* a* b* C*
Carapinheira 55,43+4,37cd  -12,16+4,86d  37,18+5,23cd  39,31+5,99cd
Carapinheira Roxa | 53,849+8,17d 2,09+£12,44a 39,539+8,7bc  41,86+0,05bc
Torres Novas 62,96+7,32a -7,26+12,21c 36,06+7,64d 39,01+5,98d
Bela Feia 52,852+3,60d  -11,42+3,32d  36,58+2,34cd 38,46+2,34d
Amorim 59,27+45,74b -2,66+7,17b 44,59+5,27a 45,27+4,92a
Lambe-os-dedos 50,63+4,07bc -0.76%2,84ab 42 57+1,96ab 42,91+1,92ab

As peras com maior luminosidade, ou seja, maiores valores de L*, foram a
variedade ‘Torres Novas’ e a ‘“Amorim’, ao contrario da variedade ‘Lambe-0s-dedos’ e
‘Bela Feia’ que apresentam valores mais baixos (Tabela 8). No que diz respeito aos
valores de *C, a variedade ‘Bela Feia’ tem menor saturacdo e intensidade de cor da
epiderme, em oposicdo a ‘Amorim’ que apresenta maior saturagdo, pois apresenta
maiores valores de *C, como pode observar-se na Tabela 8. Ainda é possivel comparar
os valores das coordenadas colorimétricas a* e b*, onde a ‘Carapinheira Roxa’ apresenta
tons amarelo-avermelhados, enquanto que as restantes variedades exibem tons amarelo-

esverdeados (Tabela 8 e Figura 4). No caso das variedades ‘Torres Novas’ e
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Carapinheira’, estas podem apresentar uma tonalidade ligeiramente avermelhada na face

exposta ao sol, devido a escaldéo solar (Figura 4).
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Figura 16 — Tonalidade (°Hue médio) das variedades regionais de maca. Letras diferentes indicam
valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis, para p < 0,05 e n=15. Legenda: ‘Péro
Coimbra’(PC), ‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).

Relativamente a coloracdo das macgds em estudo, observam-se diferencas
significativas entre as variedades (Figura 16). As variedades com frutos mais
avermelhados sdao a ‘Noiva’ e o ‘Péro de Borbela’, uma vez que sdo as que apresentam
valores mais baixos para o parametro de °Hue. Por oposicdo, as variedades ‘Péro
Coimbra’ e ‘Repinau’ sdo as que apresentaram valores mais elevados de °Hue (>90°),
indicando tonalidades amarelo-esverdeadas (Figuras 3 e 16).

Tabela 9 - Valores médios dos parametros colorimétricos L*, a*, b* e C*, das variedades regionais de

maca. Letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste Tukey
para p < 0,05 e n=15.

Variedade L* a* b* C*
Noiva 39,09+4,57d 29,42+45,31a 22,84+4,62d 38,48+1,89d
Pardo Lindo 55,07+3,38b 8,01+4,85b 47,25+2,63b 48,41+2,58¢
Péro de Borbela 50,10+5,34c 23,64+7,49a 27,28+4,50c 39,01+2,34d
Péro Coimbra 66,79+1,68a -18,51+3,52¢ 51,91+1,98a 55,47+2,25a
Repinau 66,39+2,28a -13,54+8,42¢ 49,44+4 14ab 52,38+3,90b

A variedade com maior luminosidade corresponde a mac¢é ‘Péro Coimbra’, sendo
a ‘Noiva’ a variedade menos luminosa, por apresentar um L* mais baixo (Tabela 9). A
variedade ‘Péro Coimbra’ tem uma coloracdo mais saturada quando comparada com as
restantes variedades, indicado pelos valores mais elevados de C*, ao contrario da ‘Noiva’

que tem valores mais baixos e consequentemente menor intensidade da coloracdo da
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epiderme. No que diz respeito aos valores de a* e b*, as variedades ‘Péro Coimbra’ e
‘Repinau’ apresentam tons amarelo-esverdeados, enquanto que as restantes variedades

exibem tons vermelho-amarelados (Tabela 9 e Figura 4).

3.1.3. Firmeza

As peras das variedades regionais diferem significativamente relativamente a
firmeza média, sendo a variedade ‘Lambe-0s-dedos’ a que apresenta uma maior firmeza
(Figura 17).

Pelo contrario, a ‘Carapinheira Roxa’ tem a menor firmeza média, a semelhanca
da pera ‘Torres Novas’. Sendo estas duas variedades as que apresentam menor firmeza,
poderdo apresentar uma vida Util mais curta, uma vez que estdo mais suscetiveis a danos
fisicos, por exemplo, durante o transporte ou armazenamento, e consequentemente a
colonizacgdo por agentes patogénicos (82).

a
b
¢ c
I I d d
L A BF C N CR

Variedades Regionais

Firmeza média (kg/0,5cm?)
o [l N w N (6] [e2] ~ (0]

Figura 17 - Firmeza média das variedades regionais das peras. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis, para p < 0,05 e n=20. Legenda:
‘Carapinheira’(C), ‘Bela Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L),
‘Carapinheira Roxa’(CR).
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Figura 18 - Firmeza média das variedades regionais de maca. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis, para p < 0,05 e n=15. Legenda: ‘Péro
Coimbra’(PC), ‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).

