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Resumo

A péra de S. Bartolomeu (Pyrus communis L.) € um produto tradicional secado ao ar livre, de cor
castanho-avermelhada e com propriedades eldsticas tinicas. Para desenvolver uma metodologia capaz de
substituir a secagem solar tradicional sem que as suas propriedades organolépticas sejam alteradas, estdo
em fase de desenvolvimento metodologias alternativas como a utilizacio de estufas solares ou um tinel
de ar quente.

E possivel que os compostos castanhos formados por reaccdes entre aminodcidos e agtcares
(reac¢Oes de Maillard) possam contribuir para a cor deste produto. Para avaliar esta hipdtese, foram
analisados os perfis de aminodcidos livres e de aminodcidos constituintes das proteinas em peras frescas e
em peras provenientes de diferentes metodologias de secagem em duas colheitas, assim como foi
quantificada a ocorréncia de furosina, carboximetil-lisina (CML) e carboxietil-lisina (CEL), compostos
diagnéstico da ocorréncia de reacgdes de Maillard.

A secagem tradicional causou uma diminui¢@o para cerca de metade do contetido de aminoécidos
livres. A Pro foi o aminodcido livre detectado em maior quantidade nas peras secadas, contrastando com a
quantidade elevada de Asx detectada nas peras frescas. Em relagdo aos aminodcidos das proteinas, nio
foram observadas modificagcdes com a secagem.

Todos os tipos de peras secadas apresentaram furosina, CML e CEL. Os niveis mais elevados
foram detectados para as peras secadas tradicionalmente, enquanto as peras secadas no tinel de ar quente,
que ndo possuiam cor castanho-avermelhada, apresentaram os valores inferiores. Os valores detectados
sdo semelhantes aos descritos para alimentos processados termicamente de forma moderada, como o leite
UHT e carnes e peixes cozinhados. A secagem da péra de S. Bartolomeu promove a ocorréncia de
reaccdes de Maillard caracteristicas de produtos processados termicamente que podem contribuir para a
coloragdo caracteristica do produto.

1. INTRODUCAO

A Péra Passa de Viseu € um produto tradicional secado ao ar livre, de coloragdo castanho-
avermelhada e propriedades eldsticas unicas. Para substituir a secagem tradicional sem que as
propriedades organolépticas sejam alteradas foram desenvolvidas duas estufas solares € um ttinel
de ar quente. Contudo verificou-se que a coloracdo do produto secado em tunel (coloragdo
acastanhada/creme) era diferente da dos restantes produtos secados. De maneira a estudar as
diferencas verificadas na coloragdo do produto secado em tinel em relacdo aos restantes foi
realizado o estudo do desenvolvimento da coloracdo caracteristica. Deste estudo surgiu a
hipétese de que durante o processo de secagem tradicional ocorrem reaccdes de acastanhamento
ndo enzimdtico como as reaccdes de Maillard, descritas ja largamente como resultado de
reaccOes entre os agucares e os aminoacidos a pH alcalino (ainda que ja se tenham verificado
estas reaccdes a pH neutro) e a temperaturas altas.

Durante o processo de secagem tradicional existe um passo intermédio, designado por

embarrelamento, que consiste em remover os frutos da exposicdo solar a hora de maior calor,



colocd-los em cestos e de seguida “abafar” os frutos com recurso a mantas. Este passo
intermédio poderd ser decisivo na ocorréncia deste tipo de reaccdes uma vez que promove o
surgimento de temperaturas € humidades relativamente altas durante o tempo suficiente para
promover mudancas na coloracao.

Assim sendo, foi aplicada uma metodologia com vista a detec¢ao e quantificacdo dos
residuos de furosina, carboximetil-lisina (CEL) e frutosil-lisina (CML), uma vez que estes sio
descritos na literatura como indicadores da ocorréncia de reac¢des de Maillard. Pretendia-se
verificar quais as diferengas nesses teores entre o produto tradicional e os produtos secados pelos
diferentes parceiros, de maneira a poder justificar as diferencas verificadas a nivel da coloracgao.

