










































































































































































































































































































































































































































































acidez ao longo da maturacao dos frutos, enquanto o teor de sdlidos
solUveis e a massa aumentou.

As peras secadas foram submetidas a uma avaliagdao sensorial. O
painel considerou que as peras secadas em estufa tinham um aspecto
e dureza semelhantes ao do produto obtido do modo tradicional.

As peras secadas provenientes da primeira colheita foram
consideradas num estado de maturacao precoce para o consumo. As
peras da secagem da segunda colheita foram as preferidas do painel
de provadores, apresentando um aroma intenso, um sabor mais
agradavel e menor adstringéncia. Assim, o estado de maturagao
correspondente a 22 colheita foi considerado o mais adequado a
secagem, funcionando como um indicador para as colheitas em anos
futuros.

3.2 Comparacao da secagem em estufa solar e em tanel (2007)

Paralelamente a secagem em estufa, as peras provenientes da 22
colheita foram, também, secadas em tuanel. A figura 3 ilustra o
aspecto das peras no inicio das secagens e no final das secagens. As
peras secadas em estufa apresentavam cor castanha avermelhada,
semelhante a secagem natural. As peras secadas em tunel resultaram
em frutos com coloracdao bege e textura granulosa, pouco doces e
adstringentes, muito acidos e com aroma desagradavel. Este facto
podera dever-se a auséncia de incidéncia directa de luz solar.

1 .. 5 \? Bw
Figura 3: Aspecto das peras: a) inicio da secagem b)
secagem em estufa; c) secagem em tunel.

A Figura 4 mostra os resultados obtidos na determinacao da
dureza da polpa, da acidez, da humidade, do teor de sdlidos sollveis
(TSS) e a massa média das peras em fresco e secadas.
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Figura 4: Propriedades fisico-quimicas das peras em fresco e secadas em
estufa solar e em tunel, no ano de 2007 para a colheitas de 10 de Agosto).

A andlise da figura 4 permite verificar que as peras secadas
apresentavam valores de dureza superiores aos da pera em fresco.
Por outro lado, as peras secadas tinham valores inferiores de acidez,
humidade e massa, em particular as peras secadas em estufa. A
diminuicdo da acidez pode indicar que parte da acidez se deve a
acidos volateis que sao libertados durante o processo de secagem,
devido aos niveis elevados de temperatura. A secagem em estufa
originou uma reducdo do teor em humidade e da massa média de
pera ligeiramente inferior a secagem em tunel.

3.3 Comparacao dos processos de secagem em estufa, secador
solar e tanel (2008 e 2009)

Nos anos de 2008 e 2009 as peras foram secadas por accao
directa do sol (em estufa e em secador solar) e por accdo indirecta da
sol (em tunel). A figura 5 mostra a evolucdo dos teores de humidade
ao longo dos processos de secagem.
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Figura 5: Evolugdo da percentagem de humidade ao longo das secagens
realizadas no ano de 2008.

Pela anadlise da figura 5 € possivel verificar que a secagem em
tunel leva a uma reducao mais rapida dos teores de humidade das
peras. A secagem em tunel durou 93h, enquanto que foram
necessarias 109h e 140h para atingir os mesmos valores de
percentagem de humidade, para a secagem em tunel e em estufa,
respectivamente.

Na figura 6 é possivel observar a evolucao da razao entre o teor
de sdlidos totais e a acidez ao longo da secagem. Para qualquer um
dos processos de secagem existiu uma tendéncia para o aumento
desta razdao ao longo da secagem, sendo ligeiramente superior no
caso da secagem em estufa. O aumento desta razdao deveu-se
essencialmente a uma diminuicao da acidez, uma vez que o teor em
solidos sollveis se manteve praticamente constante ao longo das
secagens.
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Figura 6: Evolugcdo da razdo TSS/acidez ao longo dos diferentes processos de
secagem no ano de 2008.

No final das secagens, as peras foram caracterizadas do ponto de
vista fisico-quimico. Foram também analisadas peras secadas pelo
processo tradicional. Os resultados obtidos para a humidade, acidez e
sOlidos totais sollUveis estdao representados na figura 7.

45

u Estufa Solar Secador Solar
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Figura 7: Propriedades fisico-quimicas das peras secadas em estufa solar,
secador solar, em tunel e pelo processo tradicional, no ano de 2008.

A figura 7 mostra que, de acordo com os parametros analisados,
0s processos de secagem estudados deram origem a peras com
caracteristicas semelhantes a secagem tradicional. As peras secadas
tradicionalmente apresentaram valores mais elevados de acidez e
valores mais baixos de soélidos totais soluveis.
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No ano de 2009 as peras foram novamente submetidas aos trés
processos de secagem: Estufa solar, secador solar e tunel. A evolucdo
da percentagem de humidade ao longo das secagens realizadas no
ano de 2009 esta representada na figura 8.
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Figura 8: Evolugdo da percentagem de humidade ao longo das secagens
realizadas no ano de 2009.

Os resultados de 2009 mostraram uma evolugdo nos teores de
humidade semelhante as secagens de 2008. A secagem em estufa e
em secador revelaram um decaimento linear da percentagem da
humidade, enquanto a secagem em tunel revelou um decaimento
exponencial. No entanto, os processos de secagem em estufa e em
secador foram significativamente mais curtos em 2009 do que em
2008. A secagem em estufa passou de 140h para 92h e a secagem
em secador de 109 para 76h em 2009. Este facto deveu-se ao facto
das condigdes climatéricas em 2009 terem sido mais favoraveis a
secagem, uma vez que estes dois processos estdao dependentes da
acgao directa do sol. Em ambos os anos, a secagem em secador foi
mais rapida, demorando cerca de 80% do tempo necessario para a
secagem em estufa.

Na figura 9 é possivel observar a evolucao da razao entre o teor
de sélidos totais e a acidez ao longo da secagem no ano de 2009.
Para qualquer um dos processos de secagem verificou-se, a
semelhanca do ano anterior, um aumento desta razao ao longo da
secagem. No entanto, este aumento foi mais pronunciado que no ano
anterior.
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Figura 9: Evolucao da razao TSS/acidez ao longo dos diferentes processos de
secagem no ano de 2009.

No caso da secagem em tunel, verificou-se, ndao sé, uma tendéncia
para a diminuicao da acidez, mas também para o aumento do TSS. Ao
contrario de 2008, foi na secagem em estufa que esta tendéncia foi
menos evidente.

Os valores de humidade e acidez (figura 10) obtidos para as peras
secadas foram semelhantes, independentemente do processo de
secagem usado. Por outro lado, as peras secadas em tunel,
apresentavam um toer em solidos totais sollUveis cerca de 75%
superior a apresentado pelas peras secadas por accao directa do sol.
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Figura 10: Propriedades fisico-quimicas das peras secadas em estufa solar,
secador solar e em tunel, no ano de 2009.
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A figura 11 ilustra o aspecto das peras no final dos processos de
secagem tradicional (A), em estufa solar (B), em secador solar (C) e
em tunel (D).

Figura 11: Aspecto das peras no final das secagens em 2009.

Por anadlise da figura é possivel verificar que as peras secadas em
estufa e secador solar apresentavam uma cor mais semelhante as da
secagem tradicional, do que as peras secadas em tunel. No entanto,
quando comparadas com as secadas em 2007, as peras secadas em
tiunel em 2009 possuem uma cor mais préoxima da cor exibida pelas
peras secadas pelo processo tradicional.

3. CONCLUSAO

A secagem em estufa, em secador e em tunel mostraram-se
sistemas adequados a secagem de peras, visto serem eficientes no
que respeita a remogao da humidade dos frutos, permitindo, portanto,
a sua conservagao.

A velocidade de secagem em estufa e secador solar apresentou
um comportamento linear, enquanto a secagem em tunel teve um
decaimento exponencial.
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Os trés processos de secagem originaram peras secadas com
propriedades fisico-quimicas comparaveis. Relativamente a cor, as
peras secadas por accao directa do sol assemelhavam-se mais as do
gue as peras secadas em tunel as secadas tradicionalmente.

A duracdao das secagens pelos processos directos mostraram-se
fortemente dependentes das condigdes climaticas, enquanto o
processo de secagem em tunel estd menos dependente das mesmas.
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CAPITULO 10

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E FUNGICA DE
PERAS SECADAS POR DIFERENTES PROCESSOS

Inés Almeida, Elisa Costa, Raquel Guiné

RESUMO

A conservacdao de peras pela secagem ocorre principalmente devido a
inibicdo do crescimento microbiano, tornando a péra secada um alimento mais
seguro para os consumidores. Nos frutos secados, os fungos sé podem causar
deterioracdo caso a actividade da agua (aw) seja relativamente elevada, uma
vez que nao ha crescimento microbiano para valores de aw inferiores a 0,60.

As peras secadas estudadas foram obtidas por diferentes processos de
secagem: Tradicional por exposicao directa ao sol, huma estufa solar na
Escola Superior Agraria de Viseu (ESAV), num secador solar na Escola
Superior de Tecnologia de Viseu (ESTV) e num tlunel de secagem na
Universidade de Coimbra (UC).

Pretendeu-se isolar e caracterizar morfologicamente leveduras e bolores a
partir de amostras em estudo, pela técnica de cultura, método padrdao de
referéncia segundo a norma International Organization for Standardization
ISO- 21527- 2 de 2008. A caracterizagdo fisico-quimica das 17 amostras em
estudo teve por base a determinacdo dos valores de actividade de agua (aw)
e humidade.

Para a obtencdo de isolados de leveduras e fungos filamentosos, foi
realizada a inoculagcdo das respectivas amostras em estudo num meio de
cultura selectivo, o SDA (Sabouraud Agar), suplementado com cloranfenicol.
As placas foram examinadas de 2 a 2 dias durante os 7 dias de incubacao,
uma vez que os fungos filamentosos apresentam um crescimento muito
rapido, podendo mascarar o crescimento de leveduras. Durante o exame das
placas foi registado a presenca ou nao de leveduras e fungos filamentosos,
assim como o niumero e aspecto morfolégico.

Os resultados obtidos da caracterizacdo bioquimica das amostras em
estudo demonstram que todas as amostras apresentam uma actividade da
agua inferior a 0,60.

Apds incubacdo dos indculos s6 se observou o crescimento de um bolor
nas amostras de péra secada pelo método tradicional, o que nos permite
concluir que as amostras em estudo, dado aos seus valores baixos em aw e
humidade, ndo permitem o crescimento e proliferagdo dos mesmos.
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1. INTRODUCAO

As leveduras e os bolores estdo incluidos no reino dos Fungos, que
sao organismos eucariotas heterotroficos, na sua maioria saprdfitas,
obtendo nutrientes a partir de matéria organica em decomposicao, e
estdo particularmente envolvidos na mineralizacdo da matéria
organica do solo. A maioria apresenta um genoma hapldide e a parede
celular é composta tipicamente por quitina e glucanos. Crescem
melhor no escuro e habitats humidos (Loguercio-Leite et al, 2005;
Deacon, 2006; Santos et al, 2009). Os verdadeiros bolores e
leveduras que produzem ascdésporos nos ascos estao incluidos na
classe dos Ascomycetes. Outros formam basididsporos nos basidios,
por isso pertencem a classe dos Basidiomycetes, e outros ainda por
nao se conhecer o ciclo de reproducdo sexuada estdao incluidos nos
Deuteromycetes (Pelczar et al, 1980). Os verdadeiros bolores podem
ainda ser incluidos na classe dos Zygomycetes por producao sexuada
formando o zigoto que origina os zigdsporos ou assexuada onde o
esporangiéforo reproduz os esporangidsporos (Pelczar et al, 1980).

Os fungos sao ubiquos, podendo, por isso ser isolados de varios
ambientes: do ar, das superficies, das plantas, do solo, dos alimentos
e da nossa pele. Para se conseguir caracterizar morfologicamente os
fungos € necessario escolher meios de cultura e condicdes de
incubacao adequadas ao tipo de Fungos a pesquisar.

1.1. Bolores

Os bolores sao seres pluricelulares, constituidos por filamentos de
células filiformes, longas e ramificadas, denominadas de hifas, que
formam um micélio (Prescott et al 1996).

Em alguns fungos, existem septos ao longo de toda a hifa,
resultantes da invaginacao da parede do filamento, denominadas hifas
septadas, que podem ser mononucleados ou multinucleados (Prescott
et al, 1996). Em outros fungos o fluxo do protoplasma através das
hifas é interrompido pelas paredes transversais ou septos, derivadas
das paredes dos filamentos, estas hifas sao chamadas de hifas nao-
septadas (cenociticas) (Pelczar et al, 1980).

Os bolores podem reproduzir-se através de esporos assexuados ou
sexuados. Os esporos sexuados sao produzidos menos
frequentemente e menos abundantemente do que os assexuados.
Com frequéncia podem ser s6 produzidos em circunstancias especiais,
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de modo que é possivel estarem ausentes no cultivo de fungos em
meios comuns (Pelczar et al, 1980).

Fisiologicamente, os bolores adaptam-se a sobrecargas mais
severas do que a maioria dos microrganismos. Podem crescer em
substratos com concentracdes elevadas de aglcar e em concentragoes
altas de acidos, suportando variacdes de pH entre 2 e 9, embora o
optimo para a maioria das espécies esteja entre 5 e 6. Ainda que a
humidade seja exigida para o seu desenvolvimento e que possam
captar agua da atmosfera ou do meio nutritivo, os bolores sao
capazes de sobreviver em alimentos desidratados, produzindo esporos
ou entrando em estado de vida latente (Pelczar et al, 1980). Aqueles
que podem crescer a uma actividade da agua inferior a 0,85 sao
designados de xerodfilos, como por exemplo o Aspergillus glaucus
(Christian, 1980).