Nas macas, a firmeza média varia significativamente, sendo a variedade ‘Repinau’
a que apresenta maior firmeza (Figura 18). A maca ‘Péro de Borbela’ foi a variedade que
apresentou menor firmeza, seguida pela ‘Noiva’. No seguimento do referido
anteriormente para as peras, € espectavel que estas ultimas variedades apresentem um

tempo de vida Gtil mais curto que as restantes, cuja firmeza é superior.

3.1.4. Acidez total

Em geral, as diferentes variedades de pera mostram valores de acidez titulavel
significativamente diferentes, com excecao das variedades ‘Carapinheira’ e ‘Carapinheira
Roxa’ que sdo muito semelhantes (Figura 19). As peras ‘Lambe-o0s-dedos’ séo as que
possuem maior acidez total, comparativamente com as restantes. Em principio, esta
variedade sera menos suscetivel a colonizacdo por patégenos, ndo estando numa fase
muito avancada da sua maturacdo. A relacdo entre valores de acidez mais elevados e
menor suscetibilidade ao ataque por patdgenos, principalmente fungos, ja foi amplamente
descrita por outros autores (83).

Por sua vez, a ‘Torres Novas’ € a variedade que possui menor acidez
(aproximadamente menos 70% de acidez titulavel que a variedade ‘Lambe-0s-dedos’).

Tendo em conta que esta mesma variedade € a que possuia a menor firmeza, podera estar
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numa fase de maturagdo mais avangada e poderd ja haver uma diminuicdo da qualidade

organolética da mesma.

Varledades Reglonals

w A~ O,
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N

Figura 19 - Acidez total média das variedades regionais das peras. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Carapinheira’(C), ‘Bela
Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L), ‘Carapinheira Roxa’(CR).

Relativamente a acidez total nas macas, os valores foram consideravelmente mais
baixos que os das peras (<3 g ac. malico/L) e ndo se verificaram muitas diferengas nos
valores entre as diferentes variedades, ao contrario do observado nas peras. A ‘Noiva’ é
a variedade que possui maior acidez total, cerca de 2,85 g de &cido malico/L, sendo assim

a maga mais acida (Figura 20).

Por sua vez, a ‘Péro Coimbra’ € a variedade com menor quantidade de &cido

malico, podendo encontrar-se num estado de maturagdo mais avangado.
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Figura 20 - Acidez total média das variedades regionais de maga. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Péro Coimbra’(PC),
‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).
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Os resultados apresentados apresentam diferencas significativas (Figura 20).

3.1.5. Teor de solidos soluveis

No que diz respeito ao teor de sélidos soluveis totais, todas as variedades de pera
mostraram valores muito elevados, superiores a 14,5 °Brix. A variedade regional com
maior teor foi a ‘Carapinheira Roxa’, com 17 °Brix, ja as variedades ‘Torres Novas’ e
‘Carapinheira’ apresentaram menor teor de sélidos solGveis, como pode apreciar-se na
Figura 21. Desta forma, percebe-se que a ‘Carapinheira Roxa’ é a pera mais doce e que a
‘Carapinheira’ a que apresenta menor dogura, embora todas apresentem uma dogura
consideravelmente elevada, conforme ja foi referido.
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Figura 21 — Teor médio de solidos solGveis das variedades regionais das peras. Letras diferentes indicam
valores significativamente diferentes pelo teste Kruskal-Wallis, para p < 0,05 e n=20. Legenda:
‘Carapinheira’(C), ‘Bela Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L),

‘Carapinheira Roxa’(CR).

Quanto as macas, a variedade com maior teor de sélidos soluveis foi a ‘Pardo
Lindo’, com 17,2 °Brix e a variedade com menor teor foi a ‘Péro Coimbra’, com 13,8

°Brix e logo a seguir a ‘Péro de Borbela’, com 14,1 °Brix (Figura 22).
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Figura 22 — Teor médio de solidos sollveis das variedades regionais de maca. Letras diferentes indicam
valores significativamente diferentes pelo teste Tukey, para p < 0,05 e n=15. Legenda: ‘Péro
Coimbra’(PC), ‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).

3.1.6. indice de qualidade

Através da equacdo do indice de Thiault (Eg. 1), obtiveram-se 0s resultados

apresentados nas Figuras 23 e 24, de pera e maca, respetivamente.