A andlise de aminoécidos foi realizada na sequéncia do estudo da ocorréncia de reac¢des
de Maillard, uma vez que a quantificacdo dos residuos de CML, de CEL e de furosina foi
efectuada relativamente ao teor de lisina presente em cada uma das amostras. Outro objectivo
para a realizac@o desta andlise foi o de estudar o efeito dos diferentes processos de secagem no

perfil de aminoacidos dos frutos secados em relagdo ao fresco.

2. EXPERIMENTAL
2.1 Amostragem

As andlises descritas foram realizadas usando os frutos frescos, os frutos secados
tradicionalmente, secados em duas estufas solares (ESAV e ESTV) e secados num tinel de ar
quente (UC). Para a andlise de peras fresca, apds a colheita, alguns frutos foram congelados. Os
frutos restantes foram processados de acordo com as diferentes metodologias em estudo.

No processo tradicional de secagem ao sol, os frutos foram descascados e colocados a
secar ao sol durante cerca de 5 dias. Em seguida, os frutos foram colocados a sombra em cestos
cobertos com mantas por 2 dias, ao fim dos quais, foram novamente colocados a secar ao sol por
mais 2 dias.

Nas secagens usando estufas solares, apds descascados, os frutos foram colocados a secar
em duas estufas que diferiam no tamanho, estrutura e localizagdo. A estufa solar construida na
ESAV encontrava-se ao nivel do solo e possuia maior capacidade de carga, mas era
tecnologicamente menos avangada. Esta estufa era constituida por de painéis de vidro isolante e
no seu interior possuia uma estrutura em forma de U, paralela ao chdo, onde os frutos foram
deixados a secar. O tempo de secagem foi de aproximadamente 7 dias. A estufa solar construida
na ESTV encontrava-se ao nivel do telhado de um edificio de 2 andares e no seu interior possuia
uma estrutura com diferentes patamares revestidos com pelicula reflectora, onde os frutos foram
deixados a secar. Esta estrutura permitiu uma maior incidéncia da luz e consequentemente, o

tempo de secagem foi reduzido para aproximadamente 5 dias. Para o tinel de ar quente



construido na UC, depois de descascados, os frutos foram deixados a secar numa estrutura pela
qual passava um fluxo de ar de temperatura constante. Esta metodologia ndo usava a incidéncia
directa da radiacao solar e prolongou-se por cerca de 7 dias.

Antes da andlise, as peras frescas e secas foram trituradas (apds a remog¢do do caroco) e

liofilizadas. As peras frescas foram descascadas antes de serem trituradas.

2.2. Analise de aminoacidos

Para um tubo de ensaio com uma tampa de rosca com revestimento de PTFE, foram
rigorosamente pesados 10 mg de material liofilizado. Foi adicionado a cada amostra 2 mL de
acido cloridrico (HCl) 6 M, o conteido dos tubos foi congelado em azoto liquido e evacuados
durante 1 minuto com bomba de vicuo. O vicuo foi desfeito com azoto e as suspensoes, apos
descongelagdo, foram sonicados durante 5 minutos num banho de ultra-som e o processo de
congelacdo-vacuo-sonicagao foi repetido mais duas vezes. As tampas de rosca com revestimento
de PTFE foram colocadas sob azoto e a hidrélise dcida teve lugar durante 24 horas a 110 ° C
num bloco de aquecimento. No caso de andlise de aminodcidos livres, as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente. Apds arrefecimento a temperatura ambiente, foram
adicionados 500 pL de solucdo do padrio interno (norleucina 5.0 mol mL™ em HC1 0,1 M) e o
conteddo de tubos foi evaporado até a secura sob vicuo no evaporador centrifugo. O material
resultante foi dissolvido em 1 mL HCI1 0,1 M e filtrado com filtros de poro 0,45 pum. O conteddo
dos tubos foi novamente levado a secura sob viacuo no evaporador centrifugo. Aos residuos
solidos obtidos foram adicionados 200 ul da solu¢do isobutanol-HCl 3 M. A mistura foi
aquecida a 120 °C durante 10 minutos e, ap6s agitacdo, foi aquecida por mais 30 minutos. Apds
arrefecimento a temperatura ambiente, o excesso de reagente foi evaporado sob vicuo no
evaporador centrifugo. Em seguida, foram adicionados 200 uL. de uma solu¢do de BHT em
acetato de etilo (0,2 mg mL™") e o excesso de solvente removido sob vdcuo no evaporador
centrifugo. Foram adicionados 100 pL de anidrido heptafluorobutirico e a mistura foi aquecida
durante 10 minutos a 150 °C. Apds arrefecimento a temperatura ambiente, o excesso de solvente
foi removido sob vdcuo no evaporador centrifugo. O material obtido foi dissolvido em 50 ul de
acetato de etilo e analisado imediatamente por cromatografia gas-liquido ou congelado a -20 °C
até a sua andlise. A quantificacdo dos aminodcidos baseou-se no método de padrdo interno
usando a l-norleucina e as 18 curvas de calibragdo determinadas. Inicialmente 21 aminodcidos
foram analisados. Para a asparagina (Asn) e 4cido aspartico (asp), bem como para a Glutamina
(Gln) e acido glutdmico (Glu) a metodologia ndo permite a distingdo entre amida e o acido
carboxilico, por isso estes aminodcidos tém sido quantificados juntos como Asx e GIx,