No caso dos bolores o micélio pode ser visualizado a olho nu, como
um conjunto confuso de fios finos que pode ser incolor ou colorido,
dependendo da espécie. Os bolores podem estar presentes nos
alimentos de trés formas: i) no estado vegetativo, isto &, sob a forma
de micélio sem producao de estruturas de reproducao especializadas;
ii) no estado reprodutivo, com formacgao de esporos; iii) sob a forma
de esporos ou estruturas de resisténcia. Nos dois primeiros casos, o
bolor estd a crescer no substrato, podendo produzir e excretar
enzimas de degradacao e/ou metabolitos secundarios, como
micotoxinas; no terceiro caso, podem colonizar o substrato, mas nao
estdo activos metabolicamente. Ao microscépio Optico €& possivel
distinguir trés morfologias das hifas: as sepadas mononucleadas, as
septadas multinucleadas e as cenociticas. (Pelczar et al, 1980;
Loguercio-Leite et al, 2005).

Outro aspecto é a coloracdo da parede, que nos bolores é
determinada por diferentes pigmentos (Hosoe et al, 1999; Sakaki et
al, 2000), encontrados principalmente na parede, mas que também
podem estar presentes nos fluidos, livres da parede e, estao,
geralmente, na forma de granulos (Butler e Day, 1998). Os pigmentos
da parede, frequentemente polifendlicos, funcionam presumivelmente
como reforco da rede de proteinas e polissacarideos, através de
ligacdes cruzadas oxidativas ou pela impregnacao com um polimero
hidrofébico (Peter, 2001). Tais pigmentos podem conferir diferentes
coloracdes as culturas e as frutificacdes. Muitas micotoxinas também
sao pigmentadas, como por exemplo, as naftoquinonas de Penicillium
e Aspergillus (Buzzini e Martini,1999; Duran et al, 2001).
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1.2. Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares que se reproduzem
assexuadamente, por gemulacdo ou fissdo binaria. Em algumas
leveduras, a divisao celular ocorre sexuadamente através da formagao
de esporos. As leveduras apresentam-se com células de formas
variadas, geralmente redondas, ovdides ou cilindricas (Loguercio-Leite
et al, 2005).

Quando ocorrem em conjunto em diversos substratos (frutas,
material em decomposicdao, paredes, lentes de vidro, entre outros) as
culturas (ou colénias) de leveduras podem ser vistas a olho nu.
Apresentam, quando isoladas in vitro, cores variadas e aspecto céreo
brilhante, similares as bactérias. No geral, as células das leveduras
sdao maiores do que as bactérias, as suas dimensdes variam
consideravelmente, com limites desde 1 a 5 ym de largura e 5 a 30
Mm (ou mais) de comprimento. Cada espécie tem uma forma
caracteristica mas, mesmo em culturas puras, ha consideraveis
variacdes de tamanho e de forma das células individuais, dependendo
da idade e do ambiente. Apesar das leveduras se apresentarem na
forma unicelular, em condicdes especiais podem desenvolver
pseudohifas que se assemelham ao crescimento micelial dos bolores.
Estes sdao designados de fungos dimoérficos e incluem varias espécies
patogénicas para os humanos, por exemplo Candida albicans que
geralmente cresce na forma de levedura nas mucosas dos humanos e
forma hifas para invadir os tecidos do hospedeiro (Prescott et al,
1996; Loguercio-Leite et al, 2005; Deacon, 2006). Podem ocorrer
variacOes fenotipicas das leveduras numa cultura, como alteracao da
forma colonial lisa para a forma rugosa. As leveduras podem perder a
capacidade de esporular, se forem mantidas, durante longos periodos
de tempo, em meios artificiais (Pelczar et al, 1980; Loguercio-Leite et
al, 2005).

Em meios de cultura apropriados, as coldnias de leveduras variam
guanto ao tamanho, a textura e aos bordos. Por exemplo, algumas
coldnias sao lisas, outras enrugadas; algumas sdo achatadas, outras
elevadas; algumas tém bordos inteiros, outras apresentam bordos
irregulares ou filamentosos. As coldnias jovens tém uma consisténcia
comparavel a de uma pasta espessa, a qual, apdés o envelhecimento,
se torna mais espessa e mais seca; podem ser produzidos pigmentos
(Pelczar et al, 1980).
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Algumas variedades de leveduras podem crescer na presenca de
altas concentracbes de acglcar, que restringe o fornecimento de
humidade, designadas de leveduras osmdfilas, como por exemplo
Zygosaccharomyces rouxii. As leveduras crescem numa ampla faixa
de variacao térmica, de 0 a 47°C; algumas ndo se desenvolvem acima
de 15°C, enquanto outras nao se reproduzem abaixo dessa
temperatura. A temperatura éptima para a maioria das leveduras é de
20 a 30°C, embora as espécies patogénicas crescam bem entre 30 e
379C. Aceita-se, em geral, que as leveduras crescem melhor em
meios acidos, com pH entre 3,5 e 3,8, contudo os limites de tolerancia
estao situados entre pH 2,2 e 8,0 de acordo com as diversas espécies
(Pelczar et al, 1980).

As leveduras encontram-se abundantemente na natureza,
particularmente em frutas, vegetais e cereais. O seu crescimento esta
limitado a superficie externa dos frutos sdos e intactos, ndo existindo
internamente qualquer contaminacao (Tibori e Larry, 1996).

Na industria alimentar as leveduras desempenham um papel
importante. Sao utilizadas no fabrico do pao e na producao de bebidas
alcodlicas. No entanto, as leveduras podem ser também agentes de
contaminagao e deterioracdo dos alimentos devido a sua capacidade
de crescer a temperaturas baixas e a sua tolerancia a ambientes de
stress fisico-quimicos, como sdo os utilizados na conservacao de
alimentos (Mendes-Ferreira, 2000). Por esta razdao, sao
frequentemente isoladas de produtos com elevadas concentragoes de
agucar, particularmente espécies do género Zygosacharomyces (Tibori
e Larry, 1996).

Algumas leveduras apresentam também a capacidade de
causarem doencas em humanos, plantas e animais. As leveduras sao
patogénicos oportunistas capazes de provocar doengas em
hospedeiros que apresentem um sistema imunitario que se encontre
comprometido ou disfuncional (Van Burik e Magee, 2001).

1.3. Os fungos e a conservacao dos alimentos

Os alimentos nao apresentam somente um valor nutricional, para
guem os consome, mas também um meio de cultura ideal para o
desenvolvimento microbiano (Ferreira e Sousa, 1998). Os
microrganismos apresentam um papel importante na indulstria
alimentar, podendo ser utilizados para a transformacao de alimentos,
como por exemplo vinhos, queijos e pao. Dependendo do tipo de
microrganismos e a sua proliferacao pode resultar a conservagao ou
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deterioracao dos alimentos. No entanto, os alimentos podem ser
veiculos de transmissdo de doencgas, pelo que a sua detecgdo e
controlo de patogénicos como de microrganismos de alteracdo, sao
importantes aspectos da microbiologia dos alimentos (Ferreira e
Sousa, 1998).

A deterioracdo dos alimentos pode ser resultante de factores
fisicos, modificagdes quimicas, actividade bioldgica e desenvolvimento
microbiano (Forsythe e Hayes, 1998). O JUltimo factor vai ser
explicitado de seguida realcando a sua importancia na sanidade dos
alimentos.

Sao varios os factores intrinsecos e extrinsecos aos alimentos que
afectam o desenvolvimento microbiano. Os factores intrinsecos,
relacionados com o préprio alimento, incluem o pH, o teor de
humidade, a actividade de agua (aw), o potencial de oxidacgao-
reducdao, os nutrientes, os constituintes antimicrobianos e as
estruturas bioldgicas (Ferreira e Sousa, 1998). Quanto aos factores
extrinsecos, relacionados com o ambiente de armazenamento,
incluem a temperatura humidade relativa e presenca e concentracao
de gases (CO, e 05) (Jay, 1991).

A conservacao de alimentos pela secagem ocorre principalmente
devido a inibicio do crescimento microbiano, contudo, os
microrganismos nao sao necessariamente eliminados. Sob o ponto de
vista qualitativo e quantitativo, os microrganismos presentes num
alimento processado dependem da qualidade microbioldgica do
produto fresco e dos procedimentos seguidos até ao seu embalamento
(Ferreira e Sousa, 1998). O crescimento dos microrganismos pode ser
prevenido devido a reducao do conteddo de humidade do ambiente
abaixo do nivel critico. Esse nivel critico é determinado por
caracteristicas particulares dos microrganismos e pela capacidade da
agua se ligar no alimento (actividade da agua, aw), o que reduz a
humidade livre (Pelczar et al, 1996). A aw da maioria dos alimentos
frescos é de 0,99. Enquanto os frutos secados genericamente
compreendem valores de aw entre 0,85 e 0,61 (Christian, 1980), ou
seja, os fungos sé podem causar deterioracdo caso a aw seja
relativamente elevada, pois ndo ha crescimento microbiano para
valores de aw abaixo de 0,60 (Silliker et al, 1980). Os bolores
xerofilos e as leveduras osmdfilas sdo os microrganismos que
habitualmente alteram os alimentos com actividades de agua entre
0,85 e 0,61, e na tabela 2 pode-se ver alguns exemplos desses
bolores e leveduras. Os bolores desenvolvem-se a superficie se
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existem condicdoes de aerobiose e as leveduras fermentativas na
espessura destes produtos, produzindo diéxido de carbono (Christian,
1980). Os bolores sao germes com menor grau de exigéncia em
energia, fonte de azoto, vitaminas e minerais, seguidos pelas
leveduras e bactérias (Silliker et al, 1980).

O pH dos alimentos é de extrema importancia, atendendo a que
valores baixos de pH favorecem o crescimento de leveduras e bolores.
A temperatura e a humidade relativa sdao importantes factores
extrinsecos que podem determinar a alteracdo microbiana dos
alimentos (Jay, 1991). Também a atmosfera onde os alimentos sao
conservados é muito importante, entre outros. Todos estes factores
estao relacionados directa ou indirectamente com a actividade da
agua do alimento Quando um destes valores se desvia do valor
optimo pode haver um estreitamento do intervalo da actividade da
agua favorecendo o crescimento microbiano. Produtos alimentares
com pH inferior a 5,0 ou com aw inferior a 0,90 sdo estaveis e nao
requerem refrigeracao (Christian, 1980). Para valores de aw inferiores
a 0,70 a deterioracdo é improvavel que apareca antes de duas
semanas de conservagao e ha poucos tipos de microrganismos que se
desenvolvam. Para valores inferiores a 0,65, muitos poucos
microrganismos sao capazes de crescer, € a deterioracdo é improvavel
gue ocorra antes dos dois anos de conservacao (Jay, 1991).

No caso dos frutos, os fendmenos de alteragdao sdo iniciados pelos
bolores, cujas enzimas contribuem para o amolecimento e posterior
penetracao de outros micrdbios através da membrana exterior. Varios
bolores s3ao capazes de produzir micotoxinas que se tornam todxicas
para os humanos e animais. Algumas espécies destes bolores podem
atravessar a pele do fruto e produzir micotoxinas no interior antes e
depois da recolha (Silliker et al, 1980).

As peras antes de submetidas ao processo de secagem
apresentam uma humidade de cerca de 80%, e no final da secagem
ha uma diminuicdo para cerca de 20%. Comparando o teor de
humidade das peras secadas pelos diferentes processos, as que tém
valores mais baixos de humidade sao as secadas na estufa solar da
ESTV, verificando-se valores de humidade semelhantes entre as peras
secadas tradicionalmente e as secadas no tunel de secagem da UC
(Guiné et al, 2009). As peras secadas na estufa solar da ESAV,
segundo Barroca et al (2006), apresentam uma actividade da agua de
0,47. A péra secada tem um teor de humidade relativamente baixo
(cerca de 20%), e uma actividade da dgua muito baixa, o que inibe ou

161



retarda o crescimento microbiano e, consequentemente, confere
maior seguranca alimentar (Barroca et al, 2006).

Nos bolores associados a deterioracdo dos alimentos podemos
considerar trés grupos: os que colonizam as plantas durante todo o
seu ciclo de vida e que se tornam mais abundantes com a senescéncia
dos tecidos vegetais (Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Fusarium,
Epicoccum, Phoma, Pleospora, Trichothecium e Mucurales); os de
armazenagem que se desenvolvem apos a colheita das plantas e que
tendem a substituir os bolores primarios como é o caso dos géneros
Aspergillus e Penicillium; os que tendem a instalar-se numa fase
posterior como 0s géneros Chaetomium e Sordaria (Ascomycota)
(Lopes e Martins, 2010).

Na péra os bolores mais encontrados sao: Rhizopus, Podosphaera,
Penicillium, Alternaria. Rhizopus e Penicillium sao fungos xerofilos
como tal estes podem suportar o método de secagem. Nas frutas
secas ao sol o grupo mais comum €& o dos fungos, dos quais
Aspergillus é o mais encontrado, como o Aspergillus flavus (Silliker et
al, 1980).

As espécies do género Aspergillus sdao fungos xeroficos e na
maioria saprofitas ou patogénicos oportunistas de plantas, capazes de
crescer até baixas actividades de agua e com temperaturas elevadas,
dominando ambientes quentes e/ou secos. Adicionalmente, algumas
espécies de Aspergillus sao termoéfilas, capazes de crescer até
temperaturas maximas de 55 °C, como por exemplo A. fumigatus. As
espécies de Aspergillus regra geral crescem rapido, apesar de
tardarem mais a esporular. Os seus esporos sao resistentes a
radiacdo solar e a agentes quimicos (Pitt e Hocking, 1997). O fungo
filamentoso Aspergillus aparece na cor amarela, verde ou preta em
largo numero nos alimentos (Christian, 1980).

Os géneros Rhizopus, Penicillium e Aspergillus podem ser
distinguidos pela visualizacdo microscopica de caracteristicas
particulares (Levy, 2000).

Em termos gerais, a seguranca alimentar é conseguida através da
aplicacdo de boas praticas de fabrico. Que por si s, ndao garante que
os alimentos processados estejam isentos de microrganismos
patogénicos. O objectivo é a obtencdao de alimentos com o mais baixo
teor de microrganismos e que seja seguro para o consumidor. O seu
sucesso de aplicacdo na industria alimentar, depende dos esforgos que
previamente forem feitos, no sentido de limitar o niumero de pontos
criticos a controlar (Forsythe e Hayes, 1998).
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2. EXPERIMENTAL

2.1. Determinacao da actividade de agua

Para exprimir o grau de agua livre nos alimentos recorreu-se ao
conceito de actividade da agua (aw). Este parametro é muito
importante pois a agua disponivel € um dos principais factores
externos que mais contribui para o desenvolvimento microbiano. Os
valores da aw variam entre 0 e 1 (para a agua pura).

