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Resumo

Pyrus communis L. var. S.Bartolomeu € uma péra usada para produzir a péra passa de Viseu, um
produto tradicional portugués produzido por secagem ao sol. O produto final € um fruto pequeno, de cor
castanha-avermelhada, com propriedades eldsticas. As propriedades organolépticas que influenciam a
qualidade do produto final sdo a cor, o sabor e a textura, tendo os compostos fendlicos uma fungdo
importante nestes atributos. As procianidinas sdo os principais compostos fendlicos da péra de S.
Bartolomeu. Com o processamento a Péra Passa de Viseu, o conteido em compostos fendlicos diminui
64%, verificando-se que as procianidinas aumentam o seu grau de polimerizacdo, com diminui¢do da sua
extractabilidade.

Com o objectivo de desenvolver uma metodologia capaz de substituir a secagem solar tradicional,
foram processadas peras utilizando uma estufa solar estufa de convecc¢ado forcada e, em alternativa, um
tinel de ar quente, a 40 °C, sem exposicdo solar. Estas peras assim processadas foram comparadas com as
obtidas pelo método tradicional e com as peras ndo processadas. Os compostos fendlicos de cada uma das
amostras foram extraidos com solu¢des de metanol e de acetona/dgua (6:4, v:v) e a sua identificacio e
caracterizacdo foi feita por espectrometria de massa (ESI-MS e ESI-MS/MS).

A extractabilidade das procianidinas com grau de polimerizacdo entre 2 e 6 (DP2-DP6) € muito
afectada pelo processo de secagem e varia com o processo utilizado. Os polimeros das amostras nio
processadas e processadas em tuinel foram extraidos em maior quantidade pelo metanol do que os das
amostras que foram sujeitas a exposicao solar, tendo estes compostos sido extraidos em maior quantidade
com a solugcdo de acetona/dgua. Para além das procianidinas, o composto fendlico mais abundante nos
extractos foi o 4cido clorogénico. Foram também identificados, principalmente nos extractos das amostras
expostas a luz solar, isorhamnetina-3-Hex, canferol-3-Hex e quercetina-3-Hex.

1. INTRODUCAO

A Péra Passa de Viseu é um produto agro-alimentar tradicional portugués, resultante da
secagem da péra de S. Bartolomeu (Pyrus communis L.). E um fruto pequeno, de cor castanho-
avermelhada e com caracteristicas organolépticas unicas (Ferreira et al., 2002). Ao contrario da
maioria das peras, que possuem um sabor doce e macio, a péra de S. Bartolomeu apresenta-se
amarga e um pouco adstringente, tornando o seu paladar menos agraddvel ao seu consumo em
fresco. Deste modo, e de maneira a tornar mais apelativo o seu consumo, este fruto passou a ser
secado artesanalmente por exposicdo solar directa. Apds a colheita, as peras sdo descascadas e
expostas ao sol por cerca de 5 dias. De seguida sdo embarreladas por mais 2 dias, o que permite a
obtencdo de uma maior elasticidade do fruto. Segue-se uma segunda secagem (2-4 dias), apds a
espalma e o acondicionamento. Dado que este procedimento poderd ndo ser higienicamente
seguro, € necessario o desenvolvimento de uma metodologia capaz de substituir esta secagem
tradicional. A valorizacdo deste produto agro-alimentar tradicional passa também por uma
melhoria da producdo e qualidade do produto final. Neste contexto, torna-se premente adquirir

