-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byji CORE

provided by Repositério Cientifico do Instituto Politécnico de Viseu

DETERMINACAO DO PODER ANTI-RADICALAR DOS
COMPOSTOS FENOLICOS DAS PERAS FRESCAS E SECADAS
DE S. BARTOLOMEU. AVALIACAO DA SUA
BIODISPONIBILIDADE AO LONGO DO TRACTO
GASTROINTESTINAL

Lisete M. Silval’z; Pedro A.C.O. Lopesl’z; Pedro R.T. Cunhal’z; Silvia M. Rochal, Raquel P.F. Guiné 2;
Manuel A. Coimbra'

! QOPNA, Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal
’CI&DETS/ Escola Superior Agrdria de Viseu, Instituto Politécnico de Viseu, 3500-606 Viseu, Portugal

Resumo

As procianidinas sdo os principais compostos fendlicos da péra de S. Bartolomeu (Pyrus
communis L.). Com o processamento a péra passa de Viseu, o conteido em compostos fendlicos
diminui 64%, verificando-se que as procianidinas aumentam o seu grau de polimerizagdo e
diminuem a sua extractabilidade.

Com o objectivo de avaliar o poder anti-radicalar dos compostos fendlicos presentes nas
peras de S. Bartolomeu frescas e secadas e a sua biodisponibilidade ao longo do tracto
gastrointestinal, foram analisadas peras secadas pelo método tradicional com exposi¢cdo solar
directa, peras secadas em estufa solar de conveccao forcada e peras secadas em tinel a 40 °C
sem exposi¢do solar. Os compostos fendlicos foram extraidos com solu¢des de metanol e de
acetona/dgua (6:4 v/v). Os testes de avaliagdo do poder anti-radicalar das amostras foram feitos
em solucgdes simulantes da saliva (1% o-amilase, pH 6,5), do suco géstrico (1% pepsina, pH 2)
e do meio liquido do duodeno (0,15% sais biliares e 3% pancreatina, pH 7), a 37 °C. Os testes
foram realizados individualmente nas trés condi¢des e também de modo sequencial, simulando
o percurso pelo aparelho digestivo. A actividade anti-radicalar foi medida pelo teste de DPPH.

Cada um dos simulantes, quando analisado individualmente, ndo apresenta efeitos
significativos na actividade anti-radicalar dos extractos. No entanto, a accio sequencial dos trés
simulantes reduz para metade a capacidade anti-radicalar. Estes resultados permitem inferir que
os compostos fendlicos existentes nos varios extractos de péra fresca e secada apresentam
biodisponibilidade, resistindo parcialmente a degradacdo pela saliva, suco gastrico e meio
liquido do duodeno.

1. INTRODUCAO

A Péra Passa de Viseu ¢ um produto agro-alimentar tradicional portugués,
resultante da secagem de uma variedade de peras, a péra de S. Bartolomeu (Pyrus
communis L.). E um fruto pequeno, de cor castanho-avermelhada e com caracteristicas
organolépticas unicas (Ferreira et al., 2002). Ao contrario da maioria das peras, que
possuem um sabor doce e macio, a péra de S. Bartolomeu apresenta-se amarga e um
pouco adstigente, tornando o seu paladar menos agraddvel ao seu consumo em fresco.
No entanto, quando a péra de S. Bartolomeu é secada por exposi¢do directa ao sol, esta
péra torna-se organolepticamente muito agraddvel. A cor, o sabor e a textura sdo as

propriedades organolépticas que influenciam a qualidade do produto final e, deste
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modo, o seu valor comercial. As alteracdes da cor e do sabor dos frutos, que ocorrem

durante o seu processamento estao associados a presenca de compostos fendlicos.

