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Tecnico

1. Introducao

Como as demais hortalicas, a cebola é um produto
altamente perecivel, o que determina importantes
perdas pds-colheita se nao forem observadas

as devidas técnicas de produgao, como ponto

de colheita, adequada cura, eficiente sistema

de armazenamento, cuidados no manuseio e no
transporte e outros (MORETTI; DURIGAN, 2002).
Todos estes fatores integrados sdo importantes e
interferem na conservacao e na qualidade final do
produto, haja vista que os bulbos séo estruturas
vivas e mesmo depois de colhidos, continuam os

seus processos fisiolégicos (BOEING, 2002; BRECHT

et al., 2007).

A qualidade pds-colheita relaciona-se ao conjunto de
atributos ou propriedades que tornam os produtos
agricolas apreciados como alimento. A manutencao
dos atributos de qualidade é afetada pelo mercado
de destino, como armazenamento, consumo /in
natura ou processamento. Entre as caracteristicas
fisicas e quimicas utilizadas para avaliar a qualidade
pés-colheita de hortalicas, destacam-se perda de
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massa fresca, firmeza, sélidos solliveis, acidez
titulavel, cor, pungéncia, pH, teor de fitoquimicos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005) e acao antioxidante.

Neste protocolo, sao relatadas as informacdes
necessdrias para a avaliacdo da qualidade quimica
e fisica em cebola, baseadas em adaptacdes

e modificacOes realizadas no Laboratério de
Pds-colheita da Embrapa Hortalicas.

2. Avaliacao da qualidade fisica
2.1 Perda de massa fresca

A perda de massa fresca (%) é mensurada pela
relacdo entre a diferenca do peso inicial e o final,
dividido pelo peso inicial e multiplicado por 100.

O peso inicial utilizado refere-se sempre a ultima
medicado. Para efetuar a pesagem usar balanca
eletronica e utilizar a média das bandejas, contendo
aproximadamente 10 bulbos. A determinacao da
perda de massa fresca baseia-se na metodologia
descrita por Finger et al. (1999).
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2.2 Firmeza

Determinada com auxilio de um penetrometro de
bancada, com ponta de prova de 5 mm de didmetro.
Devem-se realizar trés medidas na regiao equatorial
dos trés bulbos selecionados aleatoriamente, obtendo-
se a pressao requerida a penetracao em kgf. Converter
as leituras em unidade de Newton, multiplicando cada
medida por 9,82 N (COELHO, 1994).

2.3 Coloracédo pelo sistema L*a*b

As variacOes de cor externa nos bulbos sao
realizadas por colorimetria L*a*b*, por meio da
leitura direta no colorimetro de acordo com Minolta
Corporation (1994). Neste sistema de representacao
de cor, os valores de L*a*b* descrevem a
uniformidade da cor no espaco tridimensional,

em que o valor L* corresponde a quao claro ou
quao escuro é o produto analisado (O: preto; 100:
branco), os valores de a* correspondem a escala do
verde ao vermelho (a* negativo, verde; a* positivo,
vermelho) e os valores de b* correspondem a escala
do azul ao amarelo (b* negativo, azul; b* positivo,
amarelo). Realizar trés medidas na regido equatorial
da superficie do material vegetal intacto.

3. Avaliacdo da qualidade quimica
3.1 Preparo da amostra

Para as analises abaixo, obter extrato por meio de
trituracdao e homogeneizacdo em mix dos bulbos das
cebolas durante 1 minuto (100 g de cebola).

3.2 Acidez total titulavel

A determinacdo da acidez titulavel total é realizada
por método de volumetria 942.15 da Association
of Official Analytical Chemists - AOAC (2005).
Pesar 10 g da matéria fresca em 100 mL de agua
destilada num liquidificador durante 3 minutos.
Proceder a titulacdo com NaOH 0,1 mol.L" até pH
8,2 em titulador, onde considera-se que todo o acido
pirdvico, acido orgéanico predominante em cebolas,
tenha sido titulado. A acidez da solucado é expressa
em miliequivalentes de &cido pirdvico por kg de
matéria fresca.

3.3 Sélidos soluveis totais

A determinacao dos sélidos soluveis totais €
realizada por refratometria segundo o método

983.17 da AOAC (2005), a partir do exsudato das
amostras sobre a superficie do prisma, utilizando
refratdbmetro digital de mesa, e os resultados
expressos em °Brix. Antes da leitura da amostra,
calibrar o refratdbmetro com agua destilada.