conhecimentos sobre as transformacgdes bioquimicas, quimicas e fisicas que ocorrem na péra
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secada e que conferem ao fruto secado as suas caracteristicas organolépticas singulares. Sao
varios os estudos referentes, por um lado, a caracterizacdo bioquimica e quimica da péra em
fresco (Hulme, 1958; Wrolstad et al., 1991) e, por outro lado, aos processos tecnoldgicos de
secagem de frutos (Broomfield, 1995; McBean et al., 1971). No entanto, sao ainda escassos 0s
estudos realizados acerca das alteragdes bioquimicas, quimicas e fisicas provocadas pela
secagem da péra. A cor, o sabor e a textura sdo propriedades organolépticas que influenciam a
qualidade do produto final e, deste modo, o seu valor comercial. As alteragdes da cor e do sabor
dos frutos que ocorrem durante o seu processamento estdo associados a presenca de compostos
fendlicos, em particular do 4cido cafeoilquinico, (+)-catequina, (-)-epicatequina e
proantocianidinas, também designados por taninos condensados (Macheix et al., 1990; Wrolstad
et al., 1991). No caso da péra de S. Bartolomeu, as proantocianidinas sdo essencialmente
procianidinas (96%), compostas maioritariamente por unidades de (-)-epicatequina (Spanos &
Wrolstad, 1992; Pascual-Teresa et al., 2000). No entanto, derivados do acido hidroxicindmico
(2%) representados, essencialmente pelo acido clorogénico, a arbutina (0,8%) e catequinas
(0,7%) estao também presentes. Com o processamento a Péra Passa de Viseu, o contetido em
compostos fendlicos diminui 64%, verificando-se que as procianidinas aumentam o seu grau de
polimerizacdo, com a diminuicdo da sua extractabilidade (Ferreira et al., 2002). Os compostos
fendlicos estdo também envolvidos em interacgdes (Renard et al., 2001) e em ligacdes quimicas
cruzadas (Ng et al., 1997) com polissacarideos pécticos, modulando as propriedades celulares e,

consequentemente, a textura das plantas (Faulds & Williamson, 1999).

2. EXPERIMENTAL
Na tabela 1 encontram-se descritas as caracteristicas das diferentes amostras de péra

utilizadas, assim como os respectivos métodos de secagem.

Tabela 1. Caracterizacdo das amostras

Amostra Condicoes de secagem Propriedades organolépticas
Fresca - Péra branca e bastante adstringente
Coimbra Tunel de ar quente, 40°C, sem Péra branca com zonas acastanhadas, pouco
exposicao solar eldstica, ndo brilhante e com alguma
adstringéncia
Viseu Estufa solar de convec¢io Péra castanha-avermelhada, elastica,
brilhante e com alguma adstringéncia
forcada
Tradicional Meétodo de secagem tradicional, Péra castanha-avermelhada, elastica,
com exposicao solar directa brilhante e com alguma adstringéncia




2.1. Extraccao e purificacido dos compostos fendlicos

O material exterior vermelho da péra secada foi separado e imerso em azoto liquido, tendo
sido posteriormente liofilizado. A amostra foi lavada com 200 mL de n-hexano (95%) a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética, durante 20 minutos para a remog¢ao de lipidos. O
material insolivel foi extraido com 3 x 200 mL de metanol a temperatura ambiente, sob agitagao
magnética durante mais 20 minutos, extraindo, deste modo, os polifendis de baixo peso
molecular, e dissolvendo os agucares e dcidos organicos. Os extractos de metanol foram
filtrados, concentrados (Ferreira et al., 2002) e extraidos com 3 x 200 mL de uma solugdo
acetona/dgua (6:4, v/v) a temperatura ambiente, para a extraccdo dos compostos fendlicos
polimerizados. As solucdes foram centrifugadas e os sobrenadantes concentrados (extractos de
acetona). O material insolivel foi congelado e liofilizado (residuo da extrac¢io). A excepgdo do
tratamento com n-hexano, todas as extrac¢des foram realizadas sob condi¢des dcidas (2% acido
acético v/v), evitando assim a oxidacdo dos compostos fendlicos. Os agicares existentes nos
extractos de metanol e de acetona foram removidos por extraccdo em fase sélida, com uma
coluna C18 (SPE, Supelco-Discovery 10 g), pré-condicionada com 20 mL de metanol, seguido
de 20 mL de 4gua. Os extractos (metanol e acetona) foram eluidos pela coluna C18 e lavados
com 2% de acido acético para remover os actcares (a presenca de actcares foi seguida pelo teste
de Dubois, por reaccdo com 4cido sulfdrico concentrado na presenca de fenol, a quente). Os
compostos fendlicos foram recuperados com metanol, concentrados e liofilizados (extractos de

metanol e acetona livres de actcares), (Passos et al., 2007).