respectivamente. O limite de quantificacdo dos aminodcidos analisados foi determinado como



sendo dez vezes o valor do sinal residual. Este estudo foi realizado para o produto fresco e
secados obtidos de duas secagens realizadas em 2008 e 2009. No caso da secagem de 2008 nao

foram analisados os frutos secados em estufa na ESTV por falta de amostra.

2.3. Analise de furosina, CML e CEL

Para um tubo de ensaio com uma tampa de rosca com revestimento de PTFE, foram
pesados rigorosamente 75 mg de material liofilizado. Foram adicionados a cada amostra 3 mL de
acido cloridrico (HCl) 7,8 M, as tampas de rosca com revestimento de PTFE foram colocadas
sob azoto e a hidrélise dcida teve lugar durante 24 horas a 110 ° C num bloco de aquecimento.
Ap06s arrefecimento a temperatura ambiente, o conteido de tubos foi evaporado até a secura sob
vacuo no evaporador centrifugo. O material resultante foi dissolvido em 4 mL HCI 2 M e filtrado
com filtros de 0,45 um. Os hidrolisados 4dcidos foram purificados por extrac¢ao fase sélida (SPE)
para melhorar a linha de base no processo de quantificagdo por GC-MS. Os residuos de CML,
CEL e furosina de residuos foram derivatizados por esterificagdo com isobutanol e acilacio com
anidrido heptafluorobutirico segundo a metodologia descrita na andlise de aminodcidos, com a
excepg¢ao de que nao foi adicionada a solugdo BHT apds a esterificacdo com isobutanol. Depois
de derivatizados os residuos foram analisados GC-MS. A quantificagdo dos compostos foi
realizada utilizando os residuos lisina como padrdo interno. Este estudo foi realizado para os

frutos da colheita de 2009, frescos e secados.

3. ANALISE E DISCUSSAO
3.1 Analise de aminoacidos

Em relac@o aos resultados deste estudo para as amostras da secagem de 2008, verificou-se
alguma inconsisténcia dos resultados na sequéncia de erros na manipulag¢do dos frutos durante os

processos de secagem que terd levado a sua contaminagao/degradacao (Figura 1).
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Figura 1. Teor em proteina e em aminodcidos livres de peras frescas e secadas



Em relacdo aos resultados obtidos para as amostras da secagem de 2009, os resultados sdo
bem mais consistentes e permitem algumas conclusdes. Em primeiro lugar, verificou-se que o
teor de proteina determinado para o produto fresco foi de 280+11 mg/100 g de peso seco, sendo
que este valor estd de acordo com o verificado na literatura (Pilipenko, 1999) (231 mg/100 g de
PESo seco).

Os aminoécidos predominantes no material proteico de todas as amostras de péra eram: Glx
(20%), Leu (18%) e Asx (13%), contrastando com os valores indicados na literatura que
apresentam um valor de Asx mais elevado (35%) e valores de Glx (8%) e Leu (5%) mais baixos.
Foram detectados ainda os aminoécidos essenciais Ile (10%), Val (7%), Lys (6%), Thr (4%) e
Phe (3%) revelando que a péra de S. Bartolomeu € uma fonte de aminodcidos com valor
nutricional. Em relacdo aos perfis de aminodcidos do material proteico determinados para os
produtos secados, os resultados encontram-se representados na Figura 2. Estes perfis encontram-

se representados em comparagdo com o perfil do produto fresco.
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Figura 2. Perfis de aminodacidos das proteinas do produto fresco e dos produtos secados.