3.4 Pungéncia

Este método determina, por espectrofotometria,

a quantidade total de 2,4-dinitrofenilhidrazina

que reage com grupos carbonilas e avalia o
desenvolvimento enzimatico do acido pirdvico
como medida do grau de pungéncia em cebolas.
A extracao do suco é realizada por meio da
trituracao dos bulbos de cebolas durante 1 minuto,
na proporcao de 1:1 (1 g de cebola: 1 mL de
agua destilada). Filtrar o triturado em papel de
filtro quantitativo (didametro 9 cm e porosidade

25 um) e deixar em repouso por 10 minutos. Em
tubos de ensaio, adicionar 0,5 mL do filtrado
(extrato), 1,5 mL de &cido tricloroacético 5%,
agitar posteriormente em vortex e deixar em
repouso por 1 hora. Apés este periodo, adicionar
18,0 mL de agua destilada e agitar novamente em
vortex. Para a determinacao do acido piravico,
transferir 1 mL da solucao anterior (suco) para
tubos de ensaio, adicionar 1 mL da solucao de
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), 1 mL de dgua
destilada e agitar em vortex. Colocar os tubos de
ensaio em banho-maria a 37 °C em 10 minutos.
Apés este periodo, resfriar em agua gelada
imediatamente apds a retirada do banho-maria.
Adicionar-se 5 mL de NaOH 0,6 mol.L", agitar em
vortex e deixar por 5 minutos para desenvolver a
cor amarela. A leitura das absorvancias é realizada
em espectrofotémetro a 420 nm, utilizando

o piruvato de sédio como padrao. Calcular a
pungéncia pela elaboracao da curva padrao do
piruvato de sédio em 6 concentracdes diferentes
(0O a 50 yumol.L'"). A determinacdo da pungéncia é
realizada usando reagente 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) pelo método descrito por Schwimmer e
Weston (1961), modificado por Anthon e Barrett
(2003).

3.5 Preparo do extrato etanélico

Pesar 3 gramas de amostra e adicionar 20 mL de
etanol 70%, em seguida, agitar a amostra por

1 hora em um shaker e ultrassonificar por 20
minutos. Apds homogeneizacao, filtrar utilizando
papel filtro quantitativo. Armazenar o sobrenadante
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em balao volumétrico de 50 mL. Submeter o
residuo retido no filtro a outra extracao e transferir
o sobrenadante para o baldo que contém o
sobrenadante da primeira extragao. Utilizar 10 mL
de etanol a 70% para lavagem final do residuo que
deve ser entao descartado. Completar o baldo para
o volume de 50 mL com etanol a 70%. Armazenar
os extratos em frascos de plastico com tampa, em
bandeja coberta com papel aluminio em freezer a -
4 °C.

O extrato etandlico é utilizado para determinar o
teor de fendlicos totais, quercetina e atividade
antioxidante.

amostra -3 g
|
—#  extragao com 20 mL de etanol 70%
|
agitagao por 1 hora em shaker
|
ultrassonificagio por 20 minutos
|
filtracdo

residuo J- sobrenadante

volume complelado para 50 mL

Figura 1. Esquema da extracdo das amostras de
cebola, segundo Nuutila et al. (2003), modificado
por Muniz, 2007.

3.6 Fenolicos totais

A obtencao do teor de compostos fendlicos
presentes nos bulbos de cebola é realizada pelo
método desenvolvido por Singleton e Rossi (1965),
modificado por Nuutila et al. (2003), empregando-
se o reagente de Folin-Ciocalteau. Este método
colorimétrico baseia-se na reducao dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico em solucao

alcalina e é o mais utilizado para a determinacao de
compostos fendlicos totais em alimentos. A cor azul
produzida pela reducao do reagente Folin-Ciocalteau
pelos fendlicos é medida espectrofotometricamente,
na faixa de absorgao visivel no comprimento de onda
de 735 nm.