Nas peras, a variedade ‘Lambe-0s-dedos’ apresenta o maior indice de qualidade
(1Q=223,66), bastante superior ao valor recomendado de 180, sendo, portanto, a
variedade que apresenta melhor qualidade. Por oposi¢do, a variedade ‘Torres Novas’ € a
que tem um indice menor (1Q=160,07) e é inferior ao recomendado de 170. Assim, esta
pera ndo apresenta o valor minimo aceitavel de qualidade a colheita. Este baixo indice de

qualidade deve-se principalmente ao facto de esta variedade apresentar baixos valores de

acidez total (Figura 23).

A variedade ‘Bela Feia’ apresenta uma qualidade aceitavel (180>1Q>170),
enquanto que a ‘Lambe-0s-dedos’, a ‘Amorim’, a ‘Carapinheira Roxa’ e a ‘Carapinheira’

apresentam uma qualidade de exceléncia (1Q>180).
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Figura 23 — indice de qualidade médio das variedades regionais de pera. Letras diferentes indicam
valores significativamente diferentes pelo teste Tukey, para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Carapinheira’(C),
‘Bela Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L), ‘Carapinheira Roxa’(CR).

No que diz respeito as magas, a ‘Pardo Lindo’ é a variedade com maior qualidade,
comparativamente as restantes. A ‘Noiva’ também apresenta uma qualidade de
exceléncia, contudo, inferior ao ‘Pardo Lindo’. Todas as restantes variedades ndo exibem
um valor minimo aceitavel de qualidade na época de colheita, ou seja, 0s seus 1Q sdo

inferiores a 170.

De uma forma geral, os valores de acidez e solidos solUveis totais nas peras sao
muito superiores aos apresentados nas macés, o que faz com que o valor do indice seja
maior. Um exemplo ¢ a ‘Péro Coimbra’ que apresenta baixa acidez e baixa dogura,

resultando num indice de qualidade baixo.

Assim, as variedades ‘Péro de Borbela’, ‘Repinau’ e ‘Péro Coimbra’ nao
apresentam percecgdo sensorial de qualidade, uma vez que a relagdo TSS e AT ¢é baixa,

devido principalmente a baixa acidez (Figura 24).
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Figura 24 - indice de qualidade médio das variedades regionais de magca. Letras diferentes indicam
valores significativamente diferentes pelo teste Tukey, para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Péro
Coimbra’(PC), ‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).

3.1.7. Teor de matéria seca

A matéria seca nas variedades de pera varia significativamente, sendo que a
variedade ‘Lambe-o0s-dedos’ possui maior % de matéria seca apds 48h pesagem 70°C,
seguida das variedades ‘Amorim’, ‘Carapinheira Roxa’ e ‘Bela Feia’ (Figura 25). A

variedade com menor valor de matéria seca é a ‘Torres Novas’.

Neste caso, a variedade com maior quantidade de matéria seca ndo é a que tem
maior teor de sélidos solUveis totais. A matéria seca corresponde ao conjunto dos
acucares, amido, proteinas, minerais, entre outros, sendo que embora possa existir uma

relacdo de proporcionalidade, esta nem sempre se verifica.
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Figura 25 — Matéria seca média das variedades regionais de pera. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Tukey, para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Carapinheira’(C), ‘Bela
Feia’(BF), ‘Torres Novas’(TN), ‘Amorim’(A), ‘Lambe-0s-dedos’(L), ‘Carapinheira Roxa’(CR).

Nas macds também foram observadas diferencas significativas, sendo que a

variedade ‘Péro de Borbela’ é a que possui menor percentagem de matéria seca e a ‘Pardo
Lindo’ a maior quantidade (Figura 26).

No caso da ‘Pardo Lindo’ é a variedade com maior teor de solidos soltiveis e maior

quantidade de matéria seca, demonstrando a relacdo existente entre os dois parametros.
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Figura 26 — Matéria seca média das variedades regionais de macé. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes pelo teste Tukey, para p < 0,05 e n=3. Legenda: ‘Péro Coimbra’(PC),
‘Repinau’(R), ‘Pardo Lindo’ (PL), ‘Péro de Borbela’ (PB), ‘Noiva’ (N).
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3.2. Anélise de acucares por HPLC

Nesta parte do trabalho pretendeu-se implementar um protocolo de extracédo e
analise de acucares nas polpas das peras e das macas regionais. O grande desafio consistiu

na utilizacdo de um sistema de HPLC equipado unicamente com um detetor PDA.

A generalidade da bibliografia refere que a detecdo de acgUcares através
cromatografia liquida de alta eficiéncia com um detetor PDA néo é possivel, porque 0s
acucares nao absorvem radiacdo UV ou visivel (84). Contudo, um artigo mais recente
demonstra a semelhanca dos resultados na quantificacdo de actcares usando HPLC-IR e
HPLC-PDA (79).