Os resultados mostraram que os perfis dos aminodcidos que compunham as proteinas eram
muito semelhantes ao do produto fresco, indicando que o processo de secagem nao afectou estes
parametros.

Em relag@o ao teor em aminoécidos livres verificou-se um valor de 52+11 mg/100g de peso
seco para o produto fresco, representando 16% do valor total de aminoacidos. Os aminoédcidos
predominantemente detectados foram: GIx (45%), Asx (21%) e Ala (13%) tendo sido ainda
detectado o aminoacido essencial Val (8%). Estes resultados estdo em conformidade com o
descrito na literatura para a péra fresca (Pilipenko, 1999) e para sumos de péra (Van Gorsel,
1992; Belitz, 2004) onde Asx foi reportado como o aminodcido predominante. Os teores em
aminodcidos livres determinados para os produtos secados tradicionalmente (32+3 mg/100 g
peso seco) e em estufa na ESAV (29+1 mg/100 g de peso seco) foram menores do que os

determinados para o produto fresco, enquanto que para o caso dos produtos secados em tinel e



em estufa na ESTV estes valores foram semelhantes. Verificou-se ainda que todos os processos
de secagem promoveram o aumento do teor em Pro (3,6 mg/100 g no produto fresco para 6,2-
29,6 mg/100 g de peso seco nos produtos secados). Embora nenhum dado estivesse disponivel na
literatura em relagc@o ao perfil de aminodcidos das peras secadas nem de frutos secos, o alto teor
de Pro livre foi ja descrito para sumo de péra (Belitz, 2004). Na verdade, o alto teor em Pro foi
previamente descrito na literatura como uma resposta dos frutos a condi¢des de stress (Huxham,
1999; Jose, 1993; Shirsat, 1996) nomeadamente devido a modulacdo da expressdo de
glicoproteinas ricas em prolina (extensinas).

Desta caracterizacdo a nivel do perfil de aminodcidos, conclui-se que os processos de

secagem ndo afectam o conteido em proteina mas afectam o perfil de aminodcidos livres.

3.2. Deteccio dos residuos de furosina, carboximetil-lisina e frutosil-lisina

Os resultados da detec¢ao dos residuos de CML, de CEL e de furosina revelou que estes
compostos estavam presentes tanto no produto fresco como nos produtos secados. Foi j4 descrito
na literatura (Charissou, 2007; Fenaille, 2006) que estes compostos podem ser formados pela
degradacdo de acucares e lipidos durante a hidrélise dcida. Como os frutos frescos nao sofreram
qualquer tipo de processamento, a ocorréncia destes compostos serd resultado de um artefacto da
metodologia usada, nomeadamente durante a hidrélise dcida das amostras. De maneira a reduzir
a interferéncia de acucares e lipidos nesta determinagdo, uma prévia extraccdo do material
proteico teria sido necessdria. Ainda assim, verificou-se que o teor de furosina e CML+CEL era
mais elevado para os produtos secados e usando o produto fresco como controlo foi possivel
determinar o teor destes compostos resultante dos diferentes processamentos de secagem

estudados (Figura 3).
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Figura 3. Teor de furosina, CML e CEL nas amostras de peras secadas.

Em relacdo aos niveis de furosina nos produtos secados, os resultados mostraram que 0s

teores variavam entre 247 e 80 mg por 100 g de proteina, detectados para as peras tradicionais e



para as peras secadas em tinel respectivamente. Para as peras secadas em estufa na ESAV e
ESTV, a quantidade de furosina variou entre 182 e 136 mg 100 g proteina, respectivamente. A
furosina tem sido usada como indicador de qualidade em produtos lacteos, ovos, cereais para
bebés, massas, produtos de tomate, soja, cevada, malte, mel, produtos derivados de carne e leite
processados termicamente (Erbersdobler, 2007; Rada-Mendoza, 2002) mas nenhum dado
relativo ao teor de furosina em frutos secos foi anteriormente relatado. Ainda assim, os teores de
furosina detectados para as peras secadas sdo semelhantes aos descritos na literatura para
produtos que haviam sofrido tratamento térmico de forma moderada, tais como produtos de leite
UHT (Vallejo-Cordoba, 2004; Van Renterghem, 1996) (35-269 mg 100 g proteina), compotas e
alimentos para criangas a base de frutos (Rada-Mendoza, 2002) (44-448 mg 100g-1 proteina),
carne de bovino e salmdo cozinhados (Charissou, 2007) (100-200 mg 100g-1 proteina).