A aw das amostras foi determinada com Higrometro BTSR1. Este
equipamento mede a humidade relativa (HR) gerada pela amostra,
numa camara isolada, a temperatura desejada (por exemplo 25°C)
que deve ser estabilizada.

A leitura da humidade relativa foi feita a temperatura de 25°C +
20C e apds o valor de HR ter estabilizado, e a aw foi calculada por: aw
= HR/100.

2.2, Avaliagcao da humidade

A avaliagdo da humidade foi utilizada para determinar a
quantidade de agua livre presente no alimento, neste caso nas
amostras de frutos secados.

A determinacdao da humidade foi feita pela diferenca da massa
inicial da amostra e da massa final apds aquecimento até massa
constante. Para esta determinacao foi utilizada a balanca de
halogéneo modelo HG53 Mettler Toledo. As condicdes de utilizacao
foram as seguintes:

e Fonte de calor: ldampada de halogéneo;

e Temperatura de secagem: 120°C;

e Velocidade de secagem: 3 (intermédia).

2.3. Isolamento de leveduras e fungos filamentosos em frutos
secados

Para se conseguir isolar fungos é necessario escolher meios de
cultura e condicdes de incubacao adequadas ao tipo de fungos a
pesquisar. Existem meios generalistas e meios especificos. Um dos
meios generalistas amplamente usado em alimentos é o Sabouraud
agar (SDA) suplementado com clorofenicol, que se destina a pesquisar
fungos capazes de crescer em alimentos secos, com baixas
actividades de agua. Os meios de propdsitos generalistas tém de
cumprir varios requisitos (Serra, 2005):
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e Inibir o crescimento bacteriano, sem afectar o crescimento
fungico;

e Serem nutricionalmente adequados e suportarem fungos de
crescimento lento;

e Suprimirem o crescimento de fungos de crescimento rapido (por
exemplo, Mucorales), sem o0 suprimirem completamente, para
que possam ser detectados;

e Abrandar o crescimento dos fungos, de forma a permitir uma
contagem razoavel de coldnias por placa, sem inibir a
germinacao dos esporos.

Este trabalho tem como objectivos isolar e caracterizar
morfologicamente, leveduras e bolores a partir de amostras de frutos
secados sujeitos a diferentes processos de secagem, pela técnica de
cultura, método padrao de referéncia segundo a norma International
Organization for Standardization ISO- 21527- 2 de 2008.

2.4. Origem das amostras

Para a realizacao deste trabalho, foram analisadas 17 amostras de
péra secada, sujeitas a diferentes métodos de secagem: 5 da
secagem tradicional, 4 da estufa solar da ESAV, 4 da estufa da ESTV e
4 do tunel de secagem da UC.

Destas amostras, pretendeu-se isolar o maior nimero possivel de
leveduras e bolores, pela sua importancia a nivel da deterioracao de
alimentos.

2.5. Tratamento das amostras

Apds a aquisicdo das amostras de péra secada sujeitas a
diferentes tratamentos de secagem, ameixa secada e uva passa,
obtidos por processos de secagem industrial, foi efectuado o
tratamento em laboratério tendo por base a norma International
Organization for Standardization ISO- 21527- 2 de 2008.

As amostras sdlidas ndo podem ser semeadas directamente em
placas. Por esta razdo, deve-se retirar uma porcdao de 25 g que seja
representativa do total da amostra. De seguida a amostra foi
homogeneizada utilizando o stomacher. Ao homogeneizado obtido
acrescentou-se rigorosamente nove vezes o peso da amostra de agua
peptonada a 0,1% (m/v), para obtencdao de uma diluicao
correspondente a 10! (suspensdo-mde), de acordo com a
metodologia descrita na ISSO- 21527- 2. Efectuaram-se diluicdes a
partir de suspensdo-mae, até a diluicdo 10°°.
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2.6. Inoculacao no meio selectivo

Uma pequena porcao das diluicdes adequadas foi inoculada num
meio de cultura selectivo, o SDA (Sabouraud Agar), suplementado
com clorofenicol. Que apds esterilizacao foi arrefecido até atingir os
500C e colocou-se 15 ml do meio em cada placa de petri esterilizada.
Ap0s solidificacdo e secagem do meio, foi realizado a inoculacdo do
meio de cultura com as diluicbes adequadas de amostra, de acordo
com a metodologia referida na Tabela 1.

Tabela 1 - Inoculacdo do meio de cultura com as diluicdes adequadas de
amostra.

1 Identificar as placas com a referéncia da amostra, dia e més.

2 Transferir com a pipeta 0,1 ml das respectivas diluigdes
preparadas das amostras para o meio de cultura SDA.

3 Distribuir o inéculo uniformemente a superficie da placa, com
uma zaragatoa estéril.

4 Incubar as placas a 25£19°C, durante 2 a 7 dias

Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. As placas foram
examinadas de 2 a 2 dias durante os 7 dias de incubacao, uma vez
gue os bolores apresentam um crescimento muito rapido, podendo
mascarar o crescimento de leveduras. Durante o exame das placas é
importante registar a presenca ou ndao de microrganismos assim como
0 numero e aspecto morfoldgico.

2.7. Isolamento - técnica de cultura

Para o isolamento de leveduras e bolores foi utilizada a técnica de
cultura, em que colénias morfologicamente caracteristicas do género
(pelo menos 3) foram repicadas a partir do meio de cultura inicial,
para o meio SDA, suplementado com clorofenicol.

Antes de levar a cabo testes de identificacdo ao microscépio
optico, é essencial assegurar que o crescimento em meio SDA é puro,
examinando a morfologia das coldnias.

2.8. Observacao macroscopica e microscoépica

Através da observacdo a olho nu da placa com crescimento fungico
pode-se identificar algumas caracteristicas macroscopicas.
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Para a observacdo microscodpica de leveduras e bolores foi utilizado
o método de cultura em laminas, este permite a preparagao e
observacao sem perturbar o crescimento dos microrganismos, de
acordo com a metodologia de Levy (Levy, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao da actividade de agua

Para todas as amostras em estudo foram realizadas quatro
medicdes da actividade da agua, a uma temperatura estabilizada a
250C. Todas as amostras apresentam valores de aw abaixo de 0,57,
como se verifica na analise dos resultados expressos na tabela 2.
Segundo Silliker et al (1980), nao existe crescimento microbiano para
valores de aw abaixo de 0,60; isto significa que em todas as amostras
analisadas € improvavel haver crescimento flngico, pois apresentam
valores de aw demasiadamente baixos. Das amostras de peras, a
secada pelo método tradicional é a que apresenta o teor de aw mais
baixo, no entanto todas as amostras apresentam valores muito
proximos.

Tabela 2 - Resultados da aw para as diferentes amostras.

Amostra aw ! aw ? aw ? aw 4 Média I?ae:l‘_’;g
“Tradicional” 0,51 0,52 0,52 0,50 0,51 0,01
“Solar ESAV” 0,63 0,53 0,53 0,54 0,56 0,05
“Estufa ESTV” 0,53 0,53 0,56 0,55 0,54 0,02
“Tanel de secagem da UC” 0,59 0,57 0,59 0,52 0,57 0,03

3.2. Avaliacao da humidade

Para todas as amostras em estudo foram realizadas quatro
medicdes da humidade, a uma temperatura constante de 120 °C. As
amostras de peras apresentam valores médios de humidade
compreendidos entre 9 % para a tradicional e 14 % parao tunnel de
secagem, como se pode ver na tabela 3. As frutas secadas
normalmente apresentam valores entre 15 a 20% de humidade,pelo
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que as amostras de péra contém teores de humidade inferiores aos
comuns nas frutas secadas, como tal poderao estar mais protegidas

contra ataques fungicos.

Tabela 3 - Resultados da percentagem de humidade para as diferentes

amostras.

Amostra H (%) H(%)?> H(%)*> H(%)* Média IEae::ﬁlg
“Tradicional” 9,53 9,46 13,47 7,21 9,92 2,60
“Solar ESAV” 9,00 12,05 14,25 11,94 11,81 2,15
“Estufa ESTV” 10,84 9,85 11,59 15,51 11,95 2,48

“Tanel de 10,04 17,03 14,61 14,03 13,93 2,90

secagem da UC”

3.3. Isolados obtidos
Realizou-se a técnica de

cultura,

método de

referéncia

recomendado pela norma ISO- 21527- 2 de 2008, para a deteccao de
leveduras e bolores em frutos secados, com uma actividade de agua
inferior a 0,95. No quinto dia de incubacao a placa inoculada com a
diluicdo 10-1 da péra de secagem Tradicional apresentava um fungo,
figura 1a). Nas restantes placas continuava a ndo haver crescimento
de fungos, como se pode observar na figura 1b).

Figura 1 - (a) Fungo na diluigdo 107! na amostra de péra
tradicional. (b) Placas inoculadas sem crescimento flingico
no quinto dia de incubacao.
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No sétimo dia de incubacao os resultados permaneceram iguais. O
fungo na placa inoculada com a diluicdo 10! da péra de secagem
Tradicional proliferou (Figura 2).

a

Figura 2 - Fungo na placa
inoculada com a diluicdo 107! da
péra de secagem Tradicional no
» 70 dia de incubagao.

Nas restantes amostras, “Solar ESAV”, “Estufa ESTV” e “Tunel de
secagem da UC”, ndao houve crescimento flungico.

3.4. Observacao macroscopica e microscopica

Realizou-se a observacdao de caracteristicas macroscopicas e
microscépicas do fungo obtido na diluicio 10* da amostra de péra
secada pelo método Tradicional.

Observaram-se caracteristicas macroscopicas como (ver tabela 4)
(Levy, 2000): tipo de coldnia, filamentosa no caso dos bolores e
cremosa no caso das leveduras; a cor da coldnia; a textura da coldnia
que pode ser pulverulenta, algodoada e aveludada; o tamanho das
coldnias, se invadem a placa toda ou se sdo limitadas; se sdo visiveis
esporos a olho nu; se o verso € liso ou rugoso; a cor do verso.

Tabela 4 - Caracterizagdo macroscoépica do fungo da amostra “Tradicional”.

Caracteristicas macroscopicas

Tipo de coldnia Filamentosa

Cor da coldnia Branco e preto

Textura da coldnia Algodoada

Tamanho da colénia Limitada (ndo invade a placa
toda)

Esporos Visiveis a olho nu

Verso Liso

Cor do verso Branco
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Apds a visualizagdo macroscoépica foi identificado um bolor devido
a formacdo de coldnias filamentosas que apresentam uma textura
algodoada. Observaram-se caracteristicas microscépicas como (ver
tabela 5) (Levy, 2000): o tipo de hifas, se sao segmentadas ou nao
segmentadas; o tipo de formagdo de esporos, se sao formados nas
extremidades das hifas ou dentro das hifas; forma e ornamentacao
dos esporos; o tipo de estrutura reprodutiva; e a cor dos esporos.

Tabela 7 - Caracterizacdo microscopica do fungo da amostra "Tradicional".

Caracteristicas microscopicas

Tipo de hifas Ndo segmentadas, cenociticas.
Formacgao de esporos Extremidade das hifas.

Forma e ornamentacao dos Esporangiosporos redondos e
esporos aparecem na base dos

esporangioforos.
Estrutura reprodutiva Esporangioforos ndo ramificados.
Cor dos esporos Castanho esverdeado

O bolor apresenta um conjunto de hifas cenociticas visualizadas ao
microscépio. Nas extremidades das hifas existe a formacdo de esporos
castanhos esverdeados redondos que sao formados na base dos
esporangiéforos que nao sdo ramificados, estas caracteristicas sdo
comuns nas espécies de Rhizopus.

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e De acordo com os valores de aw obtidos, as amostras apresentam
valores muito baixos que nao favorecem o crescimento
microbiano.

e Das amostras de peras, a secada pelo método tradicional é a que
apresenta teores de humidade e aw mais baixos.

e N3o se obteve isolados de leveduras e fungos filamentosos das
amostras de “Solar ESAV”, “Estufa ESTV” e “Tunel de secagem da
uc”.

e Na amostra de péra obtida por secagem Tradicional foi possivel
obter, apenas na diluicdo 10!, um fungo filamentoso, para além
de conter uma actividade da agua inferior a 0,60 e um teor de
humidade mais baixo, neste método de secagem ha maior
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exposicao a agentes microbianos devido ao facto dos frutos serem
secos por exposicao directa ao sol.

Nas amostras ESAV, ESTV e UC nao houve crescimento flungico,
pois estas contém uma actividade da agua abaixo do valor minimo
para o desenvolvimento fungico, ( aw = 0,60), e ainda
apresentam teores de humidade baixos. Para além disso, estas
amostras sao secadas por métodos que tém em conta os factores
intrinsecos e extrinsecos que afectam o desenvolvimento
microbiano.

O bolor que cresceu na amostra de péra de secagem tradicional
pertence ao género Rhizopus o qual é muito comum nas frutas
frescas por causar apodrecimento. Este é um bolor xeréfilo capaz
de sobreviver em condicdes adversas como as da fruta secada. As
espécies de Rhizopus podem produzir micotoxinas, no entanto as
caracteristicas bioquimicas das péras secadas nao o possibilitam.
Desta forma o bolor ndo é patogénico para os humanos,
provocando apenas a deterioracao do alimento.

A existéncia de Rhizopus na péra Tradicional pode ter a ver com o
mau acondicionamento da fruta fresca e com o aproveitamento de
peras para conservagao que apresentam deterioragao.

Salienta-se que o crescimento de apenas um fungo nao tem uma
importancia real para a sanidade do alimento, uma vez que as
amostras nao estdo sujeitas a ambientes de assepsia antes e apos
a secagem e durante o armazenamento. No entanto, devem-se
tomar medidas de controlo para que nao haja a proliferacdao do
bolor.