Assim, numa primeira abordagem decidiu-se avancar com a determinacdo dos
acucares com uma coluna especifica para a separacdo de mono e dissacarideos e
utilizando um detetor PDA. Apds a injecdo de padrBes de sacarose, glucose, frutose e
sorbitol, em separado e em conjunto, percebeu-se que, conforme descrito na literatura
mais recente, era possivel separar e identificar o tempo de retencdo dos diferentes
acucares. A injecdo dos padrbes em diferentes concentracdes também permitiu achar a
equacdo da reta que relaciona a concentracdo dos aclcares com a area dos picos. Esta
curva de calibracdo permitiria posteriormente a quantificacdo dos acutcares nas diferentes

amostras.
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Figura 27 - Cromatograma exemplificativo dos padrdes de sacarose, glucose, frutose e sorbitol, usando
um detetor de arranjo de fotodiodos, com volume de injecdo de 10 pul, temperatura do forno a 60°C e
fluxo 0,6 ml/min.
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A Figura 27 corresponde a um cromatograma exemplificativo, obtido a partir da
injecdo de uma solucéo padrdo com os quatro agUcares, recorrendo ao detetor PDA. Como
se pode verificar neste cromatograma, 0s picos encontram-se bem isolados e passiveis de

se integrar e determinar a sua area.

Para a quantificagdo dos acUcares nas amostras de fruta, preparam-se trés sumos
de cada variedade, conforme foi referido na secgdo (n° 2.1.) dos Materiais e Métodos.
Estes sumos correspondem a repeticdes verdadeiras, dos quais s6 foram analisados 2
sumos, tendo sido o 3° reservado para possivel necessidade de analises adicionais. De

cada sumo foram realizadas 2 injecGes, ou seja, um total de 4 injecGes por amostra.

Apds as primeiras injecdes de amostras, rapidamente se percebeu que teriam de
ser realizadas alteragdes no processo de extracdo ou na metodologia de analise usada.
Como € possivel observar na Figura 28, o pico da sacarose encontra-se demasiado
proximo ou em sobreposicdo com um pico maior, 0 que impede de quantificar
corretamente a concentragdo de sacarose. Embora o perfil cromatografico seja diferente
consoante a variedade regional em estudo, em termos do nimero e tamanho dos picos que
aparecem no inicio do cromatograma, em todos 0s casos mantem-se a dificuldade para
integrar o pico da sacarose. Foi ainda feita uma tentativa de integracdo valley-to-valley,
mas o erro introduzido poderia ser grande e estar a quantificar a sacarose por defeito.

Os picos que aparecem nos cromatogramas das amostras a esquerda da sacarose,
e que ndo aparecem nos padrdes, correspondem muito provavelmente a material de alto
peso molecular procedentes dos tecidos das frutas e a aglcares neutros presentes em
menores concentragdes, que também sdo detetados pelo detetor PDA.
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Figura 28 - Cromatograma tipico das amostras de pera e maca, recorrendo ao detetor PDA, temperatura
do forno a 60°C e fluxo 0,6 ml/min.

Assim, com a finalidade de remover o material vegetal de elevado peso molecular
presente nas amostras, os filtros foram trocados por outros com menor tamanho de poro
(0,22 um) e testados. Baixou-se também o fluxo da fase mével e a temperatura da coluna,
com o intuito de melhorar a separacdo do pico de sacarose. Também foi testado o efeito
do congelamento sobre as amostras em estudo e diferentes métodos de extracdo.
Nenhuma destas alteragdes permitiu melhorar satisfatoriamente a separacdo dos picos,
tendo-se obtido as concentracfes apresentadas nas seguintes tabelas (Tabelas 10 a 13).
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Tabela 10 - Concentracdo dos acUcares solGveis nas diferentes variedades regionais de macd, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2021, foram
obtidos com um detetor PDA e volume de injecdo 10 ul. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente
diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra Repinau

Sacarose | 249,0+22,6a 130,0+59,1b

Glucose | 61,8+39,0a 77,8+18,6a
Frutose | 284,0+3,6d 303,0+5,0c
Sorbitol | 47,3+8,9a 45,042, 5a

249,0+4,7a
72,7+43,9a
383,0+11,6a
67,4+24,6a

277,0x1,6a  156,0+1,7b
48,2+8,4a 69,8+10,0a
343,0£3,6b  369,0+6,9a
57,1+4,8a 60,0+1,53a

Tabela 11 - Concentragdo dos agUcares soliveis nas diferentes variedades regionais de pera, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2021, foram
obtidos com um detetor PDA e volume de injecdo 10 ul. Cada valor corresponde a média de 4 inje¢des. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente
diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira

