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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo da influéncia no perfil
qualitativo e quantitativo dos compostos fendlicos, ocasionados pelo
processamento de secagem para produgao de uvas passas e da influéncia da
cobertura com chocolate de uvas passas por drageamento. Dessa maneira, foi
realizado o desenvolvimento de uvas passas a partir da cultivar BRS Clara
utilizando azeite de oliva extra virgem (AOEV) como pré-tratamento para acelerar
o processo de secagem, e consequentemente, preservar ao maximo o0s
compostos fenodlicos presentes na uva in natura. Em sequéncia foi realizado o
drageamento com chocolate da uva passa produzida pelo método de secagem
selecionado. A avaliagcdo das alteracbes promovidas pelos processamentos
aplicados nos compostos fendlicos presentes nas uvas in natura e nos produtos
obtidos foi realizada por meio da aplicagdo de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores. A analise de
aceitacado e do perfil sensorial, pela metodologia RATA (Rate-All-That-Apply),
dos drageados produzidos foram realizadas. O emprego do pré-tratamento das
uvas com o azeite promoveu uma redugdo media nos tempos de secagem de
39,33% £ 5,5% quando comparado as uvas controle (sem pré-tratamento). Apés
analise dos resultados de perfil qualitativo e quantitativo das uvas passas
elaboradas a partir da cultivar BRS Clara (safras 2014, 2015 e 2016) sem e com
AOEV, concluiu-se que o pré-tratamento com AOEV foi, de maneira geral,
benéfico para o processo de desidratagao da uva ao manter ainda uma elavada
concentracdo de compostos fendlicos. Passas pré-tratadas com AOEV foram
entdo utilizadas como nucleos naturais dos drageados de chocolate. Pode-se
verificar que o drageamento com chocolate foi responsavel por um aumento nas
concentragbes de flavan-3-6is (515 — 517 mg equivalente (eq.) de
catequina/kg produto, em base seca (DW)) e proantocianidinas (768 — 783 mg
eq. de catequina/kg de produto — DW) quando comparado somente as uvas
passas. Para a classe dos flavondis e dos DAHC, notou-se uma reducgao da
concentracdo total dos compostos nos drageados em comparagdo as uvas
passas. Além disso, houve forte influéncia do chocolate no perfil qualitativo com
0 surgimento novos compostos (quercetina-3-pentanosideo, kampfterol-3-

rutinosideo, acido p-cumarico e acido cafeoil-aspartato). Esses resultados de



perfil fendlico em conjunto com as analises sensoriais realizadas, permitiram
afirmar que o drageado de uva passa BRS Clara com chocolate além de possuir
um interessante perfil e concentragdo de compostos fendlicos, também é um
produto com o6tima aceitagcdo sensorial e descrito principalmente pela cor

marrom, gosto doce, textura macia, e termos heddnicos gostoso e prazeroso.

Palavras-chave: Frutas desidratadas. Chocolate. Azeite. Cromatografia liquida

de alta eficiéncia. Fenois.



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los cambios en el perfil cualitativo
y cuantitativo de los compuestos fendlicos de la uva BRS Clara, como
consecuencia del proceso de secado para la produccion de pasas y la influencia
en el perfil fendlico del posterior recubrimiento con chocolate de las pasas para
formar grageas. De esta manera, las pasas se desarrollaron a partir del cultivar
BRS Clara estudiando el uso directo de aceite de oliva virgen extra (AOVE) como
pretratamiento para acelerar el proceso de secado y, en consecuencia, preservar
en la medida de lo posible los compuestos fendlicos presentes en las uvas
frescas, comparando los resultados con los de pasas producidas sin
pretratamiento con AOVE. Posteriormente, se realiz6 el grageado con chocolate
de la pasa producida por pretratamiento con AOVE. Una vez elaboradas las
pasas Yy las grageas se estudiaron las consecuencias de estos procesos en los
compuestos fendlicos, determinando mediante HPLC-DAD-ESI-MS su contenido
tanto en las uvas frescas como en los productos elaborados. Finalmente se
realizd el analisis de aceptacion y perfil sensorial de las grageas producidas,
utilizando la metodologia RATA (Rate-All-That-Apply). El pretratamiento de uvas
con AOVE promovié una reduccion significativa en los tiempos de secado de las
pasas, con una reduccion promedio del 39.33% * 5.5% en comparaciéon con las
uvas de control (sin pretratamiento). Después de analizar los datos del perfil
cualitativo y cuantitativo de las pasas hechas del cultivar BRS Clara (cosechas
de 2014, 2015 y 2016) sin y con AOEV, se concluyé que el pretratamiento con
AOEV era beneficioso para el proceso de secado de la uva, pues aun mantuvo
una elevada concentracién de compuestos fendlicos. El grageado con chocolate
fue responsable de un aumento en las concentraciones de flavan-3-ols (515 -
517 mg equivalentes (eq.) de catequina/ kg de producto, DW) y proantocianidinas
(768 - 783 mg eq. de catequina/kg de producto - DW) cuando se compara con
las pasas utilizadas como su centro. Para la clase de flavonoles y DAHC, hubo
una reduccion en la concentracion total de compuestos en las grageas en
comparacioén con las pasas. Ademas, hubo una fuerte influencia del chocolate
en el perfil fendlico cualitativo con la aparicion de nuevos compuestos
(quercetina-3-pentosido, kampfterol-3-rutinésido, acido p-cumarico y &acido

cafeoil-aspartico). Estos resultados, junto con los analisis sensoriales realizados,



nos permiten afirmar que las grageas de pasas de BRS Clara con chocolate,
ademas de tener un interesante perfil y concentracién de compuestos fendlicos,

también son un producto atractivo con buena aceptacion sensorial.

Palabras clave: Frutas deshidratadas. Chocolate. Aceite de oliva. Cromatografia

liquida de alta eficiencia. Fenoles.



ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the influence on the qualitative and
quantitative profile of the phenolic compounds, caused by the drying processing
for the production of dried grapes and the influence of the chocolate coating of
these dried grapes by dredging. In this way, dried grapes were developed from
the cultivar BRS Clara using extra virgin olive oil (AOEV) as a pre-treatment to
accelerate the drying process, and consequently, preserve as much as possible
the phenolic compounds present in fresh grapes. In sequence, dredging with
chocolate was carried out with the dried grapes produced by the selected drying
method. The evaluation of the changes promoted by the processing applied to
the phenolic compounds present in fresh grapes and in the products obtained
was performed through the application of high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to different types of detectors. The acceptance
and sensory profile analysis, using the RATA (Rate-All-That-Apply) methodology,
of the dragées produced were performed. The use of pre-treatment with olive oil
promoted an average reduction in drying times of the grapes of 39.33% + 5.5%
when compared to control grapes (without pre-treatment). After analysing the
qualitative and quantitative profile data of dried grapes made from the cultivar
BRS Clara (2014, 2015 and 2016 harvests) without and with AOEV, it was
concluded that pre-treatment with AOEV was beneficial for the dehydration
process, once that manteined an elevated phenolic compounds concentration.
Dried grapes pre-treated with AOEV were then used as natural centres for
chocolate dragées. It can be seen that the chocolate dredging was responsible
for an increase in the concentrations of flavan-3-ols (515 - 517 mg equivalents
(eq.) of catechin/kg product, DW) and proanthocyanidins (768 - 783 mg eq. of
catechin/kg product, DW) when compared only to dried grapes. For the class of
flavonols and DAHC, there was a reduction in the total concentration of
compounds in dragées compared to dried grapes. Furthermore, there was a
strong influence of chocolate in qualitative profile with the emergence of new
compounds (quercetin-3-pentanoside, kampfterol-3-rutinoside, p-coumaric acid
and caffeyl-aspartate). These results, together with the sensory analysis, allow

us to state that the BRS Clara dried grapes chocolate dragées, not only have an



interesting profile and concentration of phenolic compounds, but it is also an

attractive product with good sensory acceptance.

Keywords: Dried fruits. Chocolate. Olive oil. High performance liquid

chromatography. Fenols.
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1. INTRODUGAO

A uva é considerada uma importante fonte de compostos fendlicos na dieta
e apresenta grande aceitagdo tanto na sua forma in natura quanto na forma
processada (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 2014). As uvas passas, em
particular, sdo rica fonte de carboidratos, vitaminas, minerais e compostos
fendlicos e utilizadas na industria de alimentos como ingredientes em
diferenciados produtos (KOMES et al., 2013; OLIVATI, 2016). Outro produto que
contém compostos fendlicos e apresenta grande aceitagao pelos consumidores
€ 0 cacau e seus derivados, como o chocolate (ARTS; HOLLMAN; KROMHOUT,
1999; KOMES et al, 2013). Nesse contexto, a elaboragcdo de produtos
alimenticios de facil consumo com a combinacgao de dois ou mais alimentos que
contenham compostos com alegacdes de propriedades benéficas para a saude
humana, tal como os compostos fendlicos, € uma tendéncia de mercado mundial
(KOMES et al., 2013; SIM et al., 2016; TOMAS-BARBERAN et al., 2007).

No Brasil, ha diversas cultivares de uvas com potencial para
processamento na forma de uvas passas (FREITAS et al., 2013; MOREIRA et
al., 2015). No presente estudo foi dado énfase a uva BRS Clara, uma cultivar
branca que apresenta interessante composi¢cao de compostos fendlicos (LAGO-
VANZELA et al., 2011a).

Assim, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento de uvas passas a
partir desta cultivar pré-tratada com tensoativo natural (azeite de oliva extra
virgem - AOEV), para acelerar o processo de secagem, e de drageados de
chocolate (com elevado teor de sodlidos de cacau) contendo as passas
produzidas como nucleos naturais. Para avaliar a qualidade dos produtos
desenvolvidos, foram determinadas as alteragcbes promovidas pelos
processamentos aplicados nos compostos fendlicos presentes nas uvas in
natura para obtencdo das passas e dos drageados, utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores, bem
como a qualidade dos drageados produzidos a partir da analise de aceitagao e
do perfil sensorial. A relevancia e originalidade da pesquisa concentrou-se no
aprofundamento do conhecimento cientifico, tecnolégico e de inovagao acerca
da tematica de retencdo de compostos fendlicos em passas elaboradas com

uvas brasileiras, bem como em drageados de chocolate contendo estas passas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinacéo das alteragdes qualitativas e quantitativas nos compostos
fendlicos ocasionados pelos processamentos utilizados para a elaboracdo de
uvas passas e drageados de uva passa com chocolate a partir da cultivar
apirénicas ‘BRS Clara’, pré-tratadas com azeite de oliva extra virgem, bem como
avaliacdo da qualidade dos drageados produzidos a partir de analise de

aceitacao e do perfil sensorial.

2.2. Objetivos especificos

a) produzir uvas passas a partir da cultivar apirénica brasileira ‘BRS Clara’ pré-
tratada com AOEV para acelerar o processo de secagem visando a obtencgéo de
produtos com maior concentracdo de compostos fendlicos;

b) desenvolver os drageados de chocolate contendo as uvas passas produzidas
com pré-tratamento;

c) realizar a caracterizagdo fisico-quimica (umidade, solidos soluveis (SS,
somente das uvas in natura), pH, acidez total (AT), tamanho e massa média) das
uvas in natura, uvas passas e drageados;

d) avaliar a qualidade sensorial dos drageados produzidos a partir de analise de
aceitacao e do perfil sensorial;

e) determinar a composicao fendlica (flavondis, derivados do acido
hidroxicinamico, estilbenos, flavan-3-0is e proantocianidinas) das uvas in natura
e produtos obtidos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD) e a espectrdbmetros de massas
de varios tipos, afim de identificar as alteragbes qualitativas e quantitativas
ocasionadas pelos processamentos aplicados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Importancia nutricional e econdmica das frutas

O Brasil possui expressiva producao de diferenciadas frutas tropicais,
subtropicais e temperadas, respondendo por 25% do agronegdécio brasileiro
(SOUZA et al., 2015b). Em 2018, foram colhidas aproximadamente 40 milhdes
de toneladas de frutas frescas (FAOSTAT, 2020). Em 2019, houve um aumento
de 16% no volume exportados de frutas (ABRAFRUTAS, [s.d.]).

Essa tendéncia mundial de crescimento no consumo de frutas e produtos
derivados (BELING; FILTER, 2017) é suportada por uma maior busca de
saudabilidade pelas pessoas, uma vez que o consumo diario de frutas, em
quantidade suficiente, pode ajudar a minimizar a incidéncia de diversas doengas
nao transmissiveis graves (OMS, 2016). Apesar da grande produg&o nacional de
frutas, o consumo per capita de frutas pelos brasileiros encontra-se abaixo do
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (400g/dia). E
importante lembrar que a decisdo nas escolhas alimentares diarias tem sido
influenciada pelo valor nutricional dos alimentos, e pela presencga de substancias
artificiais e agrotoxicos (FABANI et al., 2017; FANG et al., 2010).