O método de secagem tradicional deve ser melhorado ou
substituido por um dos outros métodos analisados, de forma a
proporcionar uma conservacao mais prolongada do produto e uma
maior seguranga para o consumidor.

Nos métodos alternativos de secagem de péra conseguem-se
obter caracteristicas bioquimicas semelhantes ao método de
secagem Tradicional, com a vantagem de poderem evitar
problemas de contaminantes e de infestantes.

As péras secadas, devido ao seu caracter bioquimico, ndo
necessitam de ser conservados sob refrigeracao, e tém um tempo
de vida util longo, se forem mantidas ao abrigo da luz e em
ambientes secos para que nao haja rehidratacgao.
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CAPITULO 11

INFLUENCIA DO MODO DE SECAGEM SOBRE A COR,
A TEXTURA E A COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS
PERAS

Raquel Guiné, Fatima Carrilha, Andreia Loureiro

RESUMO

As peras de S. Bartolomeu secadas pelos diferentes métodos (tradicional,
estufa solar na ESAV, secador solar da ESTV e tunel de secagem da UC)
foram analisadas no que respeita a algumas das suas propriedades fisicas,
nomeadamente a cor e os atributos de textura, e ainda no que respeita a
alguns componentes de importancia nutricional, por serem propriedades de
importancia capital para a aceitabilidade do produto por parte do consumidor.

A textura foi avaliada a partir dos perfis de textura obtidos com um
texturometro, tendo sido depois determinadas a dureza, adesividade,
elasticidade, coesividade e mastigabilidade. A cor foi determinada usando um
colorimetro (Minolta) no espaco de cor Hunter Lab. As determinagbes de
humidade, acidez, fibra, acgucares (redutores, nao redutores e totais),
proteina e gordura foram fitas por métodos normalizados.

Apds analise dos resultados foi possivel constatar que alguns dos métodos
testados produzem peras com caracteristicas semelhantes as do método
tradicional, podendo ponderar-se a possibilidade de vir a substituir-se o
método de secagem tradicional por outros métodos menos complexos, mais
eficientes e mais seguros do ponto de vista sanitario.

1. INTRODUCAO

A péra comum pertencente a familia Rosaceae e é proveniente da
Asia central, a maioria das cultivares existente surge por seleccdo de
mudas que se desenvolveram como consequéncia de cruzamentos
aleatodrios, é considerada uma das mais importantes frutas de regides
de climas temperados.

Este fruto € muito apreciado por possuir caracteristicas
nutricionais e medicinais que o diferenciam dos demais. Trata-se de
um fruto que constitui uma fonte rapida e natural de energia, de baixo
poder calorifico, bom gosto e textura muito apreciada pelos
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consumidores. Tem um baixo teor de proteinas e lipidos e € rico em
aclcares como a frutose, o sorbitol, a sacarose e, em menor
quantidade, a glicose. Foi constatado que as peras contém cerca de
12,4% de acucares; 0,5% de lipidos; 2,8% de fibra (Senser et al.,
1999) para além de uma enorme riqueza em micronutrientes e outros
elementos nutritivos tais como vitaminas (essencialmente do
complexo B), minerais e antioxidantes.

Em geral os frutos contém uma grande quantidade de acglcares de
absorcao medianamente rapida que contribuem para o desempenho
de fungdes plasticas muito importantes.

A quantidade consideravel de fibra tem efeitos fisioldgicos
positivos, ja que é conhecido que a fibra alimentar desempenha um
papel importante na diminuicao dos riscos de muitos transtornos tais
como a obstipacao, diabetes, doencas cardiovasculares, diverticulose
e obesidade (Spiller, 2001).

N3o é habitual entre ndés o consumo regular de frutos secados
(Peres, 1994). A péra, ao ser submetida a secagem, altera algumas
das suas caracteristicas quimicas: o teor de humidade diminui (o que
€ um factor favoravel visto que muitos microrganismos proliferam em
alimentos com grande quantidade de agua disponivel) aumentando
assim o tempo de prateleira dos produtos; o acglcar também diminui
(consequéncia de reaccdes enzimaticas e ndao enzimaticas) tal como a
acidez (pensa-se que a maior parte da acidez presente nas peras
frescas € a volatil e portanto estes frutos ao serem sujeitos a
aumentos de temperaturas promovem a sua perda por evaporagao).

Apesar destes alimentos perderem muita dagua e vitamina C
durante a secagem, sao fornecedores concentrados de minerais,
hidratos de carbono e fibras, ajudando deste modo a regularizar o
intestino de consumidores pouco regulares de produtos horticolas e
frutas.

Reacgles enzimaticas e ndo enzimaticas entre aglcares redutores
proteinas ou aminas podem originar reaccdes, nomeadamente
reaccdes de Maillard, com alteragdes de cor, sabor e textura do
produto secado. A industria preocupa-se essencialmente com
transformagdes que ocorrem durante a secagem, as quais podem ter
influéncia directa sobre os atributos sensoriais e a qualidade do
produto final.

A textura resulta das interaccdes complexas entre os diferentes
componentes dos alimentos, e as alteracdes que ocorrem na textura
dos alimentos durante o processamento dos alimentos estao
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relacionadas com alteragdes ao nivel micro-estrutural nas células
(Marsilio et al, 2000). As propriedades de textura, bem como a
aparéncia e o “flavor”, sdao os que mais influenciam os atributos
organolépticos de qualidade, que estabelecem a aceitabilidade dos
alimentos pelos consumidores. Nesta medida, tem havido um grande
interesse em desenvolver métodos capazes de prever e controlar a
textura dos alimentos, particularmente no que toca aos efeitos do
processamento como a secagem. A analise instrumental do perfil de
textura (TPA - Texture Profile Analysis) € um dos métodos que
permitem determinar a textura dos por simulagdao ou imitacao da
mordida repetida ou mastigacdao do alimento.

A cor é uma das propriedades fundamentais dos frutos, tanto mais
que foi amplamente demonstrado que esta se correlaciona
directamente com outros atributos fisicos, quimicos e sensoriais de
qualidade (Abdullah et al., 2001). De facto, a cor desempenha um
papel primordial no estabelecimento da qualidade externa nas
indUstrias alimentares e na investigacdo no ambito da engenharia
alimentar. A medigao da cor standard dos alimentos pode ser feita
usando uma multiplicidade de espagos de cor. Contudo, o hunter lab e
mais recentemente o sistema L*a*b* (CIELab) sdao o0s mais
frequentemente usados para a quantificagdo da cor nos alimentos
(Mendoza et al, 2006). No espaco de cor Hunter, a dimensao L
representa a luminosidade, variando de preto (0) a branco (100), e a
e b representam as dimensdes de oposicao de cor, com a a variar de
verde (-a) a vermelho (+a) e b a variar de azul (-b) a amarelo (+b).

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a preparacdo da amostra seguiu-se a Norma Portuguesa NP-
783. A determinacao da acidez foi efectuada segundo a NP-1421, que
avalia o volume de solucado alcalina normal, expresso em centimetros
cubicos (mililitros), necessario para neutralizar 100 cm?® do produto,
em solugao liquida.

A determinacdao da humidade foi feita pela diferenca da massa
inicial da amostra e da massa final apdés aquecimento até massa
constante. Ffoi usada uma balanca de halogéneo HG53 Halogen
Moisture Analyser, nas seguintes condicdes de utilizagao: temperatura
= 120° C e velocidade de secagem = 3 (intermédia).

A metodologia experimental para a determinacdao do teor de
acgUcares redutores (expresso em acucar invertido apds hidrélise) foi
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efectuada nas condicOes descritas na NP-1420. Também foi usada a
mesma norma para a determinacdo do teor de aclcares totais
(expresso em agucar invertido).

O procedimento seguido para a determinacao da gordura foi o
Método de Weende.

O teor de proteina nas peras foi determinado pelo método
indirecto, nomeadamente pelo método semi-automatico de Kjeldhal,
descrito no diagrama de Weende. Para a conversao do valor de azoto
para proteina bruta, utilizou-se o factor de 6,25. A razdo da utilizacdo
deste valor prende-se com o facto de nao ser conhecido o valor
especifico para a péra seca.

O teste para a determinacdo da fibra bruta foi efectuado segundo
o protocolo referenciado no método de Weende.

Utilizou-se um texturémetro (TA XT Plus) (Figura 1) para
determinar os perfis de textura, apresentando-se um exemplo na
Figura 2.

Figura 1 - Texturédmetro utilizado para a determinacdo dos TPA's.
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Figura 2 — Perfil de textura, TPA.
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Foram analisados os TPA’s de 20 peras de cada secagem, sendo
gue em cada péra foram analisadas duas zonas: a central e a exterior.

Os atributos de textura: dureza, adesividade, elasticidade,
coesividade e mastigabilidade foram calculadas através das seguintes
equacoes, tendo em conta o TPA da Figura 2:

Dureza=D=F (1)
Elasticidade=E = AT, (2)
1
. A,
Coesividade=C =—2% (3)
1
Mastigabilidade = D * E *C (4)

A cor das peras secadas nos diferentes métodos foi determinada
com um colorimetro (Chroma Meter - CR-400, Konica Minolta) no
espaco de cor Hunter Lab (Figura 3). Foram analisadas 20 peras de
cada secagem, e em cada péra foram feitas 20 medicdes, num total
de 400 medigdes relativas a cada sistema de secagem.

L=100

& 72 &

&

L=0

Figura 3 — Espaco de cor Hunter Lab.

As alteragbes na cor, AE, em relagao ao referencial foi avaliada
segunda a equacgao:

AE = \[(I, - L)* +(a, —a)* + (b, — b’ (5)

onde o referencial, designado pelo indice 0, no presente caso foi
tomado como sendo a cor das peras obtidas pelo método tradicional.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao nutricional

Na figura 4 comparam-se o0s valores da acidez nos diversos
métodos de secagem a que sao sujeitas as peras de Sao Bartolomeu,
sendo expressa em ml de NaOH por 100g de matéria seca. De acordo
com os resultados as peras secadas em tunel (UC) apresentam um
teor de acidez mais elevado. Quanto aos outros métodos, estes
apresentam valores semelhantes entre si.

A acidez é particularmente influenciada por processos de secagem,
particularmente pela temperatura de operacao. Sabe-se que uma
parte da acidez existente nas peras € a acidez volatil (constituida por
acidos gordos de baixo peso molecular tal como o &cido acético e
propidénico no estado livre ou combinado) sendo esta perdida por
vaporizacao a temperaturas mais elevadas (Anchia, 2000).

Acidez(mi NaOH/100g m.sj)
12
T 71 z 2 -
T = Acidez(ml NaOH/100g
4 +—1 — m.s)
) |
Tradicional ESAV ESTV uc

Figura 4 - Acidez nas peras secadas por diferentes métodos.

Relativamente a humidade, esta apresenta-se em % na Figura 5,
sendo que as peras secadas no secador da ESTV apresentam valores
mais elevados. Quanto aos outros métodos, estes apresentam valores
de humidade muito aproximados sendo possivel constatar que a
secagem em tunel originou produtos com uma humidade mais
semelhante a secagem tradicional.
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Figura 5 - Humidade nas peras secadas por diferentes métodos.

O valor da humidade das peras € um parametro que se reveste,
no presente caso, de uma dupla importancia uma vez que baixos
teores de humidade proporcionam um maior poder de conservacao
dado que grande parte dos microrganismos é inibido e ainda é
essencial conhecer com algum rigor o valor da humidade, uma vez
que esse valor é utilizado para expressar em base seca as
concentragdes de todos os restantes componentes.

Ha ainda um aspecto importante a considerar no que respeita a
humidade das peras secadas, e que se prende com a rehidratacdo das
mesmas. De facto, devido aos baixos contelidos de humidade, estes
frutos sdo vulneraveis a rehidratacdo por absorcdo da humidade
atmosférica, fendmeno esse que pode ser acentuado se as condicdes
durante o armazenamento nao forem apropriadas pelo que estes
produtos deverdao ser armazenados em embalagens apropriadas com
filme plastico impermedvel ao vapor de &gua, garantindo a
manutencao de teores de humidade baixos, fundamentais para a sua
preservacao.

No que respeita aos teores de acUcares, é possivel verificar que as
peras secadas sao particularmente ricas em acuUcares totais (Figura
6), podendo inferir-se que as condicdoes de secagem tém alguma
influéncia sobre o seu conteldo, verificando-se uma diminuicao deste
componente com o aumento da temperatura devido as reaccdes de
degradacdao, como as reaccdes de caramelizacdo ou reaccdes de
Maillard (também designada acastanhamento enzimatico, e em que os
acgUcares reagem com proteinas e aminoacidos).

De acordo com a Figura 6 pode verificar-se uma similaridade de

resultados nos diferentes métodos de secagem no que respeita a
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aclcares totais havendo no entanto uma variacdo para os agucares
redutores que apresentam valores mais elevados nas peras secadas
em secador solar da ESTV e valores mais baixos nas peras secadas
em estufa da ESAV.

Agucares(g/100g m.s.)

25
20 i I
157 B Aglicares totais
10 - B Aclicares Redutores

- Aclicares ndo redutores
5 1 ] I
, HN R,
: Tradicional ESAV ESTV uc

Figura 6 — AcglUcares (redutores, ndo redutores e totais) nas
peras secadas por diferentes métodos.

Relativamente aos teores de gordura, praticamente ndo ha
diferencas a assinalar, sendo estes baixos em todas as situacoes.
Pode, no entanto, verificar-se na Figura 7 que as peras secadas em
tunel na Universidade de Coimbra sdo as que apresentam valores
mais elevados da ordem dos 0,7 g/100 g matéria seca. De facto, as
frutas em geral, e as peras em particular, sao praticamente isentas de
lipidos como se pode constatar pelos baixos valores obtidos.

Gordura(g/100g m.s)

2,4 - B Gorduralg/100g ms)

0.2 7 I
0 4

Tradicional ESAV ESTV uc

Figura 7 - Gordura nas peras secadas por diferentes métodos.