1.1. Compostos fenélicos da péra e o seu poder antioxidante

Os compostos fendlicos constituem um dos grupos de compostos mais abundantes
nas plantas. Sdo considerados como uma das principais classes de metabolitos
secunddrios, que apresentam propriedades sensoriais (como a cor € o sabor), e
nutricionais muito peculiares (Naczk et al, 2006). Quimicamente, oS compostos
fendlicos sao substancias que contém, ligados a um anel benzénico, um ou mais grupos
hidroxilo, designando-se por fendis ou polifendis, respectivamente. Estes compostos
podem estar ligados a outros compostos, tais como agicares ou acidos organicos. Sao
conhecidos milhares de compostos fendlicos nas plantas, que podem ser divididos em
diversas classes, tendo em conta a sua estrutura quimica. No caso da péra, estes
compostos podem ser divididos em: fendis simples (ex. arbutina), dcidos fendlicos, em
que os mais estudados sdo os dcidos hidroxicinamicos (ex. dcido clorogénico) e seus
derivados e os flavandides. Dentro destes tltimos, os mais estudados na polpa da péra
tém sido os 3-favandis, nomeadamente as catequinas monoméricas e os dimeros das
procianidinas. As procianidinas sdo os principais compostos fendlicos da péra de S.
Bartolomeu (Pyrus communis L.). Os compostos fendlicos responsdveis pela alteracdo
da cor e do sabor que ocorrem em geral nos frutos processados, como é o caso da péra
passa de Viseu, sdo o dcido cafeoilquinico, a (+)-catequina, a (-)-epicatequina e as
proantocianidinas (Macheix et al., 1990; Wrolstad et al., 1991). Nas pomdideas, de que
¢ exemplo a péra (Spanos et al., 1992; Pascual-Teresa et al., 2000), as proantocianidinas
sdo, essencialmente, procianidinas compostas principalmente por (-)-epicatequina. No
entanto, com o processamento a péra passa de Viseu, o conteido em compostos
fendlicos diminui 64%, verificando-se ainda que as procianidinas aumentam o seu grau
de polimerizagdo e diminuem a sua extractabilidade (Ferreira et al., 2002). Para além
das procianidinas, as peras possuem também dcido clorogénico, derivados de
isorhamnetina, canferol e quercetina, compostos com potencial antioxidante (Silva et
al.,2010b).

Os compostos fendlicos sdo considerados essenciais na dieta humana por
apresentarem uma vasta gama de propriedades fisioldgicas, entre as quais o poder
antioxidante (Heim et al., 2002). A actividade antioxidante destes compostos, isto é, a

capacidade que estes tém para ‘“captar” radicais livres, doar &tomos de hidrogénio ou
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electrdes ou quelatar catides metdlicos, depende da sua estrutura, em particular, do
nimero e das posicdes dos grupos hidroxilo e da natureza das substitui¢des nos anéis

aromaticos (Afanas’ev et al., 1989; Amarowicz, et al. 2004).

1.2. Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

O caracter antioxidante dos compostos fendlicos permite-lhes neutralizar as
espécies reactivas de oxigénio resultantes, em grande parte, da peroxidagdo lipidica
(Halliwell et al., 1995). Esta propriedade confere aos compostos fendlicos uma vasta
actividade bioldgica, destacando-se a diminui¢ao do risco de doencas cardiovasculares,
como a aterosclerose (através da diminui¢do da oxidacdo das LDL) (Silva et al., 2010a),
a reducdo do risco de desenvolvimento da doenga de Alzheimer (Orgogozo et al., 1997),
a prevenc¢ao de alguns tipos de cancro (Santos-Buega et al., 2000) e o retardamento do
envelhecimento celular (Howitz et al., 2003).

Os possiveis beneficios para a saide devido a uma dieta rica em compostos
fendlicos dependem da sua absor¢cdo e do seu metabolismo, que por sua vez, sdo
determinados pela sua estrutura, incluindo a conjugacao com outros fendlicos, o grau de
glicosilagao/acetilagdo, o tamanho molecular e a solubilidade (Bravo, 1998). Assim, os
compostos fendlicos de baixo peso molecular podem ser mais facilmente absorvidos,
transportados e metabolizados no organismo, estando por esta razdo mais
biodisponiveis. Por outro lado, os compostos fendlicos de alto peso molecular tém, a
partida, maior dificuldade em ser absorvidos devido a sua dimensdo e a sua capacidade
de interac¢do com as proteinas, permanecendo no tracto gastrointestinal, formando, com
estas, complexos de grandes dimensdes (Hagerman, 2001). Acreditou-se, inicialmente,
que a auséncia de enzimas responsdveis pela ruptura de ligagdes glicosidicas no
intestino, significava que apenas as agliconas conseguissem atravessar as paredes
intestinais (Kuhnau, 1976). Contudo, Hollman et. al (1995), mostraram a absorcdo de
glicésidos em humanos. Segundo estes autores, a absor¢do do glicésido de quercetina
de cebolas fritas é maior (52%) do que a sua aglicona quando administrada oralmente
(24%). Tal facto sugere que a biodisponibilidade dos glicésidos da quercetina depende
dos agucares ligados a estrutura fendlica, como por exemplo a conjugacdo da glucose,
que aumenta a biodisponibilidade (Hollman et al., 1999). A biodisponibilidade dos
compostos fendlicos pode também ser afectada pelas diferencas existentes nas estruturas
das paredes celulares, localizacdo dos glicosidos nas células e pelas ligacdes dos