Nesse contexto, uma das abordagens € a elaboracdo de alimentos
saudaveis, de facil consumo, e que combinem dois ou mais alimentos que
contenham compostos com alegag¢des de propriedades benéficas para a saude
humana. Dentre esses produtos tém sido enfatizados os alimentos fontes de
compostos fendlicos (TOMAS-BARBERAN et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo um diverso grupo formado por metabdlitos
secundarios de plantas. Ao contrario das vitaminas e minerais, eles ndo sao
considerados como componentes essenciais para a dieta humana. Entretanto,
estudos apontam que podem conferir efeitos benéficos a saude quando
ingeridos regularmente (ACKAR et al., 2013; GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA,
2014; GIOXARI et al., 2016; NATARAJAN et al., 2017; NUNES et al., 2016;
PATEL et al., 2016; TODOROVIC et al., 2015a). Dentre esses beneficios a
saude, ressalta-se, os efeitos positivos contra a obesidade (XIE et al., 2018),
diabetes tipo 2 (GOWD; JIA; CHEN, 2017) e doengas nao transmissiveis como
as cardiovasculares e disturbios neurolégicos (STANCIUC et al., 2017). Além

disso, estes compostos podem conferir importantes caracteristicas sensoriais
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aos alimentos, tal como cor e adstringéncia (CAROCHO; FERREIRA, 2013;
DIAS et al.,, 2016; GARRIDO; BORGES, 2013; GRANATO et al., 2016;
QUIDEAU et al., 2011; TODOROVIC et al., 2015a).

Dentre inumeras frutas fontes de compostos fendlicos, as uvas, destaque
neste trabalho, apresentam expressiva concentracdo e um variado perfil destes
compostos (antocianinas, flavan-3-dis, flavonois e estilbenos) (LAGO-VANZELA
et al., 2011a, 2011b; MAXCHEIX; FLEURIET; BILLOT, 1990; REBELLO et al.,
2013a; XIA et al., 2010). Seu consumo médio per capita, no Brasil, € estimado
em 3,6 quilos de uvas (in natura e doces), 0,13 quilo de uvas passas, 1,33 litro
de suco e 1,72 litro de vinhos e espumantes (MELLO, 2019).

O setor da viticultura no Brasil possui grande representacéo na geracao de
emprego, renda e valor bruto, isso se deve principalmente aos diversos usos
aplicados a uva, como o seu consumo in natura, producdo de vinhos,
espumantes, sucos e doces (KIST et al., 2018). Em 2018, o Brasil teve uma
produgdo de aproximadamente 1,6 milhdes de toneladas de uvas
(INTERNATIONAL ORGANISATION OF VINE AND WINE, 2019). Até
2027/2028 é estimado um aumento de quase 30% na produc¢do nacional, em
relacdo a 2017/2018. Essa evolugao na producao e consumo de uvas no Brasil
pode ser atribuida a aplicagao de praticas e processos mais sustentaveis, uma
diversificagdo produtiva, implementacéo de indicagdes geograficas, exploragéo
de novas regides de cultivo e o0 uso de novas cultivares adaptadas as condi¢des
geoclimaticas de cada regiao (KIST et al., 2018).

O estado de Sao Paulo é um grande produtor de uvas de mesa (MELLO,
2019), sendo a regido Noroeste do estado considerada a maior produtora de
uvas na entressafra do pais (BELING; FILTER, 2016). A produgdo de uvas
pirénicas (com sementes) e apirénicas (tragos ou auséncia de sementes), nesta
regido, € assistida por entidades ligadas a agricultura como Sindicato Rural,
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI) e EMBRAPA. Ha um
interesse pelos produtores em desenvolver produtos derivados de uvas
utilizando mao de obra familiar, sustentaveis no contexto local, para aumento da
renda. Aos poucos esta ficando evidente para os produtores rurais que com a
evolugdo da agroindustrializagdo (tanto industrial quanto artesanal)
paralelamente a tradicional agrocomercializagdo, € possivel realizar a

transformacao da uva em produtos diversificados e de alto valor agregado.
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3.2. Importancia econémica das uvas e potencial para desenvolvimento
de produtos derivados

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagao e Agricultura
(FAO) e a Organizagéo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), quando se trata
de valor total de producdo mundial, a producédo de uvas tanto para consumo in
natura como para a elaboracdo de diferenciados produtos (sucos, vinhos,
passas, geleias, vinagres, extratos, produtos desidratados e 6leos extraidos de
sementes) é considerada o tipo de fruticultura de maior importancia (FAO-OIV,
2016).

A OIV define padrdes internacionais sobre uva, sucos, vinhos e bebidas a
base de vinhos e passas, bem como é responsavel pelo acompanhamento
econdmico e comercial internacional do setor. No Brasil, que € membro da OIV,
tem o auxilio do Instituto Brasileiro de Vinho (IBRAVIN) para representar o setor
vitivinicola e para conduzir as demandas das vinicolas brasileiras no ambiente
internacional. A atual situagado do mercado de produtos derivados de uva mostra
um grande interesse também por seus derivados nao alcodlicos, pois esses
podem representar uma fonte alternativa de compostos fendlicos na dieta. De
fato, a reducao no risco de morte associado ao consumo moderado de vinho,
sdo similares aos observados em consumidores de certas frutas, graos e
vegetais ricos em compostos fenodlicos (DI LORENZO et al., 2016a).

Dentre esses produtos, as uvas passas sao destaque pelo seu consumo
como fonte de minerais, principalmente potassio, ferro, calcio e magnésio
(FABANI et al., 2017; FANG et al., 2010; KOMES et al., 2013), fibras (FANG et
al., 2010), agucares, responsaveis pelo seu gosto doce e alto indice energético
(FABANI et al., 2017), bem como de compostos fendlicos (CARRANZA-
CONCHA et al., 2012; DI LORENZO et al., 2016b; ESMAIILI et al., 2007; FABANI
et al., 2017; KARADENIZ; DURST; WROLSTAD, 2000; OLIVATI et al., 2019).
Elas também tém sido utilizadas combinadas com chocolate, principalmente com
elevada concentragao de cacau. Dentre os produtos apreciados e ja disponiveis
para o consumidor destaca-se os drageados de chocolate contendo as uvas
passas como nucleos naturais (BECKETT, 2009; PINTO, 2013).

A prospeccédo de novas cultivares de uva aptas para uso como matéria-
prima para a produgdo de uvas passas tem sido o objetivo de programas de

pesquisa em paises produtores, como a india, EUA e Brasil (SOUZA et al.,
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2015b; VIEIRA, 2016). Atualmente, a maior parte das uvas passas produzidas
no mundo € elaborada a partir da cultivar apirénica ‘Thompson Seedless’,
seguido por outras cultivares/variedades como ‘Centennial’, ‘Flame’, ‘Muscat
Hamburg’ (WANG et al., 2017) e mutagcdes somaticas de “Thompson Seedless’,
como ‘Sonaka’, ‘Tas-A-Ganesh’ e ‘Manik Chaman’ (SINGH; JAIRAJ; SRIKANT,
2012). Breksa lll et al. (2010) ressaltaram que o processamento das uvas em
passas pode resultar em perdas de compostos fendlicos e atividade antioxidante
e que parte do problema poderia ser resolvido pela prospec¢cao de novas
cultivares de uvas com importante concentracao de compostos fendlicos.
Dentre as cultivares brasileiras apirénicas com potencial para a elaboragao
de passas pode-se citar os seguintes gendtipos: ‘BRS Clara’, ‘BRS Linda’, ‘BRS
Morena’, ‘BRS Vitéria’ e as sele¢des intermediarias denominadas de Selec¢ao 36,
Selecédo 39, Selecdo 41 e Selecédo 42 (FREITAS et al.,, 2013). Em estudo
sensorial com as uvas passas produzidas por essas uvas acima citadas, Souza
et al. (2015) identificou a cultivar ‘BRS Clara’ (CNPUV 154-147 x Centennial
Seedless) (Figura 1) com maior potencial para a produgéo de uvas passas, uma
vez que além de apresentar a maior média na aceitagdo (6,6), na analise
sensorial descritiva, foi a cultivar que obteve maior citagcdo de atributos
agradaveis, tendo sido descrita como saborosa, doce, macia, suculenta e de

sabor e aroma caracteristicos.

Figura 1 - Uva apirénica BRS Clara.

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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Tendo em vista esse potencial para a producéo de uvas passas da cultivar
‘BRS Clara’ (SOUZA et al., 2015) e seu importante conteudo de compostos
fendlicos (LAGO-VANZELA et al., 2011a), essa cultivar foi a escolhida para a
realizagéo desse trabalho. Se trata de uma cultivar branca, que apresenta cacho
meédio a grande, baga verde-amarelada e polpa incolor, firme, crocante, de sabor
moscatel leve e agradavel com elevado potencial glucométrico (préximo de
20°Brix) (CAMARGO et al., 2003).

3.2.1. Producao de uvas passas

De acordo com o International Nut and Dried Fruit — Statistical yearbook
2018/2019, foram exportados para todo o mundo 733.000 toneladas de uvas
passas, sendo os maiores produtores e exportadores, a Turquia e os Estados
Unidos, respectivamente. O Brasil, embora apresente potencial para a producao
de passas, importa quase todo o montante que consumido (INC, 2019).

Segundo Costa et al. (2015) e Feldberg et al. (2008), a utilizagao no Brasil
do excedente de safra da uva, especialmente as apirénicas, para a produgao de
uvas passas pode ser uma alternativa viavel para o aumento da renda dos
produtores de uva de mesa. Além disso, a producdo de uvas passas por
produtores nacionais poderia ser comercialmente interessante, uma vez que
além de suprir tendéncias de mercado (KIST et al., 2018), permitiia um
aproveitamento integral, agregacao de valor a fruta in natura, e flexibilizagdo do
uso da fruta como ingrediente natural em diversos alimentos como iogurtes,
bolos, granolas, barras de cereais, bem como em nucleos/centros para
drageados (AVELAR et al., 2019; BENLLOCH-TINOCO et al., 2015; JAVED et
al., 2018; JESZKA-SKOWRON et al., 2017; MENIN; PEREIRA, 2018).

Pela legislacao brasileira, segundo a Resolucado de Diretoria Colegiada -
RDC n° 272 (BRASIL, 2005), frutas secas ou desidratadas sao produtos
elaborados a partir de frutas inteiras ou em pedacos, obtidos por secagem e ou
desidratagéo, ou por outros processos tecnoldgicos adequados e considerados
seguros para a producdo de alimentos. Os produtos elaborados devem
apresentar, no maximo, 25 % de umidade (g/100g) e podem ser designados
simplesmente pelo nome da fruta que lhe deu origem, seguida da palavra "seca".

Além disso, podem ser apresentados com ou sem liquido de cobertura e
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adicionados de agucar, sal, tempero, especiaria e ou outro ingrediente desde
que nao descaracterize o produto.

A Instrucdo Normativa - IN n° 60, de 23 de dezembro de 2019, se aplica de
maneira complementar a Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 331, de 23
de dezembro de 2019, sobre os padrdes microbioldgicos. Nesta IN, descreve-se
que as frutas secas devem ser submetidas as analises de bolores e leveduras,
Escherichia coli e Salmonella sp, segundo metodologia descrita no Compéndio
de métodos para analise microbiolégica de alimentos (Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods — APHA) (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 2001; BRASIL, 2019a,b).

Ja a Resolugao OIV-VITI 493-2013 da OIV é mais detalhada quando se
trata das recomendacdes para producao de uvas passas. Nesta Resolugao esta
definido que as passas sdo um produto preparado a partir de uvas sas que sao
tratadas adequadamente para obter uma forma comercializavel de passas, com
ou sem um tratamento prévio com ingredientes opcionais adequados.
Contempla-se a producao de passas tanto com quanto sem sementes, podendo
ser produzidas a partir de bagas soltas ou aderidas ao engago. Ressalta-se que
as passas devem ser devidamente limpas, lavadas ou ndo; ndo devem ter
pedunculos, exceto em caso especifico de desidratagao das uvas ainda aderidas
ao engaco; ndao devem conter pedicelo, exceto para aqueles produtos que foram
colhidos manualmente com pedicelo; podem ser embebidas em uma solucao
alcalina e dleo alcalino como auxiliador de secagem; podem ser branqueadas
submetendo-se a um tratamento quimico seguido da etapa de secagem; devem
ter a umidade reduzida a um nivel que garanta a preservagédo do produto; e,
podem ser tratados com azeite na proporgdo maxima de 5 g por kg. E autorizado
o uso de outros aditivos como dioxido de enxofre e 4cido sérbico e seus sais em
quantidades estabelecidas na Resolugdo (INTERNATIONAL ORGANISATION
OF VINE AND WINE - OIV, 2013).