180



No que respeita a proteina, esta apresenta-se em baixa
quantidade, sendo as peras secadas tradicionalmente as que
apresentam maior valor, da ordem dos 2g/100g matéria seca (Figura
8). E de salientar gue a temperatura tem uma influéncia significativa
sobre as perdas de proteina, que, como se referiu anteriormente
resultam de reacgdes de Maillard, nas quais as proteinas se envolvem
com os acgucares. De acordo com a Figura 8 pode comprovar-se que,
para além dos teores em proteina serem baixos, os métodos de
secagem da ESAV, da ESTV e da UC proporcionam produtos com
caracteristicas bastante semelhantes.

o]

3
174-E - Er H Proteina(g/100g m.s)
o T I
Tracicional ESAV STV uc
Figura 8 - Proteina nas peras secadas por diferentes

métodos.

As peras secadas sao ainda bastante ricas em fibra alimentar, com
teores em fibra que variam entre 4,5 e 10 % (Figura 9), que sao na
verdade valores comparaveis aos teores de fibra dos cereais, por
exemplo (Senser, 1999). Estas, no entanto, sdao também influenciadas
pela temperatura de secagem.

Deste modo é possivel denotar que as peras secadas sdao boas
fontes de fibras, sendo que as que foram sujeitas a secagem em tunel
apresentaram maiores quantidades.

3.2. Textura

A Figura 9 mostra os valores da dureza das peras secadas pelos diferentes
métodos. A dureza representa a forga necessaria para comprimir um alimento
entre os dentes ou entre a lingua e a boca, ou seja, a forca necessaria para
originar uma deformacado. Verifica-se que existe alguma uniformidade nas
diferentes partes das peras, ja que os valores médios encontrados para o
exterior e para o centro sdao semelhantes em todas as secagens, apesar de os
valores do desvio padrao ndo serem desprezaveis. No que respeita a
comparacao entre os diferentes sistemas de secagem, verifica-se que as
peras secadas pelo método tradicional apresentam-se mais duras, e que as
restantes apresentam durezas semelhantes entre si.
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Figura 9 — Dureza das peras secadas pelos diferentes métodos.

No que respeita a coesividade, que representa as forgas internas
no alimento, e que mantém a amostra coesa, verifica-se que od
resultados sdao semelhantes para todos os sistemas de secagem,
sendo também semelhantes quando se comparam as partes interna e
externa das peras (Figura 10).

1
0,8
(]
®
.-E 0,6 7
2
§ 0,4 - M Casca
o
02 Centro
O .
ESAV  Tradicional ESTV

Figura 10 - Coesividade das peras secadas pelos diferentes métodos.

Da observacao dos resultados apresentados na Figura 11 conclui-
se que as peras nao apresentam adesividade mensuravel, dados que
os valores obtidos em todos os casos estudados sao muito préximos
de zero.

Os resultados para a elasticidade, que é a capacidade de recuperar
a forma apds uma compressdo, apresentam-se na Figura 12. Este
parametro mede a velocidade de retorno ao estado inicial, apds a
remocao da forca que originou a deformacdao. Verifica-se que os
resultados obtidos para as secagens na ESAV e tradicional sao
praticamente iguais, sendo a elasticidade mais baixa apenas nas
secagens da ESTV e da UC, e somente na parte externa das peras.
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Figura 11 - Adesividade das peras secadas pelos diferentes métodos.
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Figura 12 - Elasticidade das peras secadas pelos diferentes métodos.

A mastigabilidade mede a energia necessaria para desintegrar um
alimento ao ponto de ser engolido, e os resultados da figura 13 indicam que
no caso da péra secada pelo método tradicional essa energia é maior do que
nos restantes casos. Estes resultados derivam directamente do facto de ser
nesse caso que as peras apresentam maior dureza.

2,5 7

2 -

M Casca

Centro

Mastigabilidade (N)

0 T T
ESAV  Tradicional ESTV ucC

Figura 13 - Mastigabilidade das peras secadas pelos diferentes métodos.

183



3.3. Cor

Na Figura 14 apresentam-se os resultados da avaliacdo das
coordenadas de cor para um conjunto de 20 peras secadas pelo
método tradicional. Para cada péra foram feitas 20 medicdes, como
explicado anteriormente, sendo que no grafico o desvio padrao
corresponde a essa amostragem. Verifica-se que os valores da
luminosidade, L, sao inferiores a 50, o que indica que sdao peras
escuras. Os valores de a sao positivos, indicando a predominéancia da
coloracdao vermelha sobre a verde (a negativo), sendo também
positivos os valores de b, indicadores da predominancia da coloracao
amarela sobre a azul (b negativo).

40

mL*
ma*
O b*

Cor
N
o

Il

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20

Péras tradicional

Figura 14 - Avaliagao da cor para as 20 peras da secagem tradicional.

A Figura 15 mostra os resultados obtidos para as peras obtidas
pelas secagens na ESAV, ESTV e UC. Verifica-se dos graficos que as
peras da secagem na UC sao as que diferem mais das restantes
secagens.
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Figura 15 - Avaliacdo da cor das peras das secagens da ESAV, ESTV e UC.

Na Figura 16 apresentam-se os valores médios dos diferentes
parametros de cor obtidos para cada lote de peras, representando
cada método de secagem. Pode observar-se que as peras da UC
apresentam maior L, sendo, portanto, mais claras. Apresentam ainda

185



a mais baixo e b mais elevado, indicando que nao sao tao
avermelhadas tendendo mais para o amarelo. De facto, este método
de secagem é o que apresenta valores mais dispares nos parametros
de cor, sendo o que produz peras com uma coloracao menos parecida
com a péra tradicional. Efectivamente, a secagem no tunel, sem a
exposicdo a luz solar, ndo parece favorecer os fendmenos
responsaveis pelo desenvolvimento da cor avermelhada caracteristica
deste produto. Por outro lado, a secagem feita na estufa solar da
ESAV produziu peras também relativamente claras, mas mais
vermelhas e mais amarelas, sendo que ha uma intensificacdo das
cores em relacdo as peras tradicionais. No caso das peras secadas no
protétipo de secador solar da ESTV, elas apresentam-se muito mais
parecidas com as da secagem tradicional, que sdao as peras que se
apresentam mais escuras (com valor de L mais baixo).

mL*
ma*
ob*

Tradicional u.c ESTV ESAV

Figura 16 — Comparacgao entre os parametros de cor das
peras nas diferentes secagens.

Na Figura 17 apresentam-se as diferencas de cor, calculadas em
relacao ao referencial secagem tradicional, uma vez que se pretende
encontrar alternativas a secagem tradicional que permitam obter o
mesmo tipo de produto final, sendo que um dos atributos mais
expressivos para esta comparagdo é precisamente a cor, ja que esta é
bastante importante para o produto em causa. Verifica-se que as
peras secadas na ESTV sdo as que apresentam menor AE, ou seja, sao
as que, na globalidade e atendendo aos trés paréametros de cor,
diferem menos do referencial considerado. Assim sao estas as peras
mais parecidas, em termos de coloracdao, com o produto tradicional.
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Figura 17 - Diferencas de cor em relagao a secagem tradicional.

4. CONCLUSAO

Das anadlises efectuadas a textura das peras, conclui-se que os
atributos de textura das peras secadas pelos diferentes métodos sao
muito semelhantes, sendo também parecidos quando se comparam as
partes interna e externa das peras. Apenas no caso da textura se
verifica uma pequena diferenca, sendo que as peras do meétodo
tradicional se apresentam mais duras do que nas restantes secagens.
De facto estas diferencas sdao muito ligeiras, ja que os valores da
dureza em causa sao muito baixos em todos os casos. Ainda assim,
este resultado é espectavel, atendendo a que sao precisamente estas
peras as que se encontram mais desidratadas, e portanto com menor
conteldo de humidade.

No que respeita a cor, observaram-se diferencas entre as
diferentes secagens, sendo que as peras da secagem da UC se
apresentam mais claras do que as restantes. As peras da secagem da
ESAV revelam valores mais elevados de todos os parametros de cor,
sendo por isso mais claras do que o tradicional, mas também mais
vermelhas e mais amarelas, facto que da observacao ocular nao
ressalta, j@ que se apresentam aparentemente também semelhantes
as peras da secagem tradicional e da ESTV.

Dado que, apds analise de todos os resultados, ndo ha uma
grande discrepancia nos valores nutricionais determinados pelos
quatro métodos de secagem a que foram sujeitas as peras da
variedade de Sdao Bartolomeu, pode assim constatar-se que toda a
complexidade associada ao processo tradicional pode ser eliminada
substituindo-se este método de secagem por outros mais inovadores,
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menos complexos e mais seguros do ponto de vista sanitario, como os
métodos da ESAV, da ESTV e da UC, sem o inconveniente dos perigos
guimicos, microbioldgicos e das condicdes climatéricas que se
verificam nas alturas de colheita e secagem. Assim, atendendo a que
se podem alcancar os mesmos objectivos e obter o mesmo tipo de
produto final utilizando processos francamente mais simples, sera de
equacionar esta possibilidade, abandonando o método tradicional.
Este aspecto assume uma particular importancia quando se pretende
tornar esta actividade num processo de producgao industrial,
representando uma grande economia em termos de investimento e
ainda facilidade no estabelecimento da cadeia de producgao e controlo
da qualidade.

A Péra Passa de Viseu constitui o exemplo de um produto
tradicional com propriedades nutricionais interessantes, sendo de
destacar que o seu alto teor em fibra e baixo teor lipidico sao
atributos bastante apreciados pelo consumidor.

E, pois, importante ndo sé o consumo de frutas, como também a
mudanca de alguns habitos alimentares, sendo que a introdugao de
novos produtos no mercado, tal como a péra secada, permitira uma
maior diversidade.
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CAPITULO 12

ANALISE SENSORIAL, ESTUDO DA COLORACAO
CARACTERISTICA E PERFIL DE AMINOACIDOS DA
PERA PASSA DE VISEU

Pedro Cunha, Silvia M. Rocha, Ana C. Correia, Raquel
Guiné, Manuel A. Coimbra

RESUMO

A péra de S. Bartolomeu (Pyrus communis L.) é um produto tradicional
secado ao ar livre, de coloracdao castanho-avermelhada e propriedades
elasticas Unicas. Para substituir a secagem tradicional sem que as
propriedades organolépticas sejam alteradas foram desenvolvidas duas
estufas solares e um tunel de ar quente. Os resultados da analise sensorial
mostraram que as estufas solares possuem a capacidade de substituir a
secagem tradicional. A secagem em tunel produziu, no entanto, um produto
sensoriamente aceitavel em todos os pardmetros excepto na cor creme que
apresentou. De maneira a estudar as diferencas verificadas na coloracdo do
produto secado em tunel em relacdo aos restantes foi realizado o estudo do
desenvolvimento da coloracdo caracteristica. Este estudo permitiu simular
este processo em laboratério conjugando factores como o pH, a temperatura
e a humidade. A ocorréncia de reaccGes de Maillard durante a secagem surgiu
como hipétese, tendo-se verificado que os niveis mais elevados de compostos
diagnostico da ocorréncia de reacgdes de Maillard foram detectados para as
peras tradicionais, enquanto que as peras secadas em tlnel apresentaram os
niveis inferiores. Assim, é possivel afirmar que a secagem da péra de S.
Bartolomeu promove a ocorréncia de reaccdes de Maillard e que estas
reaccdes podem contribuir para a coloracdo caracteristica do produto. Foram
também realizadas analises de aminoacidos para estudar o efeito da secagem
no perfil de aminoacidos dos frutos. Os resultados mostraram que a secagem
ndo afectou significativamente o perfil em aminoacidos constituintes das
proteinas, mas afectou o perfil de aminoacidos livres, promovendo o aumento
do teor em prolina. Os aminoacidos essenciais Ile (10%), Val (7%), Lys (6%),
Thr (4%) e Phe (3%) mostram que a Péra Passa de Viseu é uma fonte de
alguns aminoacidos com valor nutricional.

1. ANALISE SENSORIAL

Os programas de analise sensorial foram aplicados aos produtos
da secagem de 2008 e de 2009. Numa primeira fase, foram usadas
metodologias de analise sensorial com o objectivo de avaliar se as
peras secadas pelo processo tradicional e as resultantes de processos
alternativos (estufas solares e tunel de ar quente) sdao ou nao
diferencidveis entre si, sob o ponto de vista sensorial. Como se
detectaram diferengas, numa segunda fase, estabeleceu-se o perfil
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sensorial das peras resultantes dos diferentes processos de secagem,
tendo-se dado especial destaque aos atributos sensoriais relacionados
com a qualidade do produto final (cor, sabor e textura).

1.1 Diferenciacdo das peras resultantes dos diferentes
processos de secagem

A avaliacdao da possivel diferenciacdo entre as peras resultantes
dos diferentes processos de secagem foi realizada por recurso a testes
tridngulares, usando um painel de 10 provadores. Este estudo foi
realizado em dois anos consecutivos envolvendo as amostras das
colheitas de 2008 e 2009. Os atributos estudados nesta fase foram a
cor, sabor e textura. Para o estudo mais aprofundado relativamente
ao atributo sabor, foram realizados testes de ordenacao simples para
avaliacao da docgura e da adstringéncia na avaliacdo das amostras da
colheita de 2008. No ano seguinte (amostras da colheita de 2009), a
andlise do atributo adstringéncia foi substituida pela anadlise do
atributo acidez. Esta alteracdo resulta da anadlise dos dados de 2008,
que indicou nao se terem Vverificado diferencas significativas
relacionadas com a adstringéncia das amostras e a acidez ter sido
considerada pelo painel como sendo um atributo a explorar.

1.1.1 Secagem de 2008

Os resultados do estudo da significancia das diferencas detectadas
pela andlise sensorial realizada aos produtos secados da colheita de
2008 estao representados na Tabela 1. As diferencas detectadas sao
classificadas como ndo significativas ou significativas.

Tabela 1 - Resultados dos ensaios de analise sensorial aplicados as peras da
secagem de 2008.