Adicionar em tubos de ensaio de plastico, 200 uL

do extrato, 600 uL de etanol 70%, 400 uL de Folin-
Ciocalteau e 2000 uL da solucao de carbonato de
sédio (20% m/v). A mistura deve ser homogeneizada
em agitador de tubos, sendo adicionados mais

800 uL da solucao de carbonato de sédio (20%
m/v). Posteriormente, as amostras devem ser
centrifugadas em uma centrifuga por 3 minutos a
14000 rpm e mantidas em repouso por 20 minutos
em temperatura ambiente. Realizar a leitura da
absorvancia em comprimento de onda de 735 nm,
utilizando-se o espectrofotémetro UV-visivel. Utilizar
o acido galico como padrao. O célculo do teor de
fendlicos é realizado pela elaboracao da curva padrao
do acido galico em 7 concentragbes diferentes, entre
0,100 e 0,600 nug.mL".

3.7 Quercetina

A determinacao da quercetina é realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
segundo procedimento descrito por Lombard et al.
(2002), modificado por Muniz et al. (2007). Utilizar
cromatégrafo, com coluna C18 (CLC-ODS) em fase
reversa de 150 mm x 3,9 mm e com pré-coluna
C18, injetor automatico de 50 uL, detector de UV-
VIS no comprimento de onda de 362 nm, com
arranjo de fotodiodo e temperatura de 40 °C. A fase
moével é constituida dos seguintes eluentes: 98%
H,0: 1,9% THF : 0,1% TFA (solucéo A) e 100%
acetonitrila (solucédo B) sob o fluxo de 1 mL.min"".
Injetar 50 yL da amostra, realizar duas injecoes
separadas para cada extrato da amostra. A eluicao
é realizada por um gradiente, utilizando o seguinte
programa: (1) 17% da solucéo B, por 5 min; (2)
gradiente até 90% da solucao B, por 20 min; (3)
gradiente até 95% da solucdo B, por 1 min; (4) 95%
da solucado B, por 2 min; (b) gradiente até 17%

da solucao B, por 2 min; e (6) 17% da solucéao B,
por 20 min para equilibrar a coluna, totalizando um
programa de 50 min.

Como padrdo a quercetina aglicona (1 ug.uL') é
utilizada, injetar 10 ug.uL' com o tempo de retencéo
de aproximadamente de 15 minutos. O célculo

do teor de quercetina é realizado por meio da
elaboracao da curva padrao da quercetina aglicona
em 6 concentracoes diferentes, no intervalo de 10 a
100 ug.uL™.

Os resultados obtidos sao expressos em miligramas
de quercetina por kg de cebola fresca (mg.kg").

3.8 Atividade Antioxidante

A avaliacado da atividade antioxidante pelo sistema
b-caroteno/acido linoléico é realizada por meio de
ensaio espectrofotométrico baseado na descoloracao
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(ou oxidacao) do b-caroteno induzida pelos produtos
de degradacao oxidativa de um é&cido graxo (por
exemplo: &cido linoléico), segundo procedimento
descrito por Andarwulan et al. (1999) e Ismail

et al. (2004). Para o preparo da emulsao utilizar
b-caroteno diluido em cloroférmio (20 mg.mL™"),
adicionar 0,02 mL de acido linoléico e 0,2 mL de
Tween 20. Apds a evaporacao do cloroférmio a

45 °C por 10 minutos em evaporador rotatério,
adicionar 100 mL de dgua destilada a emulsao e
agitar por 1 hora a temperatura ambiente em shaker.
A mistura reativa, assim preparada, deve estar
limpida com absorvéancia entre 0,6 e 0,7 a 470 nm.
No tubo de ensaio, adicionar 5 mL desta solucao

a 0,2 mL dos extratos (1mg.mL" de b-caroteno).
Apds ser homogeneizada, a leitura é realizada em
espectrofotdbmetro a 470 nm, sendo esta a leitura
do tempo zero (tempo inicial). Colocar os tubos

em banho-maria (45 °C) e realizar a préxima leitura
apds 30 minutos. Utilizar o butil hidroxitolueno
(BHT) como padrao, substancia de uso tradicional
em alimentos e medicamentos como agente
antioxidante, preparado em metanol p.a. (0,1
mg.mL"' de BHT).

Todas as solucdes e emulsdes devem ser
previamente preparadas. O percentual da atividade
antioxidante € mensurado para designar o
descoramento do b-caroteno, por meio da seguinte
equacao matematica:

(Abs amostra inicial - Abs amostra final)
% AA = 1 - - x 100
(Abs controle inicial - Abs controle final)
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