Quanto aos critérios de qualidade, as uvas devem estar bem maduras, cuja
maturacao seria indicada por uma cor e textura adequada ao tipo de produto que
se deseja produzir, apresentando uma porgéo apreciavel de bagas polposas e
com alto conteudo de agucar. Dentre os requisitos minimos de qualidade, as
uvas passas prontas para consumo devem conter no maximo 25 % de umidade;

nao devem conter impurezas minerais que afetem seu consumo; ndao devem
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conter outros defeitos como presencga de pedunculos, partes vegetais estranhas
ou danos como queimaduras de sol ou cortes nas cascas. Assim como as passas
nao devem conter fungos filamentosos perceptiveis a olho nu, sendo que a
tolerancia deste defeito, bem como de outros estédo previstos nesta Resolugéao.
Por fim, quanto a qualidade microbiolégica, recomenda-se que as passas sejam
preparadas e manuseadas de acordo com as normas preconizadas pelo Codigo
Internacional Recomendado de Praticas - Principios Gerais de Higiene Alimentar
(CAC/RCP 1-1969, Codex Alimentarius) e com os outros codigos de praticas
recomendadas pela Comissdo do Codex Alimentarius aplicaveis a este produto
(OlV, 2013).

Dentre as técnicas de simples execugao e custos mais baixos para a
producdo de passas estdo a secagem ao sol e a secagem convectiva com
circulagdo de ar forgada (GUINE; PINHO; BARROCA, 2011; MRKIC;
UKRAINCZYK; TRIPALO, 2007; SHARMA; SATISHA; SOMKUWAR, 2013). No
entanto, algumas caracteristicas das uvas influenciam diretamente sobre as
operacoes e eficiéncia no processo de producio de uva passa, bem como outros
fatores externos como a manipulagdo dos cachos colhidos e o tipo de método
utilizado para a secagem de uva, também podem afetar a qualidade final das
uvas passas obtidas.

Simplificadamente, a baga da uva pode ser dividida em trés partes
principais: polpa, casca e semente (pirénica) ou em polpa e casca (em
variedades/cultivares apirénicas). Diversos trabalhos, por sua vez, descrevem a
divisdo da baga da uva de forma mais detalhada nas seguintes partes (Figura
2): i) exocarpo (casca), composto pela epiderme, com pequenas células de
paredes moderadamente grossas, recoberta por uma cera cuticular (cuticula), e
por uma parte interna denominada hipoderme, a qual € composta de seis ou sete
camadas de células que vao aumentando de tamanho nas camadas mais
profundas e que contem paredes celulares mais espessas do que as células
epidérmicas; ii) mesocarpo (polpa), que contém células com paredes celulares
finas, e iii) endocarpo, considerado o tecido que envolve as sementes, porém
diferi-lo do restante da polpa é dificil (HORNSEY, 2007; FASOLI et al., 2016).

Com relagao ao processo de secagem em si, a cuticula presente na casca

da uva desempenha um papel critico devido a sua natureza hidrofébica,
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constituindo em um envoltério protetor que funciona como barreira natural contra

a perda de agua e a estresses abiodticos como patdgenos e variagdes climaticas.

Figura 2 - Modelo esquematico das partes da baga da uva.
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Fonte: adaptado de FASOLI et al. (2016).

Durante a secagem das uvas, a agua evapora e deixa a fruta por meio das
células da polpa e da casca, depois se move para a cera cuticular e evapora no
ar. As condigbes ambientes de secagem serao ideais se o dia estiver quente e
seco (FAO; OlV, 2016). A otimizagao do processo de desidratagdo das uvas tem
sido extensivamente estudadas uma vez que é um tema desafiador.

Khiari, Zemni e Mihoubi (2019) em revisdo compilando varios estudos,
avaliaram o impacto do emprego de diferentes pré-tratamentos e tecnologias
para desidratagao sobre as caracteristicas de qualidade das uvas para producao
de passas, as quais podem variar dependendo do processo aplicado, da
variedade/cultivar e das condi¢des climaticas, podendo assim, influenciar
diretamente a percepgao de qualidade e a escolha do consumidor.

Para facilitar o processo de desidratacdo da uva, diversas técnicas de
secagem, associadas ou nao a pré- e/ou pés-tratamentos sdo empregadas

(ADILETTA et al., 2016). Pré-tratamentos fisicos e quimicos sdo amplamente
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utilizados previamente a desidratagao das frutas, visando ndo somente acelerar
0 processo de desidratagdo mas também a inativagdo de enzimas, aprimorando
0 processo de secagem e melhorando a qualidade dos produtos obtidos. Estes
tratamentos variam desde a aplicagdo de solugbes quimicas (como
hiperosmoéticas, alcalinas, sulfitadas e acidas), tratamentos com gas (como com
dioxido de enxofre, didxido de carbono e 0zbnio), branqueamento térmico (com
agua quente, vapor, aquecimento 6hmico e por micro-ondas) a aplicacdo de
processos nao térmicos (como ultrassom, congelamento, campo elétrico pulsado
e alta pressao hidrostatica) (ADILETTA et al., 2016; CARRANZA-CONCHA et
al., 2012; DENG et al., 2019; ESMAIILI et al., 2007).

Diversos estudos relatam a efetividade de pré-tratamentos quimicos na
aceleracdo do processo de desidratagao de frutas, incluindo as uvas. Entre as
solucdes de pré-tratamento comumente aplicadas pode-se citar, a imersao das
uvas em solugdes ou dispersdes alcalinas diluidas, tal como a base de carbonato
de potassio (K2COs3) (BINGOL et al., 2012; NI et al., 2020; TELIS et al., 2006;
UHLIG; WALKER; STOREY, 1996; VAZQUEZ et al., 1997), carbonato de calcio
(CaCOs) (GABAS; MENEGALLI; TELIS-ROMERO, 1999; TELIS et al., 2006),
hidroxido de potassio (KOH) (NI et al., 2020) ou hidréxido de sodio (NaOH)
(BERNA; ROSSELLO; MULET, 1991; CARRANZA-CONCHA et al., 2012;
FEMENIA et al., 1998; Nl et al., 2020; VAZQUEZ et al., 1997).

A composicado especifica dos agentes quimicos utilizados (enxofre,
hidroxido de sédio, carbonato de potassio e/ou ésteres etilicos de acidos graxos
do tipo C10-C18), sua concentracao, pH, temperatura, e o tempo de imerséo sao
os principais fatores que controlam a alteragdo da microestrutura na casca da
uva (BINGOL et al., 2012; FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE;
SIMAL-GANDARA, 2013; PANGAVHANE; SAWHNEY; SARSAVADIA, 1999).
De forma genérica, estes pré-tratamentos quimicos de solugdes alcalinas,
podem aumentar a taxa de secagem, tanto no principio, pela formagéo de
microporos sobre a superficie da casca da uva, quanto pela remoc¢ao da cera
cuticular parcial ou totalmente, dependendo da concentracdo aplicada destas
solugdes de imersdo, consequentemente melhorando a difusdao de vapor de
agua (GRNCAREVIC, 1963; GRNCAREVIC; RADLER, 1971).

Shi et al., (2008), por exemplo, demonstraram o efeito do pré-tratamento

com NaOH nas caracteristicas de secagem de mirtilos por meio da apresentagéo
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da microestrutura de mirtilos antes (Figura 3A) e apés (Figura 3B) o emprego
de pré-tratamento com a solugdo alcalina. Os autores relataram que apos o
tratamento com NaOH, houve a remogao parcial da camada de cera dos frutos.

Um dos possiveis efeitos do pré-tratamento das bagas das uvas com NaOH
esta relacionado as reagdes de saponificagcdo que ocorrem entre os lipidios
contidos na cera cuticular e a solugdo alcalina, que levam a formacéo de
produtos soluveis em agua (sabdes), de modo que a cuticula perde sua

integridade e , possibilitando assim a saida de agua da com maior facilidade.

Figura 3 - Microestrutura de mirtilo sem e com pré-tratamento com NaOH.

Fonte: adaptado de SHI et al. (2008).

A maioria dos pré-tratamentos quimicos empregados utilizam em
combinagdo com as solugdes alcalinas, AOEV, dleos ou ésteres de acidos
graxos (oleato de etila (C20H3802), uma vez que em conjunto produzem uma
reacao sinérgica que modifica a cuticula da baga da uva. Na Resolugéao OIV-VITI
522-2016, de Boas Praticas da Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho
(OlV, 2016) para sistemas de produgao de uva passa, esta apresentado como
opgao de pré-tratamento a imersao das uvas em uma mistura de agua e azeite,
que é emulsionada com uma solugao padrao de carbonato de potassio (contendo
entre 2,4 e 5 kg de carbonato de potassio (K2COs) e 1,5 litros de azeite ou dleo
de imersao em 100 litros de dgua) de pH controlado entre 11 e 12. Esta detalhado
que o 6leo de imerséo é constituido de uma mistura de ésteres etilicos de acidos
graxos e um Oleo oléico derivado de 6leo vegetal.

Segundo a Resolugéo, a emulsdo pode ser aplicada a superficie da baga

por imersdo ou aspersao, tomando o cuidado para que todas as bagas sejam
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tratadas. E destacado que uma execucao ineficiente desta etapa pode resultar
em desidratagdo desigual das bagas e na obtencdo de produto final com
manchas e com cor ndo uniforme. Na Resolugao estao definidas as proporg¢des
de emulsédo e bagas, bem como o tempo necessario para obter os resultados
desejados.

Vasquez-Parra, Ochoa-Martinez e Bustos-Parra (2013), na desidratagao
de fisalis (Physalis peruviana), utilizando como pré-tratamento as combinagdes
de dleo de girassol ou AOEV com carbonato de potassio a 28°C ou hidréxido de
sodio com AOEV a 96°C, concluiram que o tipo de 6leo aplicado e as alteragdes
no tempo de imersdo nao promoveram diferengas significativas no aumento da
taxa de desidratacao, entretanto a porcentagem de AOEV na emulsao utilizada
como pré-tratamento exerceu grande influéncia no aumento da taxa de
difusividade de agua, sendo o pré-tratamento composto por 9,48% de AOEV e
4,74% de carbonato de potassio, o de melhor desempenho.

Estudos relatam que os acidos graxos modificam principalmente a
camada externa de cera, enquanto o carbonato de potassio, composto mais
utilizado nas solugbes alcalinas, neutraliza os acidos livres e suas cargas
elétricas na membrana cuticular. Conforme a penetragao dessas solugdes nas
camadas da parede celular da uva, estas misturas interagem com as ceras
soluveis e estabelecem um vinculo hidrofilico (condutor de agua) entre a
superficie da baga e as células parénquimas contendo a agua, a qual é removida
durante o processo de desidratagdo (BINGOL et al.,, 2012; DOYMAZ, 2006;
GABAS; MENEGALLI; TELIS-ROMERO, 1999). Gabas et al. (1999) descobriram
que o aumento da concentracao de oleato de etila entre 0 e 3%, em uma solucéo
de CaCOs a 2%, aumenta as taxas de secagem e resultou em passas com uma
estrutura menos colapsada, devido sua agao solvente na cera epicuticular
(SARAVACOS; MAROUSIS; RAOUZEOS, 1988). Entretanto, poucos sao os
estudos disponiveis na literatura quanto a aplicagdo do AOEV como pré-
tratamento, embora esse seja utilizado para tal finalidade a centenas de anos,
inicialmente com uma mistura de imersao a quente de azeite de oliva e cinzas
de madeira, e posteriormente combinado com outros compostos mais puros e
de grau alimenticio (TELIS et al., 2006; OLIVATI et al., 2019).