Metodologias Consisténcia f A
de secagem Cor Sabor na boca Dogura | Adstringéncia
Tradicional NSo NSo
o o Nao significa- | Significa- | Nao significa-
Vs significa- | significa- . . i
tivas tivas tivas tivas tivas
ESAV
Tradicional N3o
Significa- | Significa- | N&o significa- L Nao significa-
Vs . . . significa- .
tivas tivas tivas tivas tivas
ESTV
Tradicional
Significa- | Significa- e Significa- | Nao significa-
Vs tivas tivas Significa- tivas tivas tivas
uc

Os resultados representados na Tabela 1 mostram que o método
de secagem em estufa da ESAV produziu o produto mais semelhante
ao produto tradicional, identificando-se diferencas significativas
unicamente na docura (menos doces), enquanto o método de
secagem em tunel (UC) produziu o produto menos semelhante ao
produto tradicional, com cor (sem coloracao castanha-avermelhada),
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docura (menos doces) e consisténcia na boca (mais consistente)
significativamente diferentes. O método de secagem em estufa da
ESTV produziu um produto com cor e sabor significativamente
diferentes do produto tradicional (sem coloracao castanha-
avermelhada e com sabor menos agradavel), mas com dogura,
adstringéncia e consisténcia na boca semelhantes. Em relagdo a
capacidade das metodologias de secagem alternativas para substituir
a secagem tradicional, concluiu-se que a estufa da ESAV possuia em
2008, capacidade para produzir um produto semelhante ao produto
tradicional. O tunel da UC, por seu lado, encontrava-se distante deste
objectivo, tendo produzido um produto diferente do produto
tradicional. Para além disso, a secagem em estufa da ESTV precisava
de ser optimizada de maneira a atingir este objectivo, ainda que em
2008 tenha produzido um produto com algumas caracteristicas
semelhantes ao produto tradicional.

1.1.2 Secagem de 2009

Os resultados obtidos para a analise sensorial efectuada aos
produtos secados da colheita de 2009 sdo apresentados na Tabela 2
como o resultado do estudo da significancia das diferengas
detectadas, classificadas como nao significativas ou significativas.

Tabela 2 - Resultados dos ensaios de analise sensorial aplicados as peras da
secagem de 2009.

Metodologias Consisténcia .
de secagem Cor Sabor na boca Dogura Acidez
Tradici - - - -
radicional Nao Nao S Nao Nao
Lo Lo N&o significa- L Lo
Vs significa- significa- tivas significa- significa-
tivas tivas tivas tivas
ESAV
Tradicional - - - -
Nao Nao S Nao Nao
Lo Lo N&o significa- L Lo
VS significa- significa- ! significa- significa-
. . tivas . .
tivas tivas tivas tivas
ESTV
Tradicional L Nao oo Nao Nao
Significa- L Nao significa- L .
Vs . significa- . significa- significa-
tivas . tivas ! .
uc tivas tivas tivas

Os resultados obtidos permitem verificar que as secagens
alternativas produziram frutos secados com caracteristicas muito
préximas das do produto tradicional, sendo o Unico caso de diferenca
significativa detectado relativamente ao produto tradicional o
referente @ cor do produto secado na UC (coloragdo mais
clara/esbranquicada). Sendo assim, as estufas da ESAV e da ESTV
mostraram melhoramentos em relacdo ao que se havia verificado em
2008, possuindo capacidade para produzir um produto sensorialmente
muito semelhante ao produto tradicional, enquanto que o tunel da UC,
ainda que tendo apresentado melhorias em relagao a secagem do ano
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anterior, continuou a produzir um produto de cor significativamente
diferente da cor do produto tradicional, mas com o0s restantes
atributos comparaveis aos do produto tradicional.

1.2. Anadlise sensorial descritiva quantitativa dos produtos
secados

A determinacao descritiva quantitativa dos perfis sensoriais incidiu
sobre os produtos secados resultantes da colheita de 2009. Esta
determinacao realizou-se usando provas descritivas quantitativas
usando o tipo de teste “Free Choice Profiling” e um painel de 7
provadores ndo treinados, mas que haviam ja participado em sessdes
de prova anteriores envolvendo os produtos em estudo.

Os resultados obtidos neste estudo sao apresentados na Tabela 3
como os valores das médias das réplicas para cada atributo sensorial
de cada produto analisado. Para a maioria dos casos, nao se verificou
muita oscilacdo entre os valores das diferentes réplicas. Contudo,
para algumas amostas ndo se verificou consenso entre o painel. Este
facto poderd estar relacionado com a heterogeneidade dos produtos
analisados, facto este descrito j@ em sessdes de prova realizadas
anteriormente a estes produtos. Outro facto que nao pode ser
excluido é a reduzida afericdo do painel ndo treinado, provocando
diferentes percepgdes dos atributos e da intensidade destes. Para os
casos em que se verificou alguma variacdo entre réplicas e/ou nao se
verificou consenso generalizado entre o painel, é assumido o valor da
média, encontrando-se igualmente descriminado na Tabela 3 o
intervalo correspondente a cada variagao.

Os resultados foram também representados graficamente para
uma mais facil intrepertagcdo (Figura 1). Para uma melhor
caracterizacdo do perfil sensorial dos produtos secados em estudo,
recorreu-se a conversdao da escala numeérica em termos descritivos.
Assim sendo, e usando como exemplo o atributo sensorial da dogura,
€ possivel definir: Nivel 1 - Pouco doce; Nivel 2 - Ligeiramente doce;
Nivel 3 - Razoavelmente doce; Nivel 4 - Doce; Nivel 5 - Muito doce.
Este exemplo serve para a caracterizacdao dos tributos sensoriais da
uniformidade da cor, dogura, acidez, dureza e elasticidade. Para os
restantes atributos (tonalidade da cor e apreciacao global) as escalas
definidas nas fichas de prova ja contemplavam a descricao de cada
nivel pelos respectivos termos associados.

Os resultados indicam que o perfil sensorial do produto secado
tradicionalmente é caracterizado pela coloracdo alaranjada uniforme,
pelo sabor doce e razoavelmente acido e pela textura elastica e
dureza razoavel. Por sua vez, verificou-se que os produtos secados
em estufas na ESAV e ESTV possuem caracteristicas sensoriais
semelhantes ente si, como é o caso da coloracdo alaranjada
razoavelmente uniforme, o sabor razoavelmente doce e a textura de
dureza e elasticidade razoaveis. A Unica diferenca entre estes
produtos verifica-se na acidez, sendo de nivel razoavel e ligeiro,
respectivamente. Verificou-se ainda que o produto secado em tunel na
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UC é caracterizado pela coloracdo amarelada/creme uniforme, pelo
sabor doce e ligeiramente &cido e pela textura de dureza e
elasticidade razoaveis.

Tabela 3 - Resultados da avaliacao de consenso realizada pelo painel para
cada produto analisado.

Tradicional ESAV ESTV ucC
[7)] [7)] [7)] ()]
o ] o ]
Atributos —_ i - i - i - i
£ i £ i £ i £ i
g ] 9 g g g g ]
£ £ £ £
5 [5) 5 5]
(5] (5] (5] Q
)
°
s Alguns Alguns | | ___
= 4 | e 4 frutos 4 frutos 2
© . p -
g nivel 3 nivel 5
=
S
5]
e )]
°
T
S
E R 3 i 3 i 4 i
S
c
o]
© - N
5 Variagao Variagao| | ____ | _____
o 4 nivel 2 a 3 nivel 2 a 3 4
" ] 4 4 i i
)
8
[
0 S Variagéo Variagdo | | | |
S 3 nivel 2 a 3 nivel 2 a 2 2
S - -
< 4 4
©
N o e
g I 3 3 3
5 - - -
[a]
m©
L
2 0
5 °
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Figura 1: Representacdo grafica dos perfis sensoriais determinados para cada
um dos produtos analisados.

Comparando os perfis sensoriais das metodologias alternativas
com o perfil sensorial do produto tradicional, verificou-se que os dois
produtos secados em estufa (ESAV e ESTV) sao os mais semelhantes,
ao passo que o produto secado em tunel na UC possui o perfil
sensorial menos semelhante, sendo a maior diferenca verificada para
a tonalidade da cor. Estes factos haviam sido descritos aquando da
andlise de diferencas realizada na primeira fase do estudo sensorial
dos produtos secados.

2. ESTUDO DA COLORACAO CARACTERISTICA

Para encontrar os factores que ajudassem a explicar o
desenvolvimento da coloracdo caracteristica do produto tradicional e a
diferenca na coloracdo no caso da secagem em tunel na UC, foram
realizados varios ensaios em que se analisaram os espectros de UV-
Vis em diferentes condices, estudou-se a influéncia na cor do pH,
temperatura e humidade e foram analisados compostos diagnéstico de
reaccoes de Maillard pela deteccdo de residuos de furosina,
carboximetil-lisina e carboxietil-lisina.

2.1. Espectros de UV-Vis

O estudo dos espectros de UV-Vis surgiu na sequéncia da
necessidade de perceber de que maneira se poderia induzir a
coloracao caracteristica do produto tradicional as peras secadas em
tunel. Uma das hipoteses foi o uso de lampadas de tungsténio, com as
guais se observou que a coloragao castanha aumenta. Com vista a
definir um comprimento de onda para o qual os frutos fossem
sensiveis ao ponto de se desenvolver a coloragdo caracteristica, os
extractos de metanol e de acetona/agua (4:6, v/v) das peras frescas,
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secadas tradicionalmente e secadas em tunel foram analisados na
gama do UV-Vis.

A andlise dos espectros de absorcao na gama do UV-Vis
determinados revelou diferengas significativas entre as diferentes
amostras a 260 nm e 300 nm, com maior absorvancia para os
produtos secados em relagao aos frescos (resultados ndo mostrados).
A diferenca entre as peras secadas tradicionalmente, as secadas em
tunel e as frescas ocorre a 340 nm, uma banda caracteristica das
antocianinas, possivelmente as moléculas responsaveis pela
contribuicdo para a cor vermelha/acastanhada. Como por si so estas
moléculas ndao explicam a cor das peras secadas tradicionalmente,
foram analisados também alguns factores fisico-quimicos descritos na
bibliografia como importantes para o desenvolvimento de reacgdes de
acastanhamento ndo enzimatico, como é o caso do pH, da
temperatura e da humidade.

1.2. Influéncia do pH, temperatura e humidade

Para testar a influéncia do pH, as peras frescas liofilizadas foram
mergulhadas em solugdes tampdo em toda a gama da escala de pH,
verificou-se que as peras escureceram progressivamente com o
aumento do pH, tendo-se identificado o intervalo de pH 4-6 como
sendo aquele em que se identificaram as maiores variacdes na cor. A
pH 5 a coloracdo da péra apresentou uma coloracao muito semelhante
a coloracdo alaranjada do produto tradicional (Figura 2).

pH& pHS pHE

Figura 2 - Efeito da variacdo do pH no desenvolvimento da coloragao em
peras frescas liofilizadas.

Depois deste teste inicial procedeu-se a exploracao do efeito do pH
na gama de 4 a 6 com novos testes, reduzindo o efeito do mergulho
permanente dos frutos das solugdes mas introduzindo outros factores
como a exposicao solar. Os resultados destes testes mostram que a
exposicdao solar conduz a um aumento da intensidade da coloragao
dos frutos frescos, mas o facto dos frutos terem sido colocados em
frascos de plastico translicidos fechados conduziu a condensacgao de
agua nas suas paredes, sendo posta a hipdtese de que o efeito do
aumento da temperatura e humidade poderem ser também factores
importantes para a coloracao dos frutos (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito da exposicao solar no desenvolvimento da coloragao em
peras frescas liofilizadas.

Assim sendo, realizaram-se mais testes em estufa, a 30 e 50°C,
com peras frescas liofilizadas que depois de embebidas numa solucao
tampao pH 5 foram cortadas em metades, tendo sido uma metade
colocada em contacto directo com o ar quente e a restante metade
colocada numa caixa de petri fechada para conservar a humidade. Os
resultados mostraram que as metades de péra que foram mantidas
fechadas, conservando a humidade, apresentam coloracdes mais
intensas e que essa intensidade aumenta com o aumento da
temperatura (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito da humidade e da temperatura no desenvolvimento da
coloracdao em peras frescas liofilizadas.

Estes resultados permitem concluir que o pH, a temperatura de
secagem e a humidade das peras sdo parametros determinantes para
o processo de desenvolvimento da coloragao caracteristica do produto
tradicional.

2.3. Deteccao dos residuos de furosina, carboximetil-lisina e
carboxietil-lisina
Do estudo da influéncia de factores como o pH, a temperatura e a
humidade, surgiu a hipétese de que durante o processo de secagem
tradicional ocorrem reacgdes de acastanhamento ndo enzimatico como
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as reaccoes de Maillard, descritas ja largamente como resultado de
reaccoes entre os aglcares e os aminoacidos a pH alcalino (ainda que
ja se tenham verificado estas reaccbes 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, coloca-los em
cestos e de seguida “abafar” os frutos com recurso a mantas. Este
passo intermédio pode ser decisivo na ocorréncia deste tipo de
reaccdes uma vez que promove O surgimento de temperaturas e
humidades relativamente altas durante o tempo suficiente para
promover mudangas na coloragao.

Assim sendo, foi aplicada uma metodologia com vista a detecgao e
quantificacdo dos residuos de furosina, carboximetil-lisina (CEL) e
frutosil-lisina (CML), uma vez que estes sao descritos na literatura
como indicadores da ocorréncia de reacgdoes de Maillard. Este estudo
foi realizado para os frutos da colheita de 2009, frescos (controlo da
analise) e secados. Foi realizada uma hidrdlise acida (HCl 7,8 M, 24 h
a 110 °C) do material proteico para a libertagao dos residuos de CML
e CEL e para a conversao dos residuos de fructosil-lisina em furosina.
Os hidrolisados acidos foram purificados por filtracdo e por passagem
em cartucho C-18, e de seguida derivatizados por esterificagdo com
isobutanol e por acilagdo com anidrido heptafluorobutirico. Depois de
derivatizados foram analisados por GC-MS usando uma coluna DB1. A
quantificacdo dos residuos de CML e CEL foi realizada em conjunto
devido a impossibilidade de separar estes dois compostos com a
metodologia usada.