compostos fendlicos na matriz alimentar (Hollman et al., 1997). Muitos dos estudos
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relacionados com a biodisponibilidade dos compostos fendlicos efectuados
anteriormente concentravam-se, essencialmente, nas dietas ricas em quercetina e
favonoides. Contudo, muitos progressos nesta area t€ém sido conseguidos, de forma a
compreender a absorcdo e o metabolismo de muitas outras classes de compostos
fendlicos. Estes estudos sdao focados nas antocianinas, nas flavanonas, nas catequinas,
nas proantocianidinas e nos dcidos hidroxicinamicos e hidroxibenzdicos , tendo sido
revistos por Manach et al. (2004). As diversas biotransformacdes enzimdticas que
ocorrem ao longo do tracto gastrointestinal que resultam, geralmente, na conjugacao dos
grupos hidroxilo, originam metabolitos com actividade antioxidante mais reduzida mas

ainda biodisponiveis (Hollman, 2001; Manach et al., 2004).

2. EXPERIMENTAL
Com o objectivo de se avaliar o poder anti-radicalar dos compostos fendlicos
presentes nas peras de S. Bartolomeu frescas e secadas e a sua biodisponibilidade ao

longo do tracto gastrointestinal, foram analisadas as seguintes amostras (tabela 1):

Tabela 1. Caracterizacdo das amostras

Amostra Condicoes de secagem Propriedades organolépticas

Fresca - Péra branca e bastante adstringente

, Péra branca com zonas acastanhadas
Tinel de ar quente, 40°C, sem ’

Coimbra . pouco eldstica, nao brilhante e com
exposicao solar Ca
alguma adstringéncia
Viseu Estufa solar de convec¢ao Péra castanha-avermelhada, elastica,
forcada brilhante e com alguma adstringéncia
Meétodo de secagem .
o . - Péra castanha-avermelhada, elastica,
Tradicional tradicional, com exposi¢do

brilhante e com alguma adstringéncia

solar directa

2.1. Extraccao e purificacao dos compostos fendlicos

O material exterior vermelho da péra secada foi separado e imerso em azoto
liquido, tendo sido posteriormente liofilizado. A amostra foi lavada com 200 mL de n-
hexano (95%) a temperatura ambiente sob agitacio magnética, durante 20 minutos para
a remocdo de lipidos. O material insoldvel foi extraido com 3 x 200 mL de metanol a
temperatura ambiente, sob agitacio magnética durante 20 minutos, extraindo, deste
modo, os polifendis de baixo peso molecular, e dissolvendo os actcares e 4cidos
organicos. Os extractos de metanol foram filtrados, concentrados (Ferreira et al., 2002)

e extraidos com 3 x 200 mL de uma solugdo acetona/dgua (6:4, v/v) a temperatura




ambiente, para a extraccdo dos compostos fendlicos polimerizados. As solugdes foram
centrifugadas e os sobrenadantes concentrados (extractos de acetona). O material
insolivel foi congelado e liofilizado (residuo da extracgdo). A excepgdo do tratamento
com n-hexano, todas as extraccdes foram realizadas sob condi¢des acidas (2% 4acido
acético, v/v), evitando assim a oxidagdo dos compostos fendlicos. Os acucares
existentes nos extractos de metanol e de acetona foram removidos por extrac¢do em fase
s6lida com uma coluna C18 (SPE, Supelco-Discovery 10 g), pré-condicionada com 20
mL de metanol, seguido de 20 mL de dgua. Os extractos (metanol e acetona) foram
eluidos pela coluna C18 e lavados com 2% de acido acético para remover os agucares (a
presenca de acgucares foi seguida pelo teste de Dubois, por reac¢do com acido sulfirico
concentrado na presenca de fenol, a quente). Os compostos fendlicos foram recuperados
com metanol, concentrados e liofilizados (extractos de metanol e acetona livres de

acucares) (Passos et al., 2007).