Telis et al. (2006), por exemplo, ao avaliar os efeitos de pré-tratamentos

quimicos na taxa de secagem de uvas ‘Rubi’, relataram que o melhor pré-
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tratamento consistiu na imersio das uvas, por 2 min, em uma emulsao de 5% de
azeite de oliva e 6% de K2COs, a 50° C, o que resultou em tempos de secagem
proximos aos do pré-tratamento com 2,5% de azeite de oliva. Ja Pahlavanzadeh,
Basiri e Zarrabi, (2001), ao investigar a aplicacdo de diversas substancias
alcalinas em diferentes concentragdes e temperaturas, com ou sem adi¢ao de
azeite, obtiveram um menor tempo de secagem e passas de melhor qualidade
ao submeter as uvas, por imersdo, em uma solucdo a 5% de K2COs, a 42°C.
Entretanto, este estudo alerta também sobre os danos causados na casca da
uva ao utilizar como pré-tratamento solugdes de imersdo altamente alcalinas.
Embora estudos mais aprofundados sobre a composicéo fendlica das uvas nio
tenham sido realizados, sabe-se que as uvas pré-tratadas, utilizadas neste
estudo, provavelmente apresentaram perdas importantes destes compostos
durante a aplicagao do pré-tratamento e no processo de desidratacao.

Alguns paises como a Turquia e a Grécia utilizam tradicionalmente o
azeite de oliva extra virgem no pré-tratamento de uvas para produgao de passas.
No Brasil, por outro lado, devido a totalidade do azeite consumido ser
proveniente de exportagdes, apenas ha estudos sobre sua aplicabilidade.

Telis et al. (2006) testaram como alternativa natural ao azeite, a utilizagéo
de lecitina de soja. Os autores relataram que a imersdo das uvas em uma
suspensao aquosa de 2% de lecitina de soja, a 50° C, por 5 min, resultou em um
tempo de secagem total apenas levemente superior ao do pré-tratamento mais
efetivo (5% de azeite de oliva e 6% de K2COs, a 50° C). Vale ressaltar ainda, que
a producéao experimental de azeite de oliva extravirgem do Brasil nos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Minas Gerais tem alcangcado bons
resultados com o auxilio da EMBRAPA - CPACT (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado) em Pelotas, no Rio Grande do Sul. Alguns azeites extra virgem
nacionais foram analisados quanto sua composicao e aceitagao sensorial e os
produtos foram considerados de alta qualidade e contendo elevadas
concentracdes de compostos fendlicos, o que incentiva os investimentos para
uma futura producédo em escala (BALLUS et al., 2015; CRIZEL et al., 2020).

Embora, como observado na elucidagéo acima, em varios casos 0s pré-
tratamentos, especialmente os quimicos, sejam tecnologicamente viaveis, ha

relatos de que a presenca de residuos de aditivos quimicos nas uvas passas
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pode acarretar problemas para a saude humana (ADILETTA et al., 2016).
Atualmente, ha um crescente numero de consumidores que valorizam alimentos
com poucos ou nenhum aditivo artificial, dessa maneira, os produtos que
apresentam o denominado ‘Rétulo Limpo’ ou ‘Clean Label ganham destaque
(ASCHEMANN-WITZEL; VARELA; PESCHEL, 2019; ASIOLI et al., 2017), bem
como o0 apelo para a sustentabilidade, desestimulando assim o uso de produtos
quimicos corrosivos e/ou que possuem operagao de descarte de elevado custo.

Neste sentido, em estudo anterior, foram avaliadas as alteragdes
qualitativas e quantitativas dos compostos fendlicos em uvas passas elaboradas
a partir da cultivar tinta brasileira BRS Morena, pré-tratada diretamente apenas
com a aplicacao de azeite extra-virgem como tensoativo natural, sem o uso de
solugdes de imersdo (OLIVATI et al., 2019). Neste estudo foi possivel verificar
que o pré-tratamento das uvas proporcionou uma redugéo significativa no tempo
total de secagem (aproximadamente 45%) para a produgédo de passas quando
comparado ao tempo gasto para obtencdo das passas em uvas nao tratadas.
Além disso, ao avaliar a composi¢ao qualitativa e quantitativa dos compostos
fendlicos da uva em questdo, antes e depois da secagem, com e sem pré-
tratamento, o estudo proporcionou também um melhor entendimento do que
ocorreu com as diferentes classes de compostos fendlicos. Esses resultados
apresentados no referido artigo incentivaram essa tese visando o entendimento
e aperfeicoamento deste pré-tratamento proposto, com uma cultivar branca. Isto
porque ha muitas variaveis que ainda nao foram investigadas com melhor
detalhamento e aprofundamento.

A efetividade do azeite de oliva extra virgem como pré-tratamento para a
secagem de uvas esta diretamente relacionada a sua composi¢do que de
maneira geral, tem como compostos majoritarios os triacilgliceréis (~98%), no
qual ha varios acidos graxos presentes, dos quais pode-se destacar o oléico
(C18:1, monosaturado), seguido por outros como linoleico (C18:2, polisaturado),
palmitico (C16:0, saturado), estearico (C18:0, saturado), palmitoléico (C16:1,
monosaturado) e linolénico (C18:3, polinsaturado). Depois ha uma série de
acidos graxos saturados e insaturados que estdo presentes no azeite em
concentragbes muito baixas, inferiores a 0,5% (CARRASCO-PANCORBO et al.,
2005). Além destes compostos, no azeite ha pequena quantidade de acidos

graxos livres, hidrocarbonetos, fitoesterdis, alcoois alifaticos, tocoferdis,
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pigmentos como carotenoides e clorofila, além de compostos fendlicos e volateis
e acidos triterpendides pentaciclicos tal como o acido oleandlico e seu isbmero
acido ursdélico (Figura 4) (BOSKOU, 2006; SERVILI et al., 2009).

Figura 4 - Principais triperpendide (acido oleandlico e seu isbmero acido

ursolico) presente nas cascas das uvas e no azeite.

acido oleandlico acido ursdlico

Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ-RODRIGUEZ e SIMONSEN (2012)

O azeite, de forma geral, esta relacionado com a minimizagcdo de
problemas relacionados as doencgas cardiovasculares, cancer de mama e
diabetes mellitus tipo 2 (FOSCOLOU; CRITSELIS; PANAGIOTAKOS, 2018;
SCHWINGSHACKL et al., 2019). Ha estudos relatando também beneficios a
saude envolvendo o consumo do acido oleandlico e seu isbmero ursélico
(SANCHEZ-QUESADA; LOPEZ-BIEDMA; GAFORIO, 2015; SASIKUMAR;
DUBEY; GHOSH, 2020; ZIBERNA et al, 2017) e sdo justamente estes
compostos presentes no azeite de oliva extra virgem que junto com a
relativamente alta proporcao de acido oleandlico estdo associados ao efeito de
dissolucdo da cera cuticular das uvas e entdo ao aumento da taxa de
desidratacdo das uvas para producdo de passas. E importante ressaltar que a
composicdo em acidos graxos do azeite de oliva, bem como de outros
compostos presentes como os compostos fendlicos podem ser influenciadas
pela cultivar e estadio de maturagao do fruto, bem como pela origem geografica
(ALOWAIESH et al., 2018; INGLESE et al., 2011; MONTEALEGRE; ALEGRE;
GARCIA-RUIZ, 2010).

Para melhor entendimento do efeito do azeite sobre a casca da uva é
necessario também entender a composi¢ao quimica da cera cuticular da uva,

que apresenta . A cuticula das bagas das uvas tem dois componentes principais,
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uma matriz estrutural, chamada cutina, e a cera, que esta embutida na cutina. A
cutina € um biopolimero do tipo poliéster composto principalmente por acidos
graxos hidroxilados, e a cera é composta de duas camadas distintas, sendo que
a mais interna é denominada cera intracuticular e a externa cera epicuticular
(Figura 5) (HORNSEY, 2007; PENSEC et al., 2014).

Figura 5 - Modelo simplificado da cuticula da uva.
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Fonte: Adaptado de TRIVEDI et al. (2019).

Quimicamente, a cera intracuticular é rica em triterpendides nao
conjugados, enquanto que a cera epicuticular consiste em dois tergos de cera
'dura’ (majoritariamente acido oleandlico, mas contendo também lupeol, acido
ursolico, a-amirina, entre outros) e um terco de cera 'macia' - uma mistura
complexa de compostos que incluem alcoois graxos como lauril, estearilico e
cetil (HORNSEY, 2007; PENSEC et al., 2014).. Esta composicao de lipideos
resulta em uma matriz no qual coexistem, a temperatura ambiente, regides
cristalinas altamente ordenadas e regides amorfas desordenadas e a
cristalinidade desta cera correlaciona-se com a permeabilidade a agua
(TEIXEIRA et al., 2010).

A temperatura ambiente, esse arranjo quimico fornece uma forte repulsdo
a agua e resisténcia a perda de vapor, podendo levar a processos de secagem,
visando a producdo de uvas passas, demasiadamente prolongados
(CHRISTENSEN; PEACOCK, 2000; LECAS; BRILLOUET, 1994). A quantidade
relativa de acido oleandlico presente na cuticula influencia no grau de
cristalinidade dos acidos graxos presentes, que por sua vez podem regular a
permeabilidade da membrana cuticular devido as interagdes especificas que
eles podem estabelecer. Este comportamento deve-se a coexisténcia de dois
grupos polares (OH e COOH) localizados em extremidades opostas da molécula
de acido oleandlico (TEIXEIRA et al.,, 2010). Estas mesmas caracteristicas
relatadas para o acido oleandlico presentes na uva também podem ser utilizadas

para o acido oleandlico presente no azeite de oliva utilizado como pré-tratamento
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das uvas, sendo assim os provaveis motivos para os bons resultados do azeite
no aumento na taxa de secagem das uvas. As moléculas de acido oleandlico do
azeite podem formar dimeros por meio da interagdo de uma ligacdo de
hidrogénio entre um grupo hidroxila de uma molécula e o grupo carboxil de uma

segunda molécula (Figura 6).

Figura 6 - Representagcao esquematica das possiveis ligagdes quimicas para

formacéo dos dimeros a partir de moléculas de acido oleandlico.
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Legenda: Ligagdes de hidrogénio (A) entre grupos carboxilicos (marca¢des de rosa) formam
dimeros que podem eventualmente se associar a outros dimeros por meio de grupos alcoois
(marcacéo azul) e (B) entre grupos carboxilicos e grupos élcoois (marcagao em verde). Cor dos
atomos: oxigénio (vermelho); hidrogénio (branco); (cinzento) carbono.

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA et al.(2007)TEIXEIRA et al. (2007).

Os demais grupos funcionais podem interagir com grupos complementares
de outras moléculas, incluindo alcoois alifaticos, formando um arranjo tri-
dimensional (CASADO; HEREDIA, 1999). Além disso, Teixeira et al. (2007)
ressaltaram que essa interagdo prevalece sobre as ligagbes de hidrogénio
oleandlicas-agua. Apos avaliar o efeito da temperatura sobre o acido oleandlico
e sobre suas interacbes na cera epicuticular, os autores relataram que a
elevagao da temperatura induz a formacéao de regides mais cristalinas, facilitando
a permeabilidade de agua (TEIXEIRA et al., 2010).

Diante do exposto acima, embora a novidade na tecnologia de pré-
tratamento utilizando azeite de oliva extra virgem n&o seja alta, o processo
envolve muitas reagdes/transformagdes complexas e relevantes para estudos
cientificos. Vale ressaltar que nem sempre uma inovacdo representa uma

invengdo como criar algo novo (inovagao disruptiva), mas representa também,
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uma melhoria ou aperfeicoamento de um produto ou processo ja existente, o que
supera a inovagao incremental e caracteriza-se como um avango de mercado
(market breakthrought) (BIGLIARDI; GALANAKIS, 2020) e este € o foco do
presente trabalho.

As industrias de alimentos bem como microempresas do setor, de maneira
geral, apresentam desejo de serem mais disruptivas mas muitas vezes este tipo
de inovagao requer um investimento muito alto e envolvem um risco que elas
nao querem ou nado podem se submeter. Berggren (2019) ressaltaram que
projetos de melhorias incrementais, bem como de avangos de mercado, podem
ser entregues em ritmos mais acelerados que inovagdes radicais e disruptivas e
podem resultar em um forte impacto acumulativo em todo o portifélio de produtos
de uma empresa, o que € importante e socialmente relevante. No ambito
socioecondémico, as informagdes adquiridas podem gerar grandes oportunidades
para produtores rurais e industrias processadoras, que podem aproveitar

excedentes de produgéo e agregar valor aos seus produtos.

3.2.2. Drageados de chocolate com frutas desidratadas

Os drageados sao definidos como os produtos constituidos por um nucleo
de massa agucarada, de composigao variada, ou ainda constituido por sementes
oleaginosas, frutas, partes de fruta ou frutas secas revestidas por sucessivas
camadas de uma cobertura (AVELAR et al., 2019; FERREIRA, 2018). Quando o
nucleo for constituido de frutas, o produto pode ser denominado fruta confeitada
(AVELAR et al., 2019). Esse processo é realizado em um equipamento rotativo
que recebe o nome de drageadeira (FERREIRA, 2018; GESCHWINDNER;
DROUVEN, 2009).