Em relacdo aos resultados, os residuos de CML, de CEL e de
furosina foram detectados e quantificados para o produto fresco e
para todos os produtos secados. Foi ja descrito na literatura
(Charissou et al., 2007; Fenaille et al., 2006) que estes tipos de
compostos podem ser formados pela degradacao de acucares e lipidos
durante a hidrolise acida. Como os frutos frescos ndo sofreram
qualquer tipo de processamento, a ocorréncia destes compostos sera
resultado de um artefacto da metodologia usada, nomeadamente
durante a hidrdlise acida das amostras. Verificou-se que o teor de
furosina e CML+CEL é mais elevado para os produtos secados. Assim,
usando o produto fresco como controlo foi possivel determinar o teor
destes compostos resultante dos diferentes processamentos de
secagem estudados (Figura 5).
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Figura 5 - Teor de furosina, CML e CEL nas amostras de péras secadas.

Em relacdo a determinagcdo dos niveis de furosina nos produtos
secados, os resultados mostraram que os teores variam entre 247 e
80 mg por 100 g de proteina, detectados para as peras tradicionais e
para as peras secadas em tunel, respectivamente. Para as peras
secadas em estufa na ESAV e ESTV, a quantidade de furosina variam
entre 182 e 136 mg 100 g™ proteina, respectivamente. A furosina é
usada como indicador de qualidade em produtos lacteos, ovos, cereais
para bébés, massas, produtos de tomate, soja, cevada, malte, mel,
produtos derivados de carne e leite processados termicamente
(Erbersdobler e Somoza, 2007; Rada-Mendoza et al., 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 sao semelhantes aos descritos na literatura
para produtos que haviam sofrido tratamento térmico de forma
moderada, tais como produtos de leite UHT (Vallejo-Cordoba et al.,
2004; Van Renterghem e De Block, 1996) (35-269 mg por 100 g
proteina), compotas e alimentos para criancas a base de frutos (Rada-
Mendoza et al., 2002) (44-448 mg por 100 g proteina), carne de
bovino e salmao cozinhados (Charissou et al., 2007) (100-200 mg por
100 g proteina).

Para a quantificacdo de CML + CEL nas peras secadas, o0s
resultados indicam teores entre 96 e 37 mg por 100 g de proteina,
detectados para as peras tradicionais e para as peras secadas em
tunel, respectivamente. Para as peras secadas em estufa na ESAV e
ESTV, a quantidade de furosina varia entre 94 e 71 mg por 100 g
proteina, respectivamente. A CML é descrita na literatura como um
indicador atil no estudo da ocorréncia dos estados mais avancados
das reaccdes de Maillard em alimentos processados termicamente de
forma severa (Charissou et al., 2007), mas em relacdao aos teores de
CEL ndo existem dados disponiveis. Assim sendo, os teores
determinados para CML+CEL sao, como esperado, superiores aos
descritos na literatura para a CML mesmo em alimentos severamente
processados termicamente, como o leite em pd esterilizado
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(Erbersdobler e Somoza, 2007) (43-52 mg por 100 g proteina) e
formulas infantis hipoalergénicas em pé (Fenaille et al., 2006) (13-32
mg por 100 g proteina). Este facto deve-se a interferéncia do teor de
CEL na quantificacao da CML.

Em ambas as analises realizadas (furosina e CML+CEL), verifica-se
uma tendéncia para a ocorréncia de niveis mais elevados para as
peras tradicionais e o conteido mais baixo para as peras secadas em
tunel na UC, enquanto as peras secadas nas estufas possuem niveis
intermédios. Este facto mostrou que a secagem tradicional é o
processamento térmico mais severo e que a secagem realizada em
tunel é o processamento térmico menos severo. Este facto pode
explicar as diferencas observadas entre a cor das peras tradicionais
(coloracao castanha/avermelhada caracteristica) e das peras secadas
em tunel na UC (sem coloracao castanha/avermelhada). No caso das
peras secadas em estufas na ESAV e na ESTV, verifica-se a ocorréncia
da coloracao caracteristica. Estes resultados permitem afirmar que o
processamento de secagem promove 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 contribui para o
desenvolvimento da coloracdo castanha/avermelhada das peras. Para
a secagem em tunel (UC) é possivel que o processamento ndo é
suficientemente forte para garantir a ocorréncia de reaccgdes de
Maillard nos estados mais avancados, quando a coloracao
castanha/avermelhada se desenvolve.

3. ANALISE DE AMINOACIDOS

A analise de aminoacidos realizou-se na sequéncia do estudo da
ocorréncia de reacgdes 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 realizacdo desta analise foi o de estudar o efeito dos diferentes
processos de secagem no perfil de aminodacidos dos frutos secados em
relacdao ao fresco. Este estudo envolveu a analise do produto fresco,
produto secado tradicionalmente, produtos secados em estufa (ESAV
e ESTV) e produto secado em tunel (UC) obtidos de duas secagens
realizadas em 2008 e 2009. No caso da secagem de 2008 ndo foram
analisados os frutos secados em estufa na ESTV por falta de amostra.

O método de andlise para a determinacdo dos aminoacidos totais
foi semelhante ao efectuado na deteccao dos residuos indicadores da
ocorréncia de reaccdes de Maillard, mas a concentracdao do acido
cloridrico usado na hidrélise foi inferior (6 M) e os hidrolisados foram
apenas filtrados e de seguida derivatizados. Para a determinacao dos
aminoacidos livres o procedimento foi 0 mesmo mas nao se realizou a
hidrélise acida, uma vez que o objectivo era o de caracterizar a
fraccdo ndo associada em proteinas.

Em relacdo aos resultados para as amostras da secagem de 2008,
verificou-se alguma inconsisténcia dos resultados, possivelmente na
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Teor (mg/ 100 g peso seco)

sequéncia de erros na manipulacao dos frutos durante os processos
de secagem, que terdao levado a sua contaminacao/degradacao
(Figura 6).
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Frutos de 2008 Frutos de 2009

Figura 6 - Teor em proteina e em aminoacidos livres de peras frescas e
secadas.

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

Os aminoacidos predominantes no material proteico de todas as
amostras de péra sdo: GIx (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 GIx (8%) e Leu
(5%) mais baixos. Foram detectados ainda os aminoacidos essenciais
Ile (10%), Val (7%), Lys (6%), Thr (4%) e Phe (3%) revelando que a
péra de S. Bartolomeu é uma fonte de aminoacidos com valor
nutricional. Em relagdo aos perfis de aminoacidos do material proteico
determinados para os produtos secados, os resultados encontram-se
representados na Figura 7,usando como comparacao com o perfil do
produto fresco.
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Figura 7 - Perfis de aminoacidos das proteinas do produto fresco e dos
produtos secados.

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

Em relacdo ao teor em aminodcidos livres, verificou-se um valor
de 52+11 mg/100 g de peso seco para o produto fresco,
representando 16% do valor total de aminoacidos. Os aminoacidos
predominantemente detectados sdao o GIx (45%), o Asx (21%) e a Ala
(13%) tendo sido ainda detectado o aminoacido essencial Val (8%).
Estes resultados estdo em conformidade com o descrito na literatura
para péra fresca (Pilipenko et al., 1999) e para sumo de péra (Van
Gorsel et al., 1992; Belitz et al., 2004) onde o Asx é referido como
sendo o aminoacido predominante. Os teores em aminodacidos livres
determinados para os produtos secados tradicionalmente (3243
mg/100 g peso seco) e em estufa na ESAV (29+1 mg/100 g de peso
seco) sao menores do que os determinados para o produto fresco,
enquanto que para o caso dos produtos secados em tunel e em estufa
na ESTV estes valores sao semelhantes. Verificou-se ainda que todos
0S processos de secagem promovem 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 ndo haja dados disponiveis na
literatura em relacdo ao perfil de aminoacidos de peras secadas nem
de frutos secados em geral, o alto teor de Pro livre foi descrito para
sumo de péra (Belitz et al., 2004). Na verdade, o alto teor em Pro é
descrito na literatura como uma resposta dos frutos a condigbes de
stresse (Huxham et al., 1999; José & Puigdomeénech, 1993; Shirsat
et al., 1996), nomeadamente devido a modulacdo da expressdo de
glicoproteinas ricas em prolina (extensinas). A diminuigdo do teor de
Glx e Ala esta relacionada com a perda de alguns compostos com o
processamento de secagem.
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Desta caracterizacao a nivel do perfil de aminoacidos, conclui-se
que os diferentes processos de secagem nao afectam o conteiddo em
proteina mas afectam o perfil de aminoacidos livres.

4. CONCLUSAO

Quanto a analise sensorial realizada aos produtos secados,
conclui-se que as secagens em estufa desenvolvidas possuem
capacidade para produzir Péra Passa de Viseu, enquanto que a
metodologia de secagem em tlnel precisa ainda de optimizacdo para
aproximar a coloracao do produto secado a coloragdo caracteristica do
produto tradicional. Atendendo as qualidades organolépticas da péra
assim processada, € de admitir que este produto possa também ter
valor comercial mesmo sem ter a cor do produto tradicional.

Em relacdo ao estudo do processo de desenvolvimento da
coloracao caracteristica da péra passa, o trabalho realizado permitiu
observar que o pH, a temperatura e a humidade sdo factores
importantes neste processo, sendo que para pH 5, a 50°C e a uma
humidade relativa de 100% ¢é possivel simular em laboratério o
desenvolvimento da coloracdo caracteristica da Péra Passa de Viseu.
No seguimento destes resultados, a ocorréncia de reaccdes de
Maillard durante os processos de secagem surgiu como hipdtese. De
facto, verificou-se a deteccao dos compostos resultantes das reaccoes
de Maillard em todos os tipos de peras secadas, sendo os niveis mais
elevados detectados para as peras secadas tradicionalmente,
enquanto as peras secadas no tunel de ar quente, que ndo possuem
cor castanho-avermelhada, apresentam os valores inferiores. Estes
resultados permitem concluir que a secagem da péra de S.
Bartolomeu promove a ocorréncia de reacgbes de Maillard
caracteristicas de produtos processados termicamente que podem
contribuir para a coloragao caracteristica do produto.

Em relacdo ao efeito da secagem no perfil de aminoacidos,
conclui-se que os processos de secagem em estudo ndo afectam o
conteludo em proteina nem o seu perfil em aminoacidos, mas afectam
o conteldo em aminoacidos livres e o seu perfil, promovendo o
aumento do teor em Pro. Os aminoacidos essenciais Ile, Val, Lys, Thr
e Phe conferem a este produto valor nutricional.

Estes resultados permitem concluir que a coloracdo da péra para
produzir o produto tradicional ndao pode ser explicada por um unico
grupo de compostos mas pela conjugacao de varias modificacdes ao
nivel dos compostos fendlicos, reaccdes de Maillard, reacgdes de
acastanhamento e outras, potenciadas pelas condigdes adequadas de
pH, temperatura e humidade a que a péra é submetida. E possivel
aproximar os parametros sensoriais das peras obtidas em estufa e em
secador aquelas que apresentam os frutos tradicionais por conjugacao
em laboratorio e posteriormente na industria destes factores.
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CAPITULO 13

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
POLISSACARIDEOS PECTICOS DA PERA PASSA DE
VISEU

Lisete Silva, Claudia Nunes, Maria do Rosario Domingues,
Raquel Guiné, Manuel Anténio Coimbra

RESUMO

Os polissacarideos pécticos integram uma dgrande familia de
polissacarideos constituidos, essencialmente, por uma longa cadeia de
residuos de acido galacturénico (GalA). Estes compostos podem ser
encontrados nas paredes celulares primarias dos frutos e vegetais,
apresentando um papel importante na determinagao da forca e flexibilidade
dos tecidos.

Os polissacarideos das paredes celulares da péra de S. Bartolomeu obtida
em fresco e das peras secadas foram fraccionados e caracterizados quanto a
sua constituicdo em aclUcares. Algumas fraccées ricas em polissacarideos
pécticos foram seleccionadas para uma andlise estrutural mais detalhada,
nomeadamente o sobrenadante do residuo celuldésico da péra fresca
(SnCR). Estes polissacarideos pécticos foram hidrolisados com uma endo-
poligalacturonase (PG), uma hidrolase especifica para os residuos de &acido
poligalacturénico em ligacdo a-(1—4). Os oligossacarideos obtidos foram
separados por tamanho utilizando uma cromatografia de exclusdo molecular.
As fraccdes de menor peso molecular foram analisadas por espectrometria de
massa com ionizacdo por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS).

Para comparacdao das caracteristicas estruturais dos polissacarideos das
peras com a de outros frutos, estudou-se ainda uma pectina comercial
proveniente de citrinos.

1. INTRODUCAO

Os polissacarideos pécticos estdo presentes em elevadas
quantidades nos frutos e sao das suas caracteristicas nas diferentes
fases do seu crescimento, amadurecimento e processamento. Os
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polissacarideos pécticos tém muitas funcdes nas paredes celulares dos
tecidos, sendo determinantes para a sua robustez e flexibilidade.

Os polissacarideos pécticos representam um grupo complexo de
polissacarideos que tém como cadeia principal residuos de acido
galacturdnico (GalA) em ligacdo a-(1—4). Na parede celular podem
existir quatro tipos de polissacarideos pécticos, denominados da
seguinte forma: homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas do
tipo I (RG-I), que incluem as cadeias de arabinogalactanas e
arabinanas, ramnogalacturonanas do tipo II (RG-II) e as
xilogalacturonanas (XGA). As HG sdo polimeros lineares, constituidos
por residuos de a-(1—4)-b-GalpA, [—4)-a-D-GalpA-(1—],, que podem
estar parcialmente metilesterificados e/ou acetilados em O-2 e/ou O-
3. As RG-I sao constituidas, na cadeia principal, de unidades repetidas
de [—4)-a-D-GalpA-(1—-2)-a-L-Rhap-(1—], que podem  estar
ramificadas em O-4 nos residuos de Rha, com cadeias laterais
constituidas por residuos de galactose (Gal) e/ou arabinose (Ara). As
RG-II estdo descritas como sendo heteropolissacarideos complexos,
gue contém uma cadeia principal de HG. S3o ainda constituidos por
cadeias de, pelo menos, 8 residuos de a-b-GalpA, em ligacao (1—4),
onde estdao directamente ligadas quatro cadeias de oligossacarideos
contendo aglcares pouco comuns, como a apiose, o acido acérico,
acido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosarico (DHA) e o acido 3-desoxi-D-
mano-2-actulosdnico (KDO) (Vidal et al., 2000).