Carapinheira Roxa Torres Novas

Bela Feia

Amorim Lambe-os-dedos

Sacarose
Glucose
Frutose

Sorbitol

144,0+8,81c
144,0+17,7abc

532,0+21,9a

107,0+14,6¢

190,0+2,86a

94,1+13,5bcd
403,0+4,1b
193,0+10,4a

184,6+9,5ab
129,0+0,0ab
350,0+12,4c
146,0+9,29b

206,0+1,53a 162,0+6,75bc 159,0+0,9¢

142,0+25,9a
368,0+12,9¢c
204,0+4,5a

67,8+8,0d 74,2+26,3cd
275,0+3,9d 280,0+8,9d
188,0+1,7a 188,0+14,6a
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Tabela 12 - Concentracdo dos acUcares solGveis nas diferentes variedades regionais de macd, em mg/g de peso seco. Os dados séo referentes as amostras de 2022, foram
obtidos com um detetor PDA e volume de injecdo 10 ul. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente
diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra

Repinau
Sacarose | 199,0+£18,0a 188,0+12,9a 185,0£69,0a 248,0+26,2a  212,0+1,3a
Glucose | 62,5+13,8bc  150,0+19,5a 78,5+£20,8b 37,8+9,4c 47,9+10,9bc
Frutose | 346,0+4,5b  305,0+7,9d 444,0+5,2a 317,0£2,9c 321,0£3,5¢
Sorbitol | 32,9+1,71ab  44,3+1,9a 41,943,1ab 34,4+12,2ab 30,3+2,3b

Tabela 13 - Concentragdo dos agUcares soliveis nas diferentes variedades regionais de pera, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2022, foram
obtidos com um detetor PDA e volume de injecdo 10 ul. Cada valor corresponde a média de 4 inje¢des. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente
diferentes pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira Carapinheira Roxa Torres Novas

Bela Feia Amorim Lambe-os-dedos
Sacarose | 76,9+53,1c 342,0+1,0b 201,0£77,6bc 592 9+114,0a 232,0£25,9bc 121,5+1,2c
Glucose | 56,6+4,3bc 106,0+10,3ab 109,0+47,0a 92,6+10,0abc  50,2+6,0c 63,3+£21,6abc
Frutose 380,0+7,5a 382,0+34,7a 290,0+4,8b 284,0+1,2b 276,0+9,8b 397,0+£17,8a
Sorbitol | 212,0+18,2¢c 195,0+13,7¢c 138,0+10,0d 248,0+1,7b 207,0£2,6¢ 274,0+8,4a
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Importa referir que € comum obter desvios-padréo elevados neste tipo de analises
com frutas, ja que cada sumo é uma repeticdo verdadeira, ou seja, cada sumo é elaborado
a partir de um lote de 5 frutos diferentes, o que pode implicar uma grande
heterogeneidade. A quantidade de acUcar presente em cada um dos frutos varia e
consequentemente a quantidade de agucar em cada um dos sumos. Assim, para a mesma
variedade e para 0 mesmo ano, em sumos diferentes é normal existirem diferencas no que

respeita a concentracdo de agucares, gerando desvios-padréo elevados.

Como é possivel observar nas tabelas 10,11,12 e 13, alguns desvios-padrdo sdo
muito grandes, o que implica que além da heterogeneidade mencionada anteriormente,
existe provavelmente um grande erro introduzido na integracdo dos picos, como
consequéncia das condic¢des dos cromatogramas. Em geral, a sacarose e a glucose foram

0s compostos mais afetados, principalmente a sacarose.

Com o objetivo de ultrapassar este problema, testou-se uma nova abordagem,
consistente na implementacdo de um detetor de indice de refracdo (IR), facultado
temporariamente por outra instituicdo de ensino, o qual, sendo mais adequado para a
detecdo de acUcares, iria permitir comparar os resultados obtidos com o PDA e, se
possivel, introduzir melhorias na metodologia utilizada. Este detetor IR foi colocado no

circuito do sistema cromatografico, em série, logo a seguir ao detetor PDA.

Recomecou-se tudo do inicio, nomeadamente a injecdo dos diferentes padroes,
primeiro em separado e depois juntos, de forma a perceber se os picos estariam bem
isolados, nas mesmas condigdes usadas para o PDA. Contudo, o sinal emitido pelo detetor
IR era muito baixo e foi necessario aumentar o volume de injecdo de forma a reduzir o
ruido e a aumentar o sinal. Apds varios testes decidiu-se utilizar um volume de injecdo
de 40 pl.

Na Figura 29, é possivel observar um cromatograma tipico da injecdo de uma
solugéo com todos os padrdes, numa concentragdo de 50 mg/mL, recorrendo ao detetor
IR (A) e ao detetor PDA (B).
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Figura 29 - Cromatograma exemplificativo dos padr@es de sacarose, glucose, frutose e sorbitol, usando
um detetor IR (A) e um detetor PDA (B), com volume de inje¢do 40 pl, temperatura do forno a 60°C e
fluxo 0,6 ml/min.

Por comparacdo dos cromatogramas apresentados, percebe-se que o sinal da
sacarose e da glucose recorrendo ao detetor IR € maior do que usando o detetor PDA. Por
oposicdo, a frutose tem um pico maior quando é usado um detetor de PDA e o sorbitol

tem um sinal semelhante, usando ambos o0s detetores.