Evidencias histéricas apontam que o drageamento surgiu ha mais de 1000
anos, podendo assim ser considerado como uma das formas mais antigas de
producao de confeitos, sendo em seu principio utilizado por egipcios e romanos
para revestir frutos secos e sementes com mel (BECKETT, 2009; FADINI;
SILVA; QUEIROZ, 2016; FERREIRA, 2018; RAMIRES, 2012). Os drageados
com agucar surgiram a partir do século 19 e, mais tarde, com a introdugao do
chocolate desenvolveram-se os drageados de chocolate (BECKETT, 2009;
RAMIRES, 2012). Ao longo do tempo o principio basico do drageamento se

manteve o mesmo, entretanto, os equipamentos e materiais seguem evoluindo
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para permitir produtos acabados com maior qualidade em um menor tempo,
buscando sempre atender as demandas do consumidor (RAMIRES, 2012).

A aplicagao do chocolate como cobertura em drageados é realizada por
meio da aplicacdo de sucessivas camadas de chocolate fundido sobre os
nucleos a serem recobertos, sendo que as ultimas camadas podem ser
polvilhada com diferentes matérias-primas ou ainda a ultima camada de
chocolate pode ser apresentada na forma polida ou, adicionada de uma camada
de acgucar polida adicionada de corantes (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016;
RAMIRES, 2012). Para a obten¢do de um drageado de qualidade € necessario
mais que somente a aplicacdo de cobertura de chocolate a frutas desidratadas.
O desenvolvimento deste produto envolve quatro etapas principais: a escolha do
nucleo e do revestimento, preparagdo do nucleo (quando necessario);
drageamento e finalizagdo (BECKETT, 2009; PINTO, 2013).

Para o drageamento com chocolate é indicado que as drageadoras
possuam um sistema de fornecimento de ar frio, de modo a acelerar a
solidificagdo do chocolate, cuja aplicagdo pode ser realizada manualmente ou,
por aspersédo (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016; PINTO, 2013). As drageadoras
convencionais (Figura 7) consistem basicamente de um bojo redondo ou oval,
em aco inoxidavel, apoiado sobre uma base e inclinado para tras num angulo

variavel de acordo com a aplicacao pretendida.

Figura 7 - Drageadora.

Fonte: Quality Maquinas e Equipamentos, 2017.
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Estes equipamentos sao equipados com um motor que possibilita a rotacao
do bojo sobre o eixo horizontal, cuja velocidade é determinada em fungéo do tipo
de nucleo selecionado e tamanho da drageadora, devendo garantir a
movimentagdo continua e suave dos nucleos de modo a distribuir e
homogeneizar de forma uniforme a cobertura aplicada (FADINI; SILVA;
QUEIROZ, 2016; PINTO, 2013).

A primeira etapa do drageamento para a produgdo de drageados de
chocolate € a selegdo do nucleo, entretanto, cabe ressaltar que para o
drageamento com chocolate o conteudo de umidade é um requisito fundamental
nessa escolha, pois produtos a base de chocolate possuem um baixo teor de
umidade (0,5% a 1,5%) (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016). Além disso, deve-se
estar atento ao fato de que as frutas desidratadas séo facilmente deformaveis,
podendo levar a aglomeracgao e até a uma descamacao do revestimento durante
o drageamento com chocolate. Especificamente para as uvas passas, para evitar
sua aglomeragao durante o drageamento, geralmente, é realizada uma etapa de
isolamento (selagem) (BECKETT, 2009; PINTO, 2013).

A etapa de selagem, tem o objetivo de formar um filme protetor ao redor de
cada nucleo, a fim de evitar ou retardar a migracao de umidade do nucleo para
a cobertura, tornar a superficie do nucleo mais lisa e uniforme, melhorar a
aderéncia da cobertura ao nucleo e, consequentemente reduzir o fendbmeno de
aglomeracao durante o drageamento (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016). Para
isso, sao realizadas aplicacao de solugdo de selagem (goma acacia, amido
modificado, maltodextrinas ou combinacdes destas) sobre os nucleos, na
drageadora, seguido da aplicacéo de pdé de secagem (agucar impalpavel, cacau
em po ou, uma mistura destes). Este procedimento é realizado de 2 a 3 vezes
(PINTO, 2013). Antes de seguirem para o drageamento propriamente dito e apos
a selagem, os nucleos devem permanecer em repouso de pelo menos 8 horas,
para sua completa secagem e formagao do filme protetor (FADINI; SILVA;
QUEIROZ, 2016). Posteriormente, ocorre a aplicagao de chocolate fundido sobre
0s nucleos, o qual ao ser aplicado manualmente devera ocorrer numa zona de
maior velocidade de rotagdo dos nucleos (Figura 8), permitindo assim uma
distribuicdo mais uniforme da cobertura (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016;
PINTO, 2013).
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Figura 8 - Zonas de movimentag&do em uma drageadora.

A — Superficie do produto: ponto
de maxima velocidade, onde deve
ser adicionada a cobertura;

B - Fundo da drageadeira: forca
permite elevar o produto e evitar
que ele patine;

C —Zona intermediaria: diferentes

-4/ .
zona morta movimento do  7onas de rotagao.
produto

Fonte: FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016.

ApoOs a adicdo da primeira camada de chocolate e sua distribuicdo
uniforme nos nucleos, deve-se realizar a aplicacdo de ar frio no interior da
drageadora, reduzindo a temperatura e, consequentemente, facilitando a
solidificagdo do chocolate (PINTO, 2013). Apos essa solidificagdo, uma nova
camada é aplicada, este procedimento deve ser repetido até ser obtido o
resultado final pretendido, podendo variar de 10 a 30 vezes para drageados de
chocolate, esta etapa deve ocorrer num local fresco e seco (15 a 20°C, UR <
50%) (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016).

A temperatura no interior da drageadora aumenta significativamente
durante o processamento, devido ndao somente a aplicagdo constante de
chocolate fundido (a 37°C) mas também, pelo calor latente resultante da
solidificagdo da manteiga de cacau e, pelo atrito da rotacdo dos nucleos
parcialmente revestidos (PINTO, 2013). Portanto, a temperatura do ar frio
injetado na drageadora deve ser controlada, pois caso seja baixa leva a uma
rapida solidificagdo do chocolate e consequente formacdo de superficies
irregulares, entretanto, se a temperatura for muito alta favorece a aglomeracao
do produto (formacéo de duplas ou cachos) (BECKETT, 2009; PINTO, 2013).

Finalizada esta etapa do processo, os drageados devem permanecer em

repouso por algumas horas (8 a 12 horas) em ambiente controlado (cerca de
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18°C, 60% UR) antes de serem submetidos ao acabamento do produto, esse
periodo de repouso € necessario para que haja uma boa solidificagdo da
manteiga de cacau (FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016; PINTO, 2013). Os
drageados podem ainda ser submetidos a uma etapa de finalizagdo, como o
polimento, responsavel pelo aspecto brilhante final dos produtos. Este
procedimento deve ocorrer num local fresco e seco com condi¢gdes semelhantes
as verificadas durante o drageamento. Para isso, € aplicado sobre os drageados,
na drageadora, uma pequena quantidade de solu¢do de brilho (goma acacia,
xarope de milho, dextrinas, entre outros), fazendo com que os drageados
permanegam em movimento até secar, normalmente com a inje¢cado de ar seco
(FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016).

O desenvolvimento de drageados de chocolate contendo uvas passas
obtidas de cultivares brasileiras como nucleos naturais tem como proposta
desenvolver um snack com maior conteudo de compostos fendlicos. Propostas
similares podem ser encontradas na literatura, tal como a adi¢géo de extrato da
folha ou nettle da framboesa (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; BELSCAK
etal., 2009) e de canela em p6 (ALBAK; TEKIN, 2015; MUHAMMAD et al., 2017).

Efraim, Alves e Jardim (2011) destacaram a importancia do uso do
chocolate meio amargo para o desenvolvimento de produtos alimenticios e a
necessidade no desenvolvimento de inovagdes tecnoldgicas que visem a
manutencdo nos produtos contendo chocolate dos compostos de interesse
presentes no cacau, ainda preservando a qualidade sensorial tdo almejada pelos
consumidores.

Komes et al. (2013) relataram aumento da atividade antioxidante em
chocolates tipo amargo e ao leite adicionados de uva-passa, agregando valor
funcional ao produto. Martini, Conte e Tagliazucchi (2018), apds realizaram uma
analise detalhada dos perfis quantitativo e quantitativo de chocolate amargo e do
mesmo enriquecido com cha verde Shakura e acafrao em po relataram que o
enriquecimento do chocolate influenciou e modificou o perfil fendlico dos
produtos finais, resultando em um aumento da concentragcdo fendlica. Ha
necessidade de estudos cientificos mais detalhados sobre os compostos
fendlicos individuais presentes neste tipo de produto e sobre o quanto as frutas

nacionais podem agregar funcionalidade e qualidade sensorial ao chocolate.



46

3.3. Analise sensorial

Para determinar o perfil sensorial dos drageados, ou seja, a identificagao
e quantificacdo de descritores que descrevam o alimento, diversas técnicas e
com as mais distintas abordagens estao disponiveis na literatura, dentre as quais
podemos citar as metodologias mais tradicionais (Analise Descritiva Quantitativa
- ADQ®, Perfil de Sabor, Perfil de Textura, etc.) e as metodologias rapidas (Perfil
Flash, Free Sorting Task, Check-all-that-apply (CATA) e Rate-all-that-apply
(RATA), etc.) (MININ; DA-SILVA, 2016b). Tanto no campo da pesquisa quanto
na industria, as metodologias rapidas para a obtencédo do perfil sensorial dos
alimentos tém sido cada vez mais aceitas e amplamente utilizadas (ALCANTARA
etal.,2018; ARES et al., 2014a, 2014b; DUTCOSKY, 2013; MININ, 2016; SILVA
et al., 2013; STONE; SIDEL, 2004).

O método CATA ja foi amplamente aplicado e dentre os produtos testados
encontram-se snacks (JAEGER et al., 2013b), frutas (ARES; JAEGER, 2013;
JAEGER et al., 2013b), chocolate (ARES et al., 2014a; JAEGER et al., 2013a),
sobremesas de leite (ARES et al., 2014b; JAEGER et al., 2013a), biscoitos
(ARES et al., 2014a), dips (molhos de acompanhamento) (JAEGER et al.,
2013b), agua saborizada (JAEGER et al.,, 2013b), cerveja (JAEGER et al.,
2013b), sorvetes (DOOLEY; LEE; MEULLENET, 2010), paes integrais (ARES et
al., 2014b) e refrigerantes com sabor citrico (ARES et al., 2014a; PLAEHN,
2012). Esse método é considerado de facil aplicagdo e condugéo (JAEGER et
al., 2015) para controle de qualidade sensorial uma vez que mostra concordancia
com o resultado de perfis sensoriais gerados por equipes treinadas e
selecionadas (ARES et al., 2010; BRUZZONE; ARES; GIMENEZ, 2012).

A simplicidade das questdes CATA € uma vantagem chave, mas também
uma limitagao potencial. O formato de resposta binaria (possui ou ndo possui o
descritor apontado/listado) ndo permite uma medida direta da intensidade dos
descritores sensoriais avaliados, o que poderia dificultar descricdes detalhadas
e discriminagao entre produtos que tém perfis semelhantes (ARES et al., 2014a).
Por outro lado, o método RATA, o qual € uma variagao do CATA, considera esse
fator. No RATA, os descritores selecionados da lista pré-definida sdo avaliados
juntamente com uma escala, permitindo uma maior discriminacdo das amostras
(ARES et al., 2014b). De modo geral, o RATA aumenta a aplicabilidade do
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método CATA por meio da obtencdo de informacdes de intensidade dos
descritores sensoriais (MININ; DA-SILVA, 2016a).

Dessa maneira, neste projeto foi realizado o perfil sensorial dos
drageados de chocolate produzidos por meio da metodologia RATA, a fim n&o
somente de caracterizar o perfil sensorial dos produtos finais, mas também obter
informacgdes adicionais que permitam identificar descritores relacionados com a
aceitabilidade sensorial dos drageados produzidos. Acredita-se que devido as
passas apresentarem alto teor de acgucares, bem como sabor e aroma
caracteristicos das passas, o seu uso como nucleo de drageados de chocolate
preto contendo alto teor de solidos de cacau pode melhorar a qualidade sensorial
dos drageados e reduzir a quantidade de agucar adicionado aos produtos
(AVELAR et al., 2019; MONGIA, 2014).