Os constituintes principais das paredes celulares da polpa da péra
de S. Bartolomeu sdo os polissacarideos pécticos (36%), a celulose
(31%) e as glucuronoxilanas (27%), e os componentes minoritarios
sao as xiloglucanas (4%) e as mananas (2%) (Ferreira, 2003).

Neste trabalho, foram determinadas as caracteristicas estruturais
detalhadas dos polissacarideos pécticos da péra de S. Bartolomeu e
de uma pectina comercial.

2. MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS:

Neste trabalho foram utilizados extractos obtidos no
fraccionamento dos polissacarideos da parede celular da péra fresca e
secada:

Na,COs-f: amostra de péra fresca extraida com Na,CO;

Na,COs-s: amostra de péra secada extraida com Na,COs
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CDTA-f: amostra de péra fresca extraida com CDTA (agente
quelante)

CDTA-s: amostra de péra secada extraida com CDTA

Sn-CR-f: sobrenadante do residuo celuldsico da péra fresca

A pectina comercial proveniente de citrinos também foi usada
neste trabalho.

ANALISE DE ACUCARES:

Os polissacarideos pécticos das diferentes amostras foram
hidrolisados e os acglUcares neutros resultantes foram reduzidos e
acetilados. A deteccdo e quantificacdo dos diferentes acucares foram
efectuadas com recurso a cromatografia em fase gasosa utilizando um
detector de ionizacdao de chama (GC-FID) (Coimbra et al., 1996). A
determinacao dos acidos urdnicos foi feita por colorimetria utilizando
como reagente o m-fenilfenol em acido sulfirico concentrado
(Coimbra et al., 1996).

HIDROLISE ENZIMATICA:

Todas as amostras foram sujeitas a uma hidrélise enzimatica
selectiva com PG. A hidrdlise foi realizada com uma solugdo tampao
de acetato de sdédio 0,1 M, durante 1 h a 26°C. Deste modo, foram
obtidos oligossacarideos pécticos, que posteriormente foram
separados por cromatografia de exclusao molecular.

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR:

A cromatografia de exclusao molecular foi efectuada em colunas
de Biogel P2 e P6, que permitem fraccionar moléculas com tamanhos
que variam de 100-1800 e 1000-6000 Da, respectivamente. Esta
técnica permitiu a separacdo por tamanho dos oligossacarideos
pécticos resultantes da hidrélise com PG. Na tabela 1 sdo descritas as
condicdes de eluicao utilizadas para as diferentes amostras.
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Tabela 1: CondicBes de eluigdao da cromatografia de exclusdo molecular para
as diferentes amostras.

Fluxo
Amostra Biogel Eluente
(mL/min)
H,O destilada 0,30
Na;COs-s P6 Tamp3do fosfato 50mM
0,70
pH=6,5
Na,COs-f P6 H,O destilada 0,30
CDTA-f antes e apds
L P6 H,O destilada 0,53
saponificagao
CDTA-s P6 H,O destilada 0,53
Sn-CR-f P6 H,O destilada 0,53
H20 destilada 0,53
P6 Tampao fosfato 50mM
0,70
PC pH=6,5
H20 destilada 0,55
P2
H20 destilada pH=2,7 0,56

As fracgOes resultantes da cromatografia de exclusdo molecular,
realizaram-se testes colorimétricos para a deteccao dos acglcares e
dos acidos urdnicos (GalA).

ESPECTROMETRIA DE  MASSA COM  IONIZAGCAO  POR
ELECTROSPRAY (ESI-MS):

As fraccoes de menor peso molecular onde foram detectados
aclcares e acidos uronicos foram analisadas por espectrometria de
massa (MS) utilizando o método de ionizacdo por electrospray (ESI),
operando em modo positivo, utilizando um fluxo de 10 pL/min.

DETERMINACAO DO GRAU DE ESTERIFICACAO E ACETILACAO:

Os polissacarideos pécticos podem encontrar-se metilesterificados
e/ou acetilados, impedindo a accdo da PG. O grau de
metilesterificacdo e de acetilacdo foi obtido com recurso a
microextraccdo em fase sélida (SPME). As amostras foram
saponificadas com uma solucao de NaOH e, apds acidificacdao com HCI,
o metanol e o acido acético resultantes foram adsorvidos na fibra de
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SPME (DVB/Carboxen/PDMS) e a quantificacdo é feita por GC-FID
(Nunes et al., 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 pode ser observado, como exemplo, o resultado da
analise de aglcares para um extracto obtido no fraccionamento dos
polissacarideos da péra fresca (SN-CR-f) e para a pectina comercial
(PC).

Tabela 2: Concentracdo, em % mol, dos aglcares presentes nas amostras de
Na,COs-s e PC

% mol
° mo Aclcares totais
Amostra
Rha Ara Xyl Man Gal Glc AU (mg/g)
Sn-CR-f 44 12 - 19 3 21 264
PC 1 1 - 1 3 13 81 1016

Rha-ramnose; Ara-arabinose; Xyl-xilose; Man-manose; Gal-galactose; Glc-
glucose; AU-acidos uroénicos; v- quantidade vestigial;.

No que respeita a analise efectuada aos agulcares presentes nas
amostras de Sn-CR-f e PC, pode dizer-se que esta Uultima §é,
essencialmente, constituida por acidos urodnicos (81 % mol). No
entanto, apresenta ainda uma quantidade consideravel de Glc (13 %
mol). No caso da amostra de Sn-CR-f, a Ara é o aclUcar mais
abundante (44 % mol). No entanto, os acidos urdnicos (21 % mol),
assim como a Gal (19 % mol), assumem um grande peso na
quantidade de acgucares totais.

O método de eluicdo das amostras na cromatografia de exclusao
molecular teve de ser optimizado. Como se pode observar na tabela
1, testaram-se diferentes eluentes como a agua destilada (pH~7),
uma solucdo tampado fosfato 50 mM (pH=6,5) e agua destilada
acidificada (pH=2,7). A utilizacdo de um pH mais acido permite que os
residuos de GalA se encontrem protonados, tendo-se verificado que,
neste caso, as interaccdes dos compostos com a fase estacionaria
eram minimizadas. Optou-se pela utilizacdao do Biogel P2 e como
eluente agua acidificada pois permitiu uma separagao mais eficaz dos
oligossacarideos pécticos.

Nas amostras possuindo maior quantidade de residuos de Ara e
Gal foi mais dificil a obtencdo de oligossaraideos pécticos. A presencga
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de grupos metilo e acetilo também impedem a hidrdlise. A amostra
CDTA-f, por exemplo, como tinha um indice de metilacdao de 23-41%,
houve necessidade de se proceder a saponificagcdo das amostras para
que fossem removidos o0s grupos metilo, seguida de nova
cromatografia de exclusao molecular.

Os cromatogramas obtidos, para todas as amostras analisadas,
apresentavam dois picos, um pico na zona do limite de exclusdo da
coluna (> 1800 ou 6000 Da) e o outro correspondente a moléculas de
baixo peso molecular, como se pode observar na figura 1.

Abs (490 nm)

3,0 -
100 - 1800 Da
2,0 A
1,0 > 1800 Da
0,0 —"/k"‘ ‘ ‘ ‘
25 50 75 100

volume (mL)

Figura 1 - Cromatograma da pectina comercial apds a hidrdlise com a PG,
eluida com agua destilada acidificada numa coluna de Biogel P2.

As fraccOes de menor peso molecular, que eluiram no pico de
maior tempo de retencao, foram analisadas por espectrometria de
massa (MS) utilizando o método de ionizagdo por electrospray (ESI).
A identificacdo das caracteristicas estruturais destes oligossacarideos,
nomeadamente a sua composicdo em agucares, sua sequéncia e
possiveis ramificacdes foram determinadas pela analise dos dados de
ESI-MS/MS dos ides identificados nos espectros de ESI-MS.

Através interpretacdo detalhada dos espectros de ESI-MS, foi
possivel detectar a presenca de uma série de oligossacarideos que se
apresentam sob a forma de aductos de sdédio, [M+Na]*. Na tabela 3
sao apresentados os resultados do conjunto de todas as fracgdes
analisadas para duas das amostras (Sn-CR-f e PC), com a indicagao
dos valores de m/z dos ides mais abundantes observados em ESI-MS,
com a possivel identificagao.
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Tabela 3: I0es observados nos espectros de ESI-MS para as fracgles
analisadas de polissacarideos pécticos da amostra Sn-CR-f e da PC, indicando
os valores de m/z para os respectivos ides [M+Na]®, e a sua possivel
identificagao.

Polissacarideos pécticos
GalA,HexPent,

n m p PC Sn-Cr-f

1 0 O 217 -

2 0 O 393 -

GalA,

3 0 O 569 -

4 0 O 745 745

2 1 0 555 -
GalA Hexn, 3 1 0 731 731

4 1 O - 907

2 0 1 525 -
GalA,Pent,

3 0 1 701 701

Os valores de m/z observados, em conjunto com os dados de
andlise de aclUcares (tabela 1), permitiram atribuir diferentes
estruturas para os oligossacarideos. Estas pertencem a trés séries
distintas: oligossacarideos constituidos apenas por residuos de acido
galacturénico (GalA,, n=1-4), residuos de acido galacturdnico
substituidos por residuos de pentoses (GalA,Pent, n=2-3) e residuos
de 4acido galacturdonico substituidos por residuos de hexoses
(GalAHex, n=2-4).

Na figura 2 é apresentado um espectro de ESI-MS/MS, como
exemplo dos espectros obtidos para a série GalA,, do ido m/z 745.
Neste espectro observam-se trés perdas consecutivas de um residuo
de GalA (-176 Da), originando apds a primeira perda um ido com m/z
569, depois um ido com m/z 393 e por ultimo a formagao de uma ido
m/z 217, correspondente ao aducto de sodio [GalA+Na]*. Deste
modo, podemos confirmar a estrutura atribuida ao iao m/z 745 como
sendo um tetrassacarideo de GalA, pertencente a cadeia linear dos

polissacarideos pécticos (homogalacturonanas).
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Figura 2 — Espectros de ESI-MS/MS relativo ao ido m/z 745.

O espectro de ESI-MS/MS do iao m/z 701, que representa a série
GalA,Pent, é apresentado na figura 3. Pela analise da principal via de
fragmentacao deste ido (formado por um residuo de pentose e trés
residuos de acido galacturénico), permite observar uma primeira
perda de -194 Da, que corresponde a uma molécula de GalA
(176+18) com formagdao do idao m/z 507. Este perde um residuo de
pentose (-132 Da) dando origem ao ido m/z 375, que por sua vez
perde ainda um residuo de GalA (-176 Da), obtendo-se um aducto de
sodio formado por [GalA.s+Na]*.

Os oligossacarideos desta série, constituidos por residuos de acido
galacturdnico ligados a pentoses, sao provavelmente provenientes das
xilogalacturonanas.
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Figura 3 - Espectros de ESI-MS/MS relativo ao ido m/z 701.

O espectro MS/MS do

iao m/z 731,

como exemplo da

fragmentacdo obtida para a série GalA,Hex;, que corresponde ao
oligossacarideo constituido por trés residuos de acido galacturénico e
um residuo de hexose é apresentado na Figura 4. A presenca de acido
galacturdnico é confirmada pela presenca dos ides a m/z 537 e 361,
que resultam da perda de uma molécula de GalA, seguida de perda de
um residuo de GalA. Por ultimo, a confirmar a existéncia de um
residuo de hexose, verifica-se uma perda de -162 Da, dando origem
ao ido m/z 199, correspondente a um aducto de sodio [GalAs+Nal*.

[GalAzHex+Na]+

537.1
1007 'GaIAres
] (-176Da) -Hex,,
§ | (-162 -GalA
R “Hex,e ba) (-194 Da)
5 -162
% 7 (Da) 361.1 -GalA,., -GalA
o (-176Da) 555.1 (-176Da)
2 375.1 ’
2] [GalA+Nal* - 269.1
S - [GalA, +Na]+®? a
< | 199.0_ 217.0 —379:1
L L o L c e HH““‘H“HH‘HH e M/Z
100 200 300 400 500 600 700

Figura 4 — Espectros de ESI-MS/MS relativo ao ido m/z 731.

A ligacao de hexoses na cadeia principal de homogalacturonana é
uma caracteristica estrutural que ainda nao tinha sido descrita para os
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polissacarideos pécticos. Esta caracteristica estrutural foi observada
ndao s6 nos polissacarideos pécticos da péra mas também nos da
pectina comercial.

4. CONCLUSOES

Apéds o trabalho efectuado, pode concluir-se que, relativamente a
cromatografia de exclusdo molecular, existe uma grande
probabilidade de interaccao dos polissacarideos pécticos das amostras
com a agua destilada (pH~7) e a matriz de Biogel. No entanto, a
utilizacdo de agua destilada a pH =2,7 pareceu ser uma boa solugao
para a eluicdo destes compostos, uma vez que, deste modo, é
garantida a sua protonacgao.

Os polissacarideos pécticos da péra fresca e secada possuem uma
estrutura semelhante e comparavel a dos polissacarideos pécticos de
outros frutos, nomeadamente a pectina comercial obtida a partir de
citrinos. A presenca de residuos de hexose ligados a cadeia principal
dos residuos de acido galacturénico nos polissacarideos pécticos é
uma caracteristica que merece ser explorada, pois podera ajudar a
compreender as propriedades que estes polissacarideos possuem
enquanto constituintes das paredes celulares das plantas.
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