Na Figura 30, apresenta-se um cromatograma tipico, tanto de pera como de mac4,
usando um detetor de indice de refracdo. Neste caso, 0 cromatograma é referente a
variedade ‘Péro de Borbela’, sumo 2, do ano 2021. J& na Figura 31, observamos um
cromatograma obtido com um detetor de arranjo de fotodiodos, da variedade ‘Péro de

Borbela’, sumo 1, do ano 2021.
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Figura 30 - Cromatograma tipico das amostras de pera e macd, recorrendo ao detetor IR, temperatura do
forno a 60°C e fluxo 0,6 ml/min.
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Figura 31 - Cromatograma tipico das amostras de pera e maca, recorrendo ao detetor PDA, temperatura
do forno a 60°C e fluxo 0,6 ml/min.

No cromatograma do detetor IR, ndo foram detetados interferentes, ou seja, sO
aparecem 0s picos dos acucares de interesse. Contudo, a linha base apresenta algum ruido
e instabilidade. Esta inconstancia podera estar relacionada com o detetor, ja que 0 mesmo
era bastante antigo e ndo tinha controlador ou estabilizador automatico de temperatura,
para além de ser afetado com a temperatura exterior, que em algumas ocasifes
ultrapassava os 30°C. Na tentativa de baixar a temperatura da sala, ligou-se o ar
condicionado, mas o fluxo de ar frio provocava ainda mais instabilidade da linha base do
detetor.
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No caso do PDA, ndo houve um melhoramento consideravel dos picos de sacarose
e glucose com o aumento do volume de injecdo, sendo que ainda piorou ligeiramente o

pico da glucose.

Nas tabelas seguintes, apresentam-se os valores das concentra¢Ges de sacarose,
glucose, frutose e sorbitol das variedades regionais, dos anos 2021 e 2022. As tabelas 14,
15, 16 e 17 foram as concentracdes obtidas através do detetor PDA, enquanto que as 18,
19, 20 e 21 foram obtidas com o detetor IR.

Algumas concentracfes de sacarose e glucose tém desvios padrGes muito
elevados, principalmente no detetor PDA, podendo indicar novamente que ndo estéo a

ser bem quantificados.

Quanto as diferencas observadas para a mesma variedade entre os dois anos, isto
pode dever-se ao facto que a quantidade de acUcar na fruta, depender de varios fatores
para além do cultivar ou variedade, nomeadamente do estado de maturacdo, das condi¢es
edafo-climaticas, das préaticas culturas realizadas no pomar, assim como também do tipo

de stress a que é submetido (52).

As Figuras 32 e 33 representam a comparacado grafica das concentracfes de cada
um dos agucares usando o detetor PDA e IR, respetivamente. Em todas as variedades,

quer no PDA, quer no IR, a frutose € o acglcar que se encontra em maior concentracao.

Nas macas, a sacarose é o segundo aglicar em maior concentracdo e o sorbitol em
menor concentracdo em todos, a excecao do ‘Péro Coimbra’. Assim, de uma forma geral
as concentracdes dos agUcares parecem seguir um padrdo, em que a frutose se encontra

em maior quantidade, seguido da sacarose, glucose e por fim o sorbitol (Figura 33).

As peras, de uma forma geral, apresentam maior concentracao de sorbitol que as
macas. Contudo, ndo apresentam um modelo definido, variando muito dependendo da
variedade em estudo, mas a sacarose parece ser 0 aglicar presente em menor concentra¢do
em todos eles (segundo os dados obtidos com o detetor IR). A sacarose € 0 agucar que

exibe maior oscilacdo de valores, atendendo ao detetor usado (Figura 33).
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Tabela 14 - Concentracdo dos agUcares sollveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2021, foram obtidos com
um detetor PDA e volume de injecdo 40 pl. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes
pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra Repinau
Sacarose | 224,0+26,4ab 203,0£16,3b  214,0+17,8ab 263,0+0,6a 185,0+0,1b
Glucose 8,8+4,4c 8,5+2,6¢ 92,3+0,4a 59,2+34,0ab  26,4+16,2bc
Frutose | 272,0£9,3b  303,0+6,3b 369,0+22,0a 330,0+1,9ab  326,0+59,9ab
Sorbitol | 36,6+17,3a 40,9+6,3a 58,8+15,5a 48,3+13,4a 44,9+14,7a

Tabela 15 - Concentragdo dos acUcares solGveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados séo referentes as amostras de 2021, foram obtidos com
um detetor PDA e volume de injecdo 40 pl. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes
pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira Carapinheira Roxa Torres Novas Bela Feia Amorim Lambe-os-dedos