3.4. Principais compostos fendlicos presentes em uvas, passas e

drageados de uva passa com chocolate

3.4.1. Principais compostos fendlicos presentes em uvas brancas e suas uvas
passas

Os compostos fendlicos presentes nas uvas podem ser divididos em dois
grandes grupos, os flavonoides e os nao-flavonoides. O primeiro grupo é
predominantemente encontrado nas cascas das uvas (flavonais, flavan-3-6is e
proantocianidinas, antocianinas (apenas nas uvas tintas). Os flavan-3-6is e as
proantocianidinas também sao encontradas nas sementes. Na polpa da uva
podem ser encontrados alguns flavondis, porém em baixas concentragdes, e
também antocianinas, nas cultivares tintoreiras. Quanto aos compostos néo-
flavonoides, estdo presentes na casca das uvas (acidos hidroxicinamicos e
estilbenos (como resveratrol e seu glucosideo piceido)), bem como na polpa, no
qual se concentra quase a totalidade dos acidos hidroxicinamicos presentes na
baga. Nas sementes € possivel identificar acidos hidroxibenzoicos (como acido
galico) e estilbenos (principalmente resveratrol e seu glucosideo piceido)
(JACKSON, 1994; LAGO-VANZELA, 2011).

A seguir esta apresentado com mais detalhes as principais classes de
compostos fendlicos presentes nas uvas e as possiveis alteracdes observadas

em processos de secagem para a produgao de uvas passas.
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3.4.1.1. Flavondis

Estes compostos possuem como estrutura basica a aglicona, sendo
formada por dois anéis fendlicos A e B e um anel heterociclico C, onde possuem
0s grupos carbonilo e hidroxilico (Figura 9) (LAGO-VANZELA, 2011).

Figura 9 - Estrutura dos flavondis encontrados em uvas.

OH
0
Flavonol R1 R2
Kampferol H H
Quercetina H OH
Miricetina OH OH
Isoramnetina H OCHs
Laricitrina OH OCHs
Siringuetina OCHs OCHs

Fonte: Adaptado de LAGO-VANZELA, 2011.

Na Figura 10 estdo ilustradas as principais estruturas de flavonois
encontradas, principalmente, nas uvas, de acordo com a substituicdo no anel B:
kaempferol (R1 = R2 = H); quercetina (R1 = OH, R2 = H); isoramnetina (R1 =
OCHs, R2 = H); miricetina (R1 = R2 = OH); laricitrina (R1 = OCHs, R2 = OH);
siringetina (R1 = R2 = OCH3) (HERMOSIN-GUTIERREZ et al., 2011). Nas uvas,
estes compostos estdo geralmente sob a forma ligada a agucares (FLINT,;
JORDAN; CALDWELL, 1985; OLIVATI et al., 2019), produzindo glucosideos,
glucoronideos, galactosideos, rutinosideos, pentosideos e diglucosideos
(GARRIDO; BORGES, 2013). Vale ressaltar que em uvas tintas, pode ocorrer a
presencga simultdnea de glicosideos das agliconas de quercetina, kaempferol,
isoramnetina, miricetina, laricitrina e siringetina, enquanto para as uvas de
variedades/cultivares brancas, foram detectadas somente os glicosideos de
quercetina, kaempferol e isoramnetina (CASTILLO-MUNOZ et al., 2010; DE
ROSSO et al., 2014; GARRIDO; BORGES, 2013; NICULESCU; PAUN; IONETE,

2016). A nao-deteccao da miricetina, laricitrina e siringetina em variedades
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brancas, revela que a enzima de flavonoide 3', 5'-hidroxilase n&o € expressa nas
variedades brancas de uva (GARRIDO; BORGES, 2013; MATTIVI et al., 2006).

Figura 10 - Principais flavonol 3-O-glicosideos identificados em uvas brancas: a)
flavonol 3-O-glucosideos; b) flavonol 3-O-galactosideos; c) flavonol 3-O-

glucuronideos; d) rutina (quercetina 3-O-(6"-ramnosil)-glicosideo).

b)

L()H

H()()('( H

40/(
H,:j/

) OH
HC H

Fonte: CASTILLO-MUNOZ et al., 2010.

Nas uvas brancas, os flavondis sdo considerados os principais
contribuintes para sua atividade antioxidante, dentre as agliconas citadas, a
quercetina é considerada como um antioxidante muito eficaz (BELITZ;
GROSCH; SCHIERBERLE, 2009; LINGUA et al., 2019; RUIZ et al., 2015).

3.4.1.2. Flavan-3-0is e proantocianidinas

Os flavan-3-6is sao compostos encontrados em maior quantidade nas
sementes e cascas das uvas e apresentam como unidades fundamentais as
estruturas monomeéricas de 2-fenilbenzopiranos (C6-C3-C6) (ADAMS, 2006;
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RUSTIONI; FIORI; FAILLA, 2014; TERRIER; PONCET-LEGRAND; CHEYNIER,
2009). A (+)-catequina e seu isbmero (-)-epicatequina sao os principais flavan-3-
0is monoméricos presentes nas uvas, podendo estar em parte esterificados pelo
acido galico (C7Hs0s), normalmente ao nivel do carbono 3.

Na Figura 11 estdo descritas as estruturas de alguns destes compostos,
0S quais sao responsaveis, em grande parte, pelo gosto amargo e adstringéncia
de uva e de produtos derivados (DA-SILVA; LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015;
KENNEDY, 2008; NICULESCU; PAUN; IONETE, 2016).

Figura 11 - Exemplos de flavan-3-6is encontrados em uvas.

{7
OH
Monémero de Flavan-3-ol R1 R2
(+)-catequina ~eesy OH H
(-)-epicatequina e ol H
(-)-epigalocatequina e OH OH
OH
LOH
(-)-galato de epicatequina “’J"V H
e 0. \\,{} ~
Y 7 ToH
0

Fonte: adaptado de KENNEDY, 2008.

Varias unidades monoméricas de catequina ou epicatequina formam as
proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados (Figura 12).
Dependendo da quantidade de unidades monoméricas de catequinas e
epicatequinas associadas, da posi¢gao de ocorréncia das ligagdes, oxigenagao
nos anéis A e B, e, estereoquimica dos substituintes no anel C, as
proantocianidinas podem ser dimeras, trimeras, oligoméricas, formadas por até
cinco unidades, ou poliméricas, formadas por mais de cinco unidades (ADAMS,
2006; TERRIER; PONCET-LEGRAND; CHEYNIER, 2009). Ao aquecer em
solugdo acida, a ligagdo C-C feita durante a formacgao é clivada e as unidades

de flavan terminais liberam oligomeros como carbocations, os quais sao
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oxidados a antocianidinas (coloridas) pelo oxigenio atmosférico (BELITZ;
GROSCH; SCHIERBERLE, 2009; RIBEREAU-GAYON, 2003).

Figura 12 - Estrutura basica das proantocianidinas.
\

Fonte: HURST et al. (2009).

Nas uvas, sao liberadas, principalmente, a cianidina seguida pela
delfinidina, cujas moléculas precursoras sdo respectivamente constituidas de
(+)-catequina e (-)-epicatequina e, (+)-galocatequina e (-)-epigalocatequina
(LAGO-VANZELA, 2011).

3.4.1.3. Acidos fendlicos: enfoque para os derivados dos &cidos
hidroxicindmicos

Os acidos fendlicos sdo compostos polifendlicos ndo-flavondides divididos
em dois tipos principais, os derivados de acido benzdico e os derivados de acido
cindmico, sendo destes, os acidos hidroxicinamicos (Figura 13) naturalmente
mais comuns (ZUITER, 2014).

Dentro dos acidos hidroxicinamicos, os mais comuns s&o os acidos caféico,
p-cumarico e ferulico, que frequentemente ocorrem nas uvas esterificados com
o acido tartarico (respectivamente acido caftarico, acido p-cutarico e acido
fertarico), que € o principal acido orgénico presente na uva (GARRIDO;
BORGES, 2013; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
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Figura 13 - Estrutura geral dos acidos hidroxicinamicos e seus principais

derivados em uvas.

R
J- \ (C)OH
~COOH
OH —/ viexalice SOR
\}\ Y/, R > | /i\/(()o j/
R, - COOH

HO

R = R1 = H: acido p-cumarico
R = OH; R1 = H: acido caféico
R = OCHs; R1 = H: acido ferulico
R = R1= OCHs: acido sinapico

Fonte: Adaptado de GARRIDO; BORGES, 2013.

R = H: acido p-cutarico
R = OH: acido caftarico
R = OCHas: acido fertarico

Nas uvas, especialmente na polpa, os acidos caftarico e fertarico sdo mais
comumente encontrados na forma trans, e sdo conhecidos por serem
parcialmente responsaveis pelas propriedades adstringentes das uvas
(GARRIDO; BORGES, 2013; HUFNAGEL; HOFMANN, 2008).

3.4.1.4. Estilbenos

Dentre os principais compostos pertencentes a esta classe nas uvas
destaca-se o resveratrol (trans-3,5,4’—trihidroxiestilbeno) (Figura 14), conhecido
por seus fortes efeitos biolégicos in vitro e in vivo (TAYOUB; SULAIMAN;
ALOREFI, 2014).

Este composto se encontra unido a uma molécula de glicose por meio de
um grupo fenol na posicao 3 (3-O-glicosideo de resveratrol) também conhecido
como piceido (frans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno-3-O-p-D-glicosideo), podendo
apresentar-se nas formas cis e frans (LASTRA; VILLEGAS, 2007). O resveratrol
contém um esqueleto baseado na estrutura do 1,2-difeniletileno e, como
fitoalexinas (metabdlitos secundarios antimicrobianos), pode ser sintetizado
principalmente nas cascas das uvas como resposta ao stress causado por
infecgao microbiana, dano mecanico ou irradiagao por luz ultravioleta, podendo
ser encontrado nas uvas e em seus produtos (GARRIDO; BORGES, 2013;
OROIAN; ESCRICHE, 2015; RENTZSCH; WILKENS; WINTERHALTER, 2009).
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Figura 14 - Trans-resveratrol e seus derivados.
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Fonte: OLIVATI, 2016.

3.4.2. Compostos fendlicos em cacau e chocolate

O cacau e chocolate sdo produtos consumidos a centenas de anos. Para
os Maias, o cacau era simbolo de fertilidade e vida, sendo considerado como o
alimento dos deuses. Os Astecas, por sua vez, utilizavam o cacau como
medicamento para mais de 150 doencgas e, na Europa, durante os séculos 17 e
18, o chocolate era prescrito para tratar diversas doencas desde simples
resfriados até doencgas mentais, fazendo assim com que o chocolate fosse muito
mais que um alimento (DILLINGER et al, 2000; JALIL; ISMAIL, 2008;
TODOROVIC et al., 2015a).

No Brasil, atualmente pela Resolugao RDC n° 264, de 22 de setembro de
2005, que aprova o "Regulamento Técnico para chocolate e produtos de cacau"

define-se que, chocolate é o produto obtido a partir da mistura de derivados de
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cacau (Theobroma cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em po
e ou manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no minimo, 25 %
(g/100 g) de sodlidos totais de cacau. O produto pode apresentar recheio,
cobertura, formato e consisténcia variados (BRASIL, 2005a). Entretanto, ainda
ndo ha em vigor uma legislagdo mais especifica determinando o conteudo
minimo de sélidos de cacau para diferentes categorias de chocolate (ao leite,
meio amargo, amargo). A regulamentagao destas categorias seria de grande
importancia aos consumidores desses produtos, uma vez que as propriedades
bioativas de derivados do cacau, como o chocolate, estdo diretamente
associadas a quantidade de sélidos de cacau existente no produto (CHENG;
JALIL; ISMAIL, 2009; MUHAMMAD et al., 2017).

Essas propriedades bioativas do cacau e de seus derivados, sao
comumente associadas tanto a presenca de compostos fendlicos, como de
outros compostos minoritarios (ex. metilxantinas) com interessante capacidade
antioxidante (ARLORIO et al., 2008; BORDIGA et al., 2015; DEL RIO et al., 2013;
LIN et al., 2016; MUDENUTI et al., 2018). Dentre os principais compostos
fendlicos presentes no cacau pode-se citar os flavan-3-6is (EFRAIM; BARRETO
ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011a; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI,
2018) e as proantocianidinas (TODOROVIC et al., 2015a). O chocolate preto,
com alto teor de sélidos de cacau, em especial, pode contribuir significativamente
para a ingestdo diaria de antioxidantes e compostos fendlicos em adultos e
criangas (MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; RUSCONI; CONTI, 2010).