2.2. Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

O método usado na quantificacdo da concentragdo total dos compostos fendlicos nas vérias
amostras de péra foi o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. A 0,5 mL de cada solugdo de
extracto purificado (1 mg/mL em acido acético 2% v/v), foram adicionados 250 uL de reagente
de Folin-Ciocalteau (Sigma). A mistura foi homogeneizada, tendo sido adicionados, de seguida,
1 mL de Na,CO; (200 g/L) e 3,25 mL de 4gua destilada, prefazendo um volume total de 5,0 mL.
A reaccao decorreu durante 2 h no escuro. Ao fim deste tempo, leram-se as absorvancias a 700

nm num espectrofotometro de UV/Vis (Ferreira et al., 2002; Guyot et al., 1998).

2.3. Analise por ESI-MS e ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos presentes nos varios extractos foram analisados e identificados por
espectrometria de massa com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS). A
andlise foi efectuada em modo negativo. Os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos usando

um instrumento “Linear Ion Trap”.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 observa-se a quantidade total de compostos fendlicos existente nos extractos de
metanol e de acetona das vdrias amostras, por massa seca de amostra. Nas peras ndo processadas,
a quantidade de compostos fendlicos no extracto de metanol € maior do que a quantidade de
compostos fendlicos no extracto de acetona:dgua. No entanto, nas amostras secadas, a
quantidade de compostos fendlicos no extracto de metanol é menor e € maior nos extractos de
acetona:agua. Este efeito € maior na secagem tradicional do que nas secagens feitas em tinel
(Coimbra) e em estua (Viseu). Verifica-se assim que a quantidade de compostos fendlicos
extraida nestes dois extractos é bastante afectada pelo processo de secagem e varia com o
processo utilizado. Estas alteragdes na extractabilidade podem dever-se a vérios factores,
nomeadamente, a alteracdo na matriz celular da péra, associacdo de compostos fendlicos com

outros compostos ou reacgdes de polimerizacgao.
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Figura 1. Compostos fendlicos totais presentes nos extractos de metanol e acetona das amostras

Com o objectivo de identificar o tipo de compostos presentes nestes extractos, procedeu-se

a andlise por ESI-MS e ESI-MS/MS. As figuras 2 e 3 mostram dois exemplos de espectros de
massa do extracto de acetona da amostra de peras secadas tradicionalmente.

Na figura 2 podemos observar a presenca de dimeros (P2), trimeros (P3), tetrameros (P4)

e pentameros (P5) de procianidinas e na figura 3, podem observar-se as vdrias vias de

fragmentacgdo do ido m/z 865 (trimero).
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Figura 2. Espectro de ESI-MS do extracto de acetona purificado proveniente das péras secadas pelo

método tradicional. Procianidinas do tipo B P2 (m/z 577), P3 (m/z 865), P4 (m/z 1153), P5 (m/z 1441).
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Figura 3. Espectro de ESI-MS/MS de um trimero de uma procianidina do tipo B.

A presenca de 3 residuos de (-)-epicatequina é confirmada pela presenca dos ides a m/z
577 e 289, que correspondem a uma perda de -288 Da, originando um dimero (m/z 577), seguido
da perda de outro residuo, originando uma mondémero de (-)-epicatequina (m/z 289).

Na tabela 2 encontram-se identificados os compostos fendlicos presentes nos extractos de
metanol e acetona de todas as amostras analisadas. Na coluna “(m/z)”, os valores apresentados
referem-se a fragmentagdo dos ides provenientes do ido precursor. Os compostos que ndo foram
caracterizados, ndo possuem valores para a fragmentacdo nessa coluna.



Tabela 2. Compostos fendlicos identificados nos extractos por ESI-MS.