2.2. Determinacao do poder anti-radicalar (ARP) das amostras ricas em compostos
fenoélicos

A actividade antioxidante dos extractos das vdarias amostras foi determinada a
partir do seu poder anti-radicalar. Este foi medido pelo teste de DPPH-. Para cada
amostra, foram testadas diferentes concentragcdes (expressas em mg de amostra por mL
de solucdo). Foram adicionados 0,1 mL de extracto de metanol ou acetona a 3,9 mL de
solucdo de DPPH", 6 x 10° mol/L. de metanol. As absorvancias foram determinadas

num espectrofotémetro UV/VIS, a 515 nm ap6s 30 minutos de reaccao (Brand Williams

et al., 1995).

2.3. Testes de biodisponibilidade dos compostos fenélicos

Segundo Silva et al. (2010b), os compostos fendlicos existentes na péra fresca nao
sofrem alteracOes significativas apds o processamento, pelo que poderdo estar
biodisponiveis ao longo do tracto gastrointestinal.

Dependendo da sua estrutura, os compostos fendlicos podem reagir com
proteinas/enzimas, alterando vérias propriedades destes polimeros e deles mesmos. Com
o intuito de se obter mais informacdes a esse respeito, varios testes foram efectuados
para avaliar o poder antioxidante das varias amostras, inicialmente na boca, no
estbmago e no intestino e posteriormente, de um modo sequencial, simulando o
percurso do aparelho digestivo. Durante esta andlise, a temperatura utilizada foi de

5



37°C, para simular a temperatura do corpo humano. As concentragdes de todas as
enzimas utilizadas foram as concentracdes que existem no corpo humano. As solugdes
das enzimas foram preparadas em NaCl 0,01 M, a um pH especifico. Na tabela 2,
encontram-se descritas as condicdes utilizadas nos testes de biodisponibilidade. Para
uma mais correcta comparagdo, o poder anti-radicalar (ARP) foi sempre comparado as

amostras medidas ao pH do simulante (extracto, nas figuras).

Tabela 2. Condicdes utilizadas nos testes de biodisponibilidade

Boca Estomago Intestino
Sais biliares 0,15%
Enzima o-amilase Pepsina 1%
Pancreatina 3%
pH 6,5 2 7
Temperatura (°C) 37 37 37
Amostra/Enzima 1/1 1/1 1/1

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao do poder anti-radicalar (ARP) dos extractos ricos em compostos
fendlicos

Na figura 1 encontram-se representados os valores que nos permitem avaliar o poder
anti-radicalar (ARP) dos extractos de metanol e acetona para as diferentes amostras.
Assim, podemos observar que a amostra de péra fresca foi a que apresentou um ARP
superior as restantes amostras processadas. As amostras secadas extraidas com acetona

apresentaram um ARP superior, comparativamente as amostras extraidas com metanol.
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Figura 1. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol, acetona e valores totais para as
diferentes amostras.



3.2. Biodisponibilidade dos compostos fenélicos

As figuras 2 a 6 mostram os resultados dos testes de biodisponibilidade realizados
para os extractos de metanol e de acetona das varias amostras. Inicialmente, os testes
foram efectuados utilizando os simulantes da boca, estdbmago e intestino,
individualmente (fig. 2-5). Em todas as figuras, mostra-se o ARP das amostras medidas
ao pH do simulante sem enzima (extracto) e com enzima (extracto+enzima).

Péra Fresca

120
100
80
% 60
40
20
0
Extracto Extracto Etha(.:tO *
ais
Extracto + Extracto + Extracto .
. . biliares+
o-amilase 1% pepsina 1% .
pancreatin
al%
Boca Estomago Intestino
B Extracto de Metanol B Extracto de Acetona

Figura 2. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol e acetona inicial e apds os ensaios na
boca, no estdmago e no intestino, individualmente, para a amostra de péra fresca.

No que respeita a amostra da péra fresca, pode observar-se que ao pH neutro da
boca e do intestino, os extractos de acetona possuem uma actividade anti-radicalar
superior, relativamente aos extractos de metanol. Ao pH &cido do estdmago, essa
actividade é ligeiramente inferior. No entanto, tendo em conta a comparagdo com o
extracto inicial para cada um dos simulantes testados, pode dizer-se que a adi¢do do

simulante ndo afectou a amostra.