Sacarose | 131,0+58,1bc 152,0+£36,6ab 229,0+53,1a 65,3+20,5c 184,0+19,3ab  192,0+20,8ab
Glucose 136,9+1,5a 137,0+1,5a 78,9+0,5¢ 136,1+1,4a 8,5+4,5d 108,7+0,16b
Frutose | 496,0+14,5a 360,0+29,5b 338,0+4,5b  351,0+3,2b 253,0+16,2c 261,0+4,5¢c
Sorbitol 91,1+7,6C 177,045,2a 132,0+16,0b 188,0+8,7a 181,0+1,5a 172,0+2,5a
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Tabela 16 - Concentracdo dos agUcares sollveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2022, foram obtidos com
um detetor PDA e volume de injecdo 40 pl. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes
pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra

Repinau
Sacarose | 210,0+27,6b 116,0+3,1c 130,0+£37,9c

567,9+4,9a 13,8+1,1d

Glucose | 22,7+66,7bc 89,2+2,2a 15,5+11,0c 15,7+4.2¢ 53,8+30,3b
Frutose | 318,0+36,1b 294,0+9,01b 391,0+42,1a 309,0+2,5b  304,0+19,2b
Sorbitol | 17,1+2.4b 36,9+3,8a 21,1+0,2ab 23,1+15,5ab 19,1+6,25b

Tabela 17 - Concentragdo dos acUcares solGveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados séo referentes as amostras de 2022, foram obtidos com
um detetor PDA e volume de injecdo 40 pl. Cada valor corresponde a média de 4 injecdes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes
pelo teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira Carapinheira Roxa Torres Novas Bela Feia
Sacarose | 26,1+1,8bc 16,1+1,0c 166,0£61,7a 44,5+129bc 85,1+3,5b 80,2+12,4b

Glucose | 195,0+0,0bc 134,0+0,0bc 57,3+7,0c 532,0+48,2a  12,6%0,2c 260,0+102,0b
Frutose @ 301,0+55,1b 404,0+4,1a 296,0+8,4b 272,0+3,8b
Sorbitol | 160,0+43,0cd 199,0+3,3abc 130,0+18,7d

Amorim Lambe-os-dedos

257,0+3,4b 375,0+47,1a
228,0+3,8ab 184,0+5,1bc 243,0+23,4a
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Tabela 18 - Concentra¢do dos agUcares sollveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2021, foram obtidos com
um detetor IR e volume de injecdo 40 ul. Cada valor corresponde a média de 4 injecOes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes pelo
teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra Repinau
Sacarose | 218,0+9,65a 154,0+6,1b 210,0+45,4a 222,0+7,6a 145,0+8,8b
Glucose | 103,0+17,7a 121,0+10,3a 141,0+70,3a 88,1+41,7a 113,0+10,2a
Frutose | 250,0£26,6b 278,0+45,3ab  340,0+16,4a 291,0+26,1ab  296,8+22,3ab
Sorbitol | 84,0+21,2a  78,5+20,0a 101,0+46,3a 117,6+58,9a 89,4+21,6a

Tabela 19 - Concentragdo dos acUcares sollveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados sao referentes as amostras de 2021, foram obtidos com
um detetor IR e volume de inje¢do 40 pl. Cada valor corresponde & média de 4 inje¢des. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes pelo
teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira Carapinheira Roxa Torres Novas Bela Feia Amorim Lambe-os-dedos
Sacarose | 125,0+29,7bc 133,6+20,3bc 187,5+36,7a  85,9+21,2c 177,7+10,5ab 174,0+8,7ab
Glucose | 149,8+13,0ab 140,4+22,6ab 145,3+37,2ab  196,3+48,9a 122,9+8,4b 113,2+20,5b
Frutose | 451,7+23,5a 359,0+20,9b 325,9+12,8bc  345,8+57,1b 255,2+21,5ch 254,0+34,1d
Sorbitol | 112,6+7,5¢c 170,0+10,9ab 148,7+18,0b  199,2+16,3a  195,0+8,4a 187,0+21,7a
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Tabela 20 - Concentracdo dos agUcares sollveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados sdo referentes as amostras de 2022, foram obtidos com
um detetor IR e volume de injecdo 40 ul. Cada valor corresponde a média de 4 injecOes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes pelo
teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Noiva Pardo Lindo Péro de Borbela Péro Coimbra

197,0+8,7ab 176,0+18,1b
Glucose | 162,0+5,8a

Repinau
177,0+4,1b
138,0+4,3b 138,0£8,4b
366,0+18,2a 309,0+12,0b
132,0+28,9a 117,649,2a

Sacarose

201,0+15,4ab 219,0+26,1a
149,0+14,3ab 170,0+11,4a
Frutose | 298,0+7,9bc 270,0+13,9d

273,0+1,7cd
Sorbitol | 106,0+2,9a 115,0+28,0a

102,0+4,3a

Tabela 21 - Concentragdo dos acUcares solUveis nas diferentes variedades regionais, em mg/g de peso seco. Os dados séo referentes as amostras de 2022, foram obtidos com
um detetor IR e volume de injecdo 40 ul. Cada valor corresponde & média de 4 injecGes. Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes pelo
teste Tukey para p < 0,05 e n=4.