No cacau, os principais flavan-3-6is sdo a (+)-catequina e a (-)-
epicatequina, sendo que essa ultima tem sido reportada como o principal flavanol
monomeérico do cacau, representando aproximadamente 35% do conteudo total
dos fendlicos (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011a;
WOLLGAST; ANKLAM, 2000). Assim, como ja foram determinadas
proantocianidinas, que sdo compostos que compreendem as subunidades de
catequina e epicatequina (TODOROVIC et al., 2015a; WAN et al., 2001).

No grdo seco de cacau, os oligbmeros de procianidina compdéem 12% a
48% de seu peso seco e, no chocolate foram identificadas procianidinas
constituidas por até 10 subunidades (STEINBERG; BEARDEN; KEEN, 2003).
Nas sementes do cacau estdo presentes também, ainda que em menor

quantidade, antocianinas (tal como cianidina-3-arabinésido e cianidina-3-
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galactésido (BELITZ; GROSCH; SCHIERBERLE, 2009; ORACZ; ZYZELEWICZ;
NEBESNY, 2015). Quanto aos flavondis, os principais encontrados nas
sementes do cacau sao a quercetina-3-O-rutindsido, quercetina-3-0O-
arabindsido; quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3-O-glucoronideo e a
aglicona livre de quercetina (MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018).

Apesar da grande quantidade de informacgao sobre os compostos fendlicos
presentes no cacau, ainda ha pouca informacao na literatura sobre a composi¢ao
fendlica do chocolate em geral, sendo que a categoria de composto fendlico mais
focada para os estudos sao os flavan-3-6is, uma vez que estes séo tidos como
a principal classe de fendlicos no chocolate (MARTINI; CONTE;
TAGLIAZUCCHI, 2018). Martini, Conte e Tagliazucchi (2018) determinaram
detalhadamente o perfil de compostos fendlicos do chocolate contendo 70% de
solidos de cacau. Neste estudo foram identificados 158 compostos fendlicos
individuais no chocolate, dos quais, 67 foram relatados pela primeira vez neste
tipo de chocolate e 38 destes foram identificados pela primeira vez em graos de
cacau. Os autores relataram que a quantidade total de flavan-3-ois representou
64,0% do total de polifendis identificados, sendo que a epicatequina representou
40,4% do total de flavan-3-6is e 25,8% do total de compostos fendlicos
identificados; bem como que os acidos hidroxicinamicos constituiram cerca de
20,6% do perfil fendlico do chocolate estudado, sendo o acido ferdulico, o
aspartato di-hidroxicindmico e o aspartato coumaroil os compostos majoritarios
(MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018).

Estudos relatam que os principais flavondis presente no cacau e em
chocolate com elevada concentracdo de cacau sao o pentésido, o hexdsideo e
o rahmndésido de quercetina, a quercetina livre, o galactésido e o glicésido de
kaempferol, assim como também s&o encontrados a quercetina-7-O-ramnosido-
3-O-rutinosideo e quercetina-7-O-hexosideo-3-O-rutinosideo  (MARTINI,
CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; ORTEGA et al., 2008; SANCHEZ-RABANEDA
et al., 2003). Dos flavan-3-6is encontrados em chocolate amargo e produtos de
cacau, pode-se destacar a epicatequina, a catequina, a galocatequina, a
epigalocatequina, (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM,
2011a; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; WOLLGAST, 2004), os
isdbmeros da epicatequina-3-O-hexdsido, os isdbmeros da epicatequina-O-

hexdsido, a epicatequina-7-O-hexdsido, os isbmeros da epicatequina-O-sulfato
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(D’SOUZA et al., 2017; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; PATRAS et
al., 2014).

Quanto a classe das procianidinas, podem ser encontrados dimeros da
procianidina do tipo B e formas derivadas, procianidinas do tipo A e formas
derivadas, e procianidinas poliméricas (D’'SOUZA et al., 2017; GU et al., 2006;
MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018). Além das categorias de fendlicos
citadas acima também sao encontrados na literatura relatos da presenca de
flavonas, elagitaninos, acidos hidroxibenzoico, curcuminodides e outros fendlicos
como a vanilina (CADIZ-GURREA et al., 2014; MARTINI; CONTE;
TAGLIAZUCCHI, 2018; ORTEGA et al., 2008).

3.4.3 Efeito do processamento nos compostos fendlicos presentes nas uvas e
no chocolate

A uva é uma fruta ndo-climatérica de elevada perecibilidade, que pode
sofrer modificacbes nos seus atributos sensoriais e nutricionais ao longo do
amadurecimento e na fase pos-colheita, assim como durante seu
processamento nos mais diferenciados produtos (DA-SILVA; LAGO-VANZELA;
BAFFI, 2015).

O processo de secagem, em particular, promove diversas alteragdes nas
uvas. Algumas dessas sao indesejaveis, como por exemplo o encolhimento e
cristalizagao dos agucares presentes nas uvas (ESMAIILI et al., 2007; TRUONG
et al.,, 2020), a alteragcao da coloracédo (VIEIRA, 2016), decorrente tanto de
alteragdes quimicas (oxidagao de compostos fendlicos, reacao de Maillard, etc.)
como provenientes de alteragdes bioquimicas (escurecimento enzimatico), como
também pode haver alteragdes no aroma (JAVED et al., 2018), e contaminagao
microbiolégica (KANAPITSAS et al.,, 2015; VIEIRA, 2016). Além disso, o
processo de desidratacdo das uvas também pode ocasionar tanto concentragao
de alguns compostos fendlicos, como degradagado e/ou hidrolise de outros,
alterando nao so o perfil quantitativo mas também o qualitativo final das passas
(OLIVATI et al., 2019).

Todas estas alteracbes podem afetar as caracteristicas sensoriais,
nutricionais e funcionais das uvas passas produzidas (BAZARDEH; ESMAIILI,
2014; BINGOL et al., 2012; CARRANZA-CONCHA et al., 2012; ESMAIILI et al.,
2007; FABANI et al., 2017; GABAS; MENEGALLI; TELIS-ROMERO, 1999;
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MARQUEZ et al., 2012a; TELIS et al., 2006; VIVAR-QUINTANA et al., 1999;
ZHAO; HALL, 2008). Estudos mais aprofundados de como a estrutura quimica
dos compostos fendlicos, bem como as condigdes do processo de desidratagao
(tempo e temperatura) influenciam nas alteragbes destes compostos apds o
processo de desidratagdo sao essenciais para melhorar a qualidade dos
produtos desenvolvidos.

Quanto ao chocolate, sabe-se que o processamento do cacau para a
producao do chocolate promove perdas significativas no conteudo de compostos
fendlicos e em sua atividade bioldgica, por isso, o conteudo desses compostos
encontrados no cacau nao € o mesmo do encontrado no produto final (BORDIGA
et al., 2015; CHENG,; JALIL; ISMAIL, 2009; EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL
PEREIRA JARDIM, 2011a; TODOROVIC et al., 2015a; TOKER; PALABIYIK;
KONAR, 2019; ZYZELEWICZ et al., 2016).

Dentre as etapas de producao do chocolate a fermentagao e torrefagao do
cacau sao indicadas como as principais causas de degradagao de compostos
fendlicos (EYAMO EVINA et al., 2016; ZYZELEWICZ et al., 2016). O processo
de alcalinizagdo também possui efeito negativo sobre os compostos fendlicos,
reduzindo, principalmente, o conteudo dos flavan-3-6is (TODOROVIC et al.,
2015a). Além disso, os compostos fendlicos tém a capacidade de se associar a
proteinas, portanto, a formacdo de um complexo entre a proteina do leite e os
compostos fendlicos podem ser a razdo para uma menor capacidade
antioxidante em produtos de cacau adicionados de leite (ex. chocolate ao leite)
(SERAFINI et al., 2003; TODOROVIC et al., 2015a).

Diante do exposto, o estudo da interacao de compostos fendlicos das uvas
passas e do chocolate pode ser realizada tanto de maneira individual quanto em
uma matriz alimentar (DURAK; GAWLIK-DZIKI; SUGIER, 2015; MUHAMMAD et
al., 2017) e é de fundamental importancia para avaliar a retengdo dos mesmos

€ a qualidade dos produtos finais obtidos.
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1. Uvas e ingredientes para elaboragao dos produtos derivados

Lotes representativos da uva BRS Clara (safras 2014, 2015 e 2016) foram
doados pela Estacdo Experimental de Viticultura Tropical da EMBRAPA, da
cidade de Jales, sendo a safra de 2014 proveniente da cidade de Jales, Sao
Paulo, Brasil, localizado em 20°15’08” S e 50°33’29” O, 500 m acima do nivel do
mar (referido datum WGS84, World Geodetic System 1984) e, as safras de 2015
e 2016 provenientes da cidade de Marialva, Parana, Brasil, localizado em
23°28’59.1”S and 51°47°41.3"W, and 602 m acima do nivel do mar (referred to
WGS84 datum (World Geodetic System 1984).

Para o transporte, as uvas foram acondicionadas em caixas plasticas e
levadas até o Laboratério de Processamento de Frutas e Hortalicas do
IBILCE/UNESP. No laboratério, as bagas foram separadas do engaco e aquelas
que apresentaram algum tipo de imperfeicdo como rachaduras ou podridao
foram desprezadas. As bagas selecionadas de cada safra foram misturadas
manualmente para obtencdo de um lote homogéneo, sendo entdo 5 kg
congelados para realizagado das analises propostas enquanto outros 10 kg de
cada foram armazenados sob refrigeracao (7 °C) para a producgao de passas e,
posterior, analise dos compostos fendlicos.

O azeite extra virgem utilizado como agente tensoativo natural no pre-
tratamento das uvas para producao das passas foi adquirido no comercio local,
apresentando acidez maxima < 0,50% e indice de peréxidos < 20,00 meq O2/kg.
Os ingredientes utilizados para elaboragdo dos drageados de chocolate foram
adquiridos em empresas especializadas: goma arabica tipo 4880 (Willy Benecke,
doada pela empresa Vogler Ingredients); cacau em po puro (Nestlé®); e,
chocolate meio amargo (com pelo menos 35% de massa de cacau) (Melken —
Gotas - Harald®).

4.2. Reagentes Quimicos

Todos os solventes utilizados possuem grau cromatografico (> 99%),
todos os produtos quimicos séo de grau analitico (> 95%) e a agua utilizada é
ultrapura (sistema Milli-Q). Os padrées comerciais utilizados foram: acidos

caféico e p-cumarico, acido trans-caftarico, trans-piceido, (—)-epigalocatequina,
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(-)-galocatequina e procianidina B1 (Phytolab); cianidina-3-glicosideo,
procianidina B2, quercetina, kaempferol, isoramnetina, miricetina, siringetina, os
3-glicosideos de quercetina, kaempferol, isoramnetina e siringetina, os 3-
galactosideos de quercetina, kaempferol e isoramnetina, (-)-catequina-3-galato,
(-)-epicatequina-3-galato e (-)-epigalocatequina-3-galato (Extrasynthese); acido
galico, trans-resveratrol, (+)-catequina, (-)-epicatequina e (-)-galocatequina-3-
galato (Sigma); procianidina B4, miricetina-3-glicosideo e quercetina-3-
glucuronideo (provenientes de doagéo); e laricitrina-3-glicosideo (isolado a partir
da casca da uva Petit Verdot (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a).

Além disso, os isbmeros trans de resveratrol e piceido (resveratrol-3-
glucosideo) foram obtidos por meio de sua transformacdo em seus respectivos
isémeros cis utilizando irradiacédo UV (366 nm de luz durante 5 min em ampolas
de quartzo) em solugéo metandlica de 25% dos seus respectivos isbmeros frans.

Além de metil-celulose e sulfato de aménio ((NH4)2S0O4) obtidos da Sigma.

4.3. Producgao das uvas passas

As bagas das uvas BRS Clara (safras 2014, 2015 e 2016) foram
sanitizadas utilizando solugao clorada (0,005% v/v de cloro ativo), lavadas com
agua potavel, secas com papel toalha, pesadas e classificadas por tamanho,
sendo metade delas previamente tratadas com azeite extra virgem, adquirido no
mercado local (agente tensoativo natural, com acidez maxima < 0,50% e indice
de peroxidos < 20,00 meq O2/kg). A proporcao de azeite por quilograma de uva
utilizada e os parametros de secagem estao de acordo com metodologia descrita
por OLIVATI (2016), a saber, 1,43 mL de azeite para cada 1 kg de uva, tendo
sido essa pequena quantidade suficiente para envolver completamente as
bagas.