Abundancia relativa (%)

Amostra Fresca Coimbra Viseu Tradicional

Composto
Mr (m/zz)' MeOH | Acetona | MeOH | Acetona | MeOH | Acetona | MeOH | Acetona
Ms

Acido 3541 135,179, 49 100 100 100 100 100 50 100
clorogénico 191
Acido caftdrico | 312 - - - 38 - - - 100 -
Acido cafeico 180 | 121,135 - - - - 26 - - -
Acido p- 338 - ) ) ) ) 21 _ B 55
comaroilquinico
Acido ferrdlico 194 - - - 25 - 26 - - -
Epicatequina 290 - 5 7 - 39 8 26 - -
Epigalocatequina | 306 - - - - - 13 - - -
Dimero de 578 | 289,407, 17 ) 29 55 13 57 _ 91
Procianidina 425
Trimero de 866 | 289,451, 14 ~ 19 45 B 48 _ 76
Procianidina 577,713
Tetrdmero de 1154 | 289, 577, 10 ) 10 28 } 27 _ 41
Procianidina 865, 1027
Pentdmero de 1442 | 577,701, ) ) 6 14 B 20 ~ 23
Procianidina 1186
Hexd.mef’o.de 1730 711, 1441 ) ) 4 55 ; 13 _ 3
Procianidina
Arbutina 271 - - 4 - - 6 13 - -
Quercetina 302 - - - - - 6 - - -
Quercetina-3- 610 - ) ) ) ) 9 _ _ }
rutinosideo
Quercetina-3- 464 | 301, 343, ) ) 50 } 28 _ _ ;
Hex 373
Quercetina-3- 506 | 301, 343, ) ) 41 ~ 20 B _ _
HexAc 385
Quercetina-3- 433 301 ) ) B B B _ _ B
xilosideo
Isorhamnetina 316 | 151,271 - - - - 27 - - -
Isorhamnetina-3- | 478 | 315, 357, ) ~ 34 11 19 ~ ~ _
Hex 387
Isorhamnetina-3- | 448 | 315,429 ) ) 58 } 13 _ _ ;
Pent
Canferol-3-Hex 448 | 285,327, ~ B 58 B 13 _ _ -

357, 387

Os compostos fendlicos identificados nos extractos por ESI-MS e ESI-MS/MS, mostram

que a exposi¢do solar afecta a capacidade de extrac¢do de alguns compostos. Assim, 0s
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polimeros das amostras sujeitas a exposicdo solar foram mais bem extraidos com solugdes de
acetona/dgua, enquanto aqueles que ndo contactaram directamente com a luz solar, conseguiram
uma melhor extrac¢do com metanol. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos
para o conteddo fendlico total dos extractos de metanol e acetona, para as diferentes amostras.

As procianidinas foram identificadas com um grau de polimerizacdo de 2 a 6 (DP2-DP6),
estando estas presentes em maior abundancia nos extractos de acetona das amostras processadas.
O composto fendlico mais abundante nos extractos analisados foi o 4cido clorogénico. No
entanto, compostos derivados do canferol, como o canferol-3-Hex e da isorhamnetina, como a
isorhamnetina-3-Hex e isorhamnetina-3-Pent foram também identificados nas peras expostas a
luz solar, sobretudo nos extractos de acetona das amostras de Coimbra e Viseu. A arbutina e
alguns 4cidos fendlicos foram, igualmente, identificados, ainda que em quantidades reduzidas.
Os flavondis quercetina e seus derivados, como a quercetina-3-Hex, estdo também presentes nos

extractos das amostras expostas a luz solar.

4. CONCLUSAO

A extractabilidade das procianidinas com grau de polimerizacdo entre 2 e 6 (DP2-DP6) €
muito afectada pelo processo de secagem e varia com o processo utilizado. Os polimeros das
amostras ndo processadas e processadas em tunel foram extraidos em maior quantidade pelo
metanol do que os das amostras que foram sujeitas a exposi¢ao solar, tendo estes compostos sido
extraidos em maior quantidade com a solu¢do de acetona/dgua. Para além das procianidinas, o
composto fendlico mais abundante nos extractos foi o &4cido clorogénico. Foram também
identificados, principalmente nos extractos das amostras expostas a luz solar, isorhamnetina-3-

Hex, canferol-3-Hex e quercetina-3-Hex.
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