Carapinheira Carapinheira Roxa Torres Novas

Bela Feia Amorim Lambe-os-dedos
Sacarose | 82,2+10,2c 79,7+4,9¢ 182,0+2,0a 88,945,6¢ 127,0+1,4b 138,049,3b
Glucose | 158,0+18,0b 154,0+3,4b 203,0+2,1a  161,0£16,3b  148,0+2,0b 178,0+27,6ab
Frutose | 295,0+23,4bc 335,0+7,3ab 301,0£12,0abc  274,0+6,5¢c  251,0+11,1c 352,0+49,8a
Sorbitol | 194,0+21,8¢c 221,0+8,2abc 201,0+16,0bc  243,0+12,4ab 210,0+3,7abc 248,0+34,0a
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Figura 32 - Grafico de barras com as diferentes concentragdes de aglcares consoante a variedade regional em estudo. Este gréfico refere-se ao ano de 2021,
volume de inje¢do de 10 pl, usando um detetor PDA.
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Figura 33 - Gréfico de barras com as diferentes concentragdes de aglcares consoante a variedade regional em estudo. Este grafico refere-se ao ano de 2022,
volume de injecdo de 40 pl, usando um detetor IR.
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Comparando os resultados da concentracdo, para 0 mesmo ano, Com 0 mesmo

volume de injecdo (40 ul), mas usando detetores diferentes, percebe-se que:

e A glucose apresenta valores muito mais baixos quando se usa o detetor
PDA, comparativamente com o IR, em ambos 0s anos.

e No ano 2022, para as variedades de macd, o sorbitol apresentou valores
mais baixos, usando o PDA e maiores com o IR.

e Pontualmente, os valores de sacarose também diferem entre o detetor PDA
e IR.

Pelo exposto, verifica-se que, nas condicfes experimentais utilizadas neste
trabalho, ndo foi possivel aferir com precisdo as concentracfes dos agUucares presentes nas
amostras. No caso da utilizacdo do detetor PDA, seria preciso introduzir alteragdes no
protocolo de preparagdo das amostras, de forma a eliminar os compostos interferentes,
como por exemplo incluir uma etapa de didlise que permita separar 0os compostos de
elevado peso molecular. J& no caso do detetor IR, seria conveniente a utilizacdo de um
equipamento mais recente, com estabilizador de temperatura, que permita diminuir a

instabilidade e obter uma melhor relacgdo sinal-ruido.

No entanto, os resultados obtidos fornecem informacdo muito importante relativa ao

perfil de acUcares de cada variedade de pera e maca estudadas.
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4, Conclusoes

Algumas das variedades regionais de fruteiras estdo em vias de extingédo devido,
entre outros fatores, a intensificacdo da agricultura. A erosdo genética é uma realidade
que deve ser travada, pois para além de fazerem parte do patrimonio Portugués, possuem
caracteristicas qualitativas diferenciadoras e estdo melhor adaptadas as condic¢des edafo-

climaticas de cada regiao.

O estudo destas variedades permite conhecer as caracteristicas e valorizar 0s

atributos de qualidade das mesmas para que possam entrar no mercado.

Relativamente aos parametros de qualidade das variedades regionais em estudo,

percebeu-se que:

A pera ‘Lambe-0s-dedos’ possui uma qualidade de exceléncia relativamente as
restantes, com uma acidez e teor de matéria seca superior. A firmeza também apresentou
valores superiores as restantes, indicando que serd menos suscetivel a danos fisicos e
consequentemente terd um tempo de vida Util superior, embora seja das peras mais

pequenas.

A maga ‘Pardo Lindo’ apresenta um teor de solidos soliveis e de matéria seca
superior, demonstrando uma elevada qualidade relativamente as restantes. Contudo, ndo
é a variedade que apresenta maior firmeza nem maior acidez, sendo das macads mais

pequenas.

Foi possivel detetar e quantificar os agucares usando PDA, independentemente de
ndo terem cromdforos. Contudo, para a determinacdo exata da concentracdo de cada
acucar sao necessarias alteracdes no protocolo de preparacdo das amostras, de forma a

eliminar os compostos interferentes.

As concentragdes dos diferentes acglcares presentes na macgd aparentam um
padrdo, em que a frutose é o aglcar maioritario, seguido da sacarose, glucose e por ultimo,

0 sorbitol.

Nas peras, a frutose é o aglcar predominante em todas as variedades estudadas e
a sacarose minoritaria. O sorbitol encontra-se presente em maior quantidade nas peras,

comparativamente com as macas.
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Os resultados indicam que estas cultivares tém muito interesse, quer para o
consumidor, pelas suas caracteristicas organoléticas e nutricionais, quer para a industria

alimentar, como fonte de ingredientes naturais ricos em agucares.
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