Coimbra
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Figura 3. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol e acetona inicial e apds os ensaios na
boca, no estdmago e no intestino, individualmente, para a amostra de péra secada em tinel, sem
exposicao solar directa (Coimbra).

Nas amostras de péra secadas em tinel (Coimbra), os valores de ARP dos
extractos de acetona sdo superiores aos valores de ARP dos extractos de metanol. Pode
observar-se ainda que para os extractos de metanol, a actividade anti-radicalar vai
diminuindo ligeiramente, a medida que se passa da boca para o intestino. A adi¢do dos
simulantes na boca e no intestino, reduziu ligeiramente o valor de ARP do extracto de

acetona e metanol, respectivamente.
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Figura 4. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol e acetona inicial e apds os ensaios
na boca, no estdmago e no intestino, individualmente, para a amostra de péra secada em estufa
de convecgdo forgada, com exposi¢do solar directa (Viseu).



No caso das amostras de péra secadas em estufa com luz solar directa e de
convecgdo for¢ada (Viseu), constata-se que na andlise efectuada na boca, os extractos de
metanol possuem um valor de ARP inferior, relativamente aos extractos de acetona. No
entanto, verifica-se que apds a adi¢do do simulante, o valor do ARP nos extractos de
metanol foi ligeiramente superior e nos extractos de acetona ligeiramente inferior,
relativamente aos extractos iniciais. Estes testes ndo puderam ser realizados nas

restantes zonas, devido a falta de extracto de metanol desta amostra.
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Figura 5. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol e acetona inicial e apds os ensaios
na boca, no estdbmago e no intestino, individualmente, para a amostra de péra secada
tradicionalmente, com exposic¢ao solar directa (Tradicional).

N

A semelhanga do que se verificou nas amostras de péra secada na estufa solar de
conveccdo forcada, os extractos de acetona das péras secadas tradicionalmente possuem
uma actividade anti-radicalar superior aos extractos de metanol em todos os simulantes
analisados individualmente. Nos extractos de metanol, essa actividade € superior na
boca, diminuindo, ligeiramente, até ao intestino. Comparando o ARP das solucdes dos
extractos com as dos extractos+enzima, pode observar-se uma ligeira diminui¢do do
valor de ARP apés a adicdo da a-amilase a ambos os extractos (metanol e acetona),
ap6s a adi¢do da pepsina ao extracto de acetona, assim como apds a adicdo dos sais

biliares e pancreatina ao extracto de metanol.

A figura 6 mostra a biodisponibilidade dos compostos antes e apds a accdo

sequencial, com o intuito de simular o seu percurso pelo aparelho digestivo. Verifica-se



a perda de 35% do ARP nos extractos de metanol da péra fresca. O extracto de acetona
ndo sofreu perda de actividade nesta amostra. Dada a auséncia de extractos de metanol
para as amostras das peras secadas em Coimbra e em Viseu, analisaram-se apenas 0s
extractos de acetona. Assim, verificou-se a perda do ARP de 18% e de 38% nas
amostras de Coimbra e de Viseu, respectivamente. No caso das peras secadas
tradicionalmente, verificou-se a perda de 18% do ARP nos extractos de acetona e de

apenas 4% nos extractos de metanol.

Ensaios de Biodisponibilidade
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Figura 6. Poder anti-radicalar dos extractos de metanol e acetona inicial e apds os ensaios de
biodisponibilidade, para as varias amostras de peras.

4. CONCLUSAO

A amostra de péra ndo processada apresentou uma actividade anti-radicalar
superior as amostras de peras processadas. Estas ultimas, extraidas com uma solugdo de
acetona/dgua, apresentaram um valor de ARP superior aos extractos de metanol.

Os testes de biodisponibilidade dos compostos fendlicos presentes nas diferentes
amostras mostraram que cada um dos simulantes, quando analisados individualmente,
ndo apresentou efeitos significativos na actividade anti-radicalar dos extractos. No
entanto, a accdo sequencial dos 3 simulantes reduz a capacidade anti-radicalar,
sobretudo nos extractos de Viseu, em que a reducao foi cerca de metade do valor inicial.

Estes resultados permitem inferir que os compostos fendlicos existentes nos varios
extractos de péra fresca e secada apresentam biodisponibilidade, resistindo

parcialmente, a degradacdo pela saliva, suco géstrico e meio liquido do duodeno.
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