Para a quantificacdo de CML + CEL nas peras secas, os resultados indicaram teores entre 96
e 37 mg por 100 g de proteina, detectados para as peras tradicionais e para as peras secadas em
tinel respectivamente. Para as peras secadas em estufa na ESAV e ESTV, a quantidade de
furosina variou entre 94 e 71 mg 100 g proteina respectivamente. A CML ¢é descrito na
literatura como um indicador ttil no estudo da ocorréncia dos estados mais avancados das
reaccoes de Maillard em alimentos processados termicamente de forma severa (Charissou,
2007), mas em relacdo aos teores de CEL ndo existem dados disponiveis. Assim sendo, os teores
determinados para CML+CEL foram, como esperado, superiores aos descritos na literatura para
a CML mesmo em alimentos severamente processados termicamente, como o leite em pd
esterilizado (Erbersdobler, 2007) (43-52 mg 100 g proteina) e férmulas infantis hipoalergénicas
em p6 (Fenaille, 2006) (13-32 mg 100 g proteina). Este facto deveu-se 2 interferéncia do teor
de CEL na quantificacdo da CML.

Em ambas as andlises realizadas (furosina e CML+CEL), verificou-se uma tendéncia para a
ocorréncia de niveis mais elevados para as peras tradicionais € o nivel mais baixo para as peras
secadas em tinel na UC, enquanto as peras secadas nas estufas possuiam niveis intermédios.
Este facto mostrou que a secagem tradicional terd sido o processamento térmico mais severo e
que a secagem realizada em tunel terd sido o menos severo. Este facto pode explicar as
diferencas observadas entre a cor das peras tradicionais (colora¢do castanha/avermelhada
caracteristica) e das peras secadas em tinel na UC (sem coloracdo castanha/avermelhada). No
caso das peras secadas em estufas na ESAV e na ESTV, verificou-se a ocorréncia da coloragao
caracteristica. Estes resultados permitem afirmar que o processamento de secagem promoveu a
ocorréncia de reaccdes de Maillard nas peras de S. Bartolomeu e que no caso da secagem
tradicional e das secagens em estufa este facto contribuiu para o desenvolvimento da coloracao

castanha/avermelhada das peras. Para a secagem em tanel (UC) € possivel que o processamento



ndo foi forte o suficiente para garantir a ocorréncia de reac¢des de Maillard nos estados mais

avanc¢ados, quando a coloracdo castanha/avermelhada se desenvolve.

4. CONCLUSAO

Em relacdo ao efeito da secagem no perfil de aminoacidos, conclui-se que os processos de
secagem em estudo ndo afectam o conteido em proteina nem o seu perfil em aminodcidos, mas
afectam o contetido em aminodcidos livres e o seu perfil, promovendo o aumento do teor em Pro,
facto este que estara relacionado com a modulagdo da expressao de glicoproteinas ricas em Pro
(extensinas). A deteccdo dos aminodcidos essenciais Ile, Val, Lys, Thr e Phe conferem a este
produto valor nutricional.

Em relacio ao estudo da influéncia das reaccdes de Maillard no processo de
desenvolvimento da coloracdo caracteristica da péra passa, verificou-se a deteccao dos
compostos resultantes deste tipo de reaccdes em todos os tipos de peras secadas, sendo que os
niveis mais elevados foram detectados para as peras secadas tradicionalmente, enquanto as peras
secadas no tunel de ar quente, que ndo possuiam cor castanho-avermelhada, apresentaram os
valores inferiores. Estes resultados permitem concluir que a secagem da péra de S. Bartolomeu
promove a ocorréncia de reac¢des de Maillard caracteristicas de produtos processados

termicamente que podem contribuir para a coloragdo caracteristica do produto.
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