O experimento de secagem foi conduzido em um secador de leito fixo com
convecgao forgada de ar aquecido, equipado com ventilador centrifugo (motor
de 1.5 CV), velocidade do ar controlada por um inversor de frequéncia (WEG,
CWF10 - Brasil) conectado ao motor do ventilador (60°C e 1,0 m/s). O ar era
aquecido com resisténcias elétricas e um controlador digital micro-processador
(Novus, modelo N440 - Brasil) com um termopar tipo J para controlar a
temperatura do ar. O fluxo de ar incidia paralelamente as amostras, dispostas

sobre bandejas. Concluiu-se o processo apos redugao de 75% da massa inicial
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das bagas, que foi controlada por meio da pesagem das bandejas contendo as
bagas. Para a safra de 2016 foram produzidas somente uvas passadas pré-
tratadas com azeite.

Apos a desidratacdo, uvas passas produzidas em uma mesma batelada
foram homogeneizadas e armazenadas em uma unica embalagem de
polietileno, perfazendo assim uma unidade amostral. Apés armazenadas, as
passas foram deixadas na embalagem fechada por 7 dias, a fim de minimizar as
possiveis diferengas de umidade entre uma bandeja e outra, uma vez que dentro
do mesmo ambiente fechado produtos com conteudo de umidade diferentes
tendem a entrar em equilibrio, e ficar, portanto, com um conteudo final de agua
similar. As uvas passas produzidas foram armazenadas sob congelamento até
o momento das analises, exceto para a safra de 2016, onde metade das uvas
passas produzidas foi armazenada sob resfriamento para a producédo de

drageados de uva passa com chocolate.

4.4. Drageamento das uvas passas com chocolate

Para a produgao dos drageados de chocolate meio amargo utilizando as
passas como nucleo natural utilizou-se as passas produzidas com as uvas BRS
Clara provenientes da safra de 2016 que foram submetidas ao pré-tratamento
com azeite. Para a producdo dos drageados, primeiramente, as uvas passas
necessitavam ser seladas, evitando e/ou retardando a migragéo de umidade do
nucleo para a chocolate, tornar a superficie do centro mais lisa e uniforme,
melhorar a aderéncia da cobertura ao nucleo e, consequentemente reduzir o
fendmeno de aglomeragao durante o drageamento.

Para tanto, primeiramente, foi adicionado manualmente as uvas passas
(BRS Clara com azeite — safra 2016) duas porgdes (15 mL) alternadas de
solucao de selagem (goma arabica; agua; 4:6 m/m), com 50 a 70 g de p6 de
secagem (cacau em po puro). As uvas passas foram entdo dispostas em
bandejas rasas e mantidas em repouso por 24 horas, em ambiente seco, para
sua secagem.

Apos a etapa de selagem, as uvas passas foram recobertas com
chocolate meio amargo, previamente fundido a 40-45°C em banho maria. Este
procedimento foi realizado em uma drageadeira, onde aproximadamente

porcoes (25 g) de chocolate fundido foram despejadas manualmente sobre as
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uvas passas e misturados na drageadeira até que todas estivessem recobertas
e o chocolate adicionado seco. O numero de por¢des de chocolate adicionado
foi padronizado em fungdo da formagdo de uma camada de chocolate lisa e
uniforme que proporcionasse, sendo as aplicacbes das camadas de chocolate
feitas até que fosse atingido um ganho de massa entre 90% e 100%.

Apo6s o drageamento, os drageados de uvas passas com chocolate,
produzidos em uma mesma batelada, foram homogeneizados e armazenados
em uma unica embalagem de polietileno, perfazendo assim uma unidade
amostral. Metade das uvas passas produzidas foram armazenadas sob
congelamento (-18 °C) até o momento das analises e, a outra metade foi

armazenada sob resfriamento (£10 °C) até o momento da analise sensorial.

4.5. Caracterizagao fisico-quimica das uvas in natura, uvas passas e
drageados produzidos

Para realizacao da caracterizagao fisico-quimica das uvas e das passas
produzidas foram realizadas as seguintes analises, em triplicata, de acordo com
as normas preconizadas pela AOAC, (2005): umidade, por método
termogravimétrico; SS, por refratometria com resultados expressos em °Brix a
25 °C (apenas para as uvas in natura); pH, medido diretamente em peagametro;
e, AT, com resultados expressos em g de acido tartarico por 100 g de amostra.
Além disso, foram determinadas o tamanho das uvas in natura, passas e

drageados (comprimento x largura, cm) e a massa (g).

4.6. Determinagdo da composigao fendlica detalhada das uvas in natura,

uvas passas e drageados por HPLC-DAD-ESI-EM"

4.6.1. Preparo dos extratos fendlicos

Para a determinacdo da composicdo fendlica detalhada das uvas in
natura, uvas passas e drageados realizou-se primeiramente a extracdo dos
compostos de interesse utilizando as seguintes metodologias:

Para as uvas in natura, cada 100 g de amostra foram homogeneizadas,
com o auxilio de mixer, com 100 mL de solugédo extratora (metanol e acido
férmico na proporcdo de 98,5: 1,5, v/v) para a primeira extracdo. Apds a

homogeneizagéo, as solugbes contendo as amostras foram mantidas em banho
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ultrassénico por 10 min e, centrifugadas (Modelo CR-G111 series, Hitachi) a
9400 G por 5°C durante 10 min para separagdao dos sobrenadantes. Estes
sobrenadantes foram reservados sob refrigeracao (£7 °C), e com os respectivos
precipitados realizou-se duas subsequentes extracdes com 50 mL de solugao
extratora contendo metanol, agua e acido férmico (50:48,5:1,5, v/v/v),
respectivamente, até completa extracdo dos compostos de interesse. Os
sobrenadantes obtidos de todas as extracdes referentes a cada amostra foram
unidos perfazendo um unico extrato fendlico que foi utilizado para determinagao
das analises propostas (LAGO-VANZELA et al., 2011a, 2011b).

Para as uvas passas, cada 10 g de amostra foram homogeneizadas, com
o auxilio de mixer, com 25mL de solugdo extratora (metanol, agua e acido
férmico na proporgéo de 50: 48,5: 1,5, (v/v)). Essa alteragdo na proporcéo de
solugdo extratora para gramas de produto em comparagdo com a uva in natura
leva em conta a redugcdo da umidade durante o processo de secagem. Apds a
homogeneizagao, as solugdes contendo as amostras foram mantidas em sonda
ultrassénico por 3 min e, centrifugadas (Modelo Avanti — J-26 XP, Beckman
Coulter) a 9400 g por 5°C durante 10 min para separacado dos sobrenadantes.
Estes sobrenadantes foram reservados sob refrigeragcao (x7 °C), e com os
respectivos precipitados realizou-se trés subsequentes extragdes com 25 mL da
mesma solucdo extratora, até completa extracdo dos compostos de interesse.
Os sobrenadantes obtidos de todas as extracdes referentes a cada amostra
foram unidos perfazendo um unico extrato fendlico que foi utilizado para
determinacao das analises propostas (OLIVATI et al., 2019).

Para os drageados de chocolate com uvas passas, primeiramente
realizou-se a trituracdo das amostras de drageados em um moinho (Modelo A10
basic, IKA®) com adicao de CO:2 sdlido, até que fosse obtido um pd, como
mostrado na Figura 15. Os extratos fendlicos foram entao produzidos a partir de
por¢cdes de 10 g de drageados seguindo os mesmos procedimentos descritos
para as uvas passas. Apos a obtengao dos extratos fendlicos dos drageados,
eles foram desengordurados por meio de uma extragao liquido-liquido (Figura
16) com hexano na proporg¢ao de 10 mL de hexano para cada 25 mL de extrato
engordurado.



63

Figura 15 - Preparo e homogeneizagdo das amostras de drageados: amostras
de drageados sem triturar com CO:2 sdélido (A) e amostras de drageados

trituradas e homogeneizadas (B).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura 16 - Separagao bifasica para desengorduramento do extrato fendlico dos

drageados.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A mistura extrato-hexano foi submetida a banho de ultrassom (25°C por 5
min), e as fases separadas por centrifugacdo 4°C, 5640 g por 3 min). Esse
procedimento foi realizado outras trés vezes com a parte inferior da solugao
bifasica, a fim de garantir o desengorduramento total do extrato. Cada extrato
obtido das amostras (uvas in natura, uvas passas e drageados) produzido foi
rotoevaporado (Modelo Hei-Vap Advantage, Heidolph) a 37°C para a eliminagéo
do metanol e padronizagao do volume até 50 mL, acondicionado em frascos de
vidro ambar. As analises dos compostos fendlicos foram realizadas utilizando
HPLC-DAD-ESI-MS/MS, de acordo com metodologia descrita por Rebello et al.
(2013), no Laboratério de Investigacion em Enologia da Universidade de Castilla
La-Mancha - UCLM (Ciudad Real, Espanha).
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4.6.2. Identificagdo e quantificagdo dos flavonodis e derivados do acido
hidoxicindmico

Para a identificacdo e quantificacdo destes compostos presentes nas
amostras foi utilizado sistema cromatografico composto por cromatografo Agilent
1100 Series (Agilent) equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) (Modelo
G1315B, Agilent), acoplado a um espectrdbmetro de massas com analisador de
massas de armadilha de ions LC/MSD Trap VL (G2445C VL) e sistema de
ionizagao por eletronebulizagdo (ESI-MS"). Utilizou-se coluna cromatografica de
fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm; tamanho de particula de
3,5 um, Agilent, Alemanha) termostatizada a 40 °C, com uma taxa de fluxo de
0,19 mL por min.

Para a determinacdo do perfil qualitativo e quantitativo de flavondis e
derivados do acido hidroxicinamico, aliquotas dos extratos liofilizados obtidos
das amostras foram ressuspensas em solugao aquosa contendo 20% de metanol
e, diretamente, injetados (20 L), apdés acondicionamento em vial
cromatografico. Os solventes (Sol.) utilizados na fase movel para analise destes
compostos foram: Sol. A, acetonitrila/agua/acido férmico, 3:88,5:8,5, v/v/v; e, Sol.
B, acetonitrila/agua/acido férmico, 50:41,5:8,5, v/iv/v; e, Sol. C,
metanol/agua/acido férmico, 90:1,5:8,5, v/v/v. O gradiente linear dos solventes
€: zero min, 98% A e 2% B; 8 min, 96% A € 4% B; 37 min, 70% A, 17% B e 13%
C; 51 min, 50% A, 30% B e 20% C; 51,5 min, 30% A, 40% B e 30% C; 56 min,
50% B e 50% C; 57 min, 50% B e 50% C; e, 64 min, 98% de A e 2% de B.

Para a identificagdo dos compostos foi utilizado um analisador de massas
de armadilha de ions (ion trap) ESI-MS/MS, no modo negativo, de acordo com
0s seguintes parametros descritos por Rebello et al. (2013): gas de secagem,
N2, 8 L/min; temperatura de secagem, 325°C; nebulizador, N2, 50 psi; parametros
de ionizagdo e fragmentagdo foram otimizados através da infusdo direta de
solugdes padrao apropriadas (quercetina-3-glicosideo, acido caftarico e
resveratrol-3-glicosideo no modo de ionizagado negativo, respectivamente, para
flavondis, derivados hidroxicinamicos e estilbenos). A identificagao foi baseada,
principalmente, nos dados de espectroscopicos (UV-vis e MS/MS) obtidos de
padrdes originais ou descobertas anteriores (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009b;
LAGO-VANZELA et al., 2011a, 2011b; REBELLO et al., 2013a). Para

quantificacédo, os cromatogramas-DAD foram extraidos a 360 nm (flavondis) e a
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320 nm (derivados do acido hidroxicindmico e formas do resveratrol). As analises
foram realizadas em triplicata.

O calculo dos perfis molares referentes a cada composto identificado e a
determinacdo da concentragdo total das principais classes de compostos (em
mg do padrao equivalente por kg de uva) foram realizados da seguinte forma:

o Derivados dos acidos hidroxicindmicos: os perfis molares foram baseados

nas areas cromatograficas, ja que € utilizado um unico padrdo (mais
representativo de cada familia de compostos fendlicos) para as determinagdes
das concentragdes totais de derivados do acido hidroxicinamico (incluido o
GRP), baseadas nas curvas de calibragao construidas com o padréo acido frans-
caftarico;

o Flavondis: como ha padrbes para quase todos os compostos
identificados, os perfis molares foram baseados nas concentragées molares dos
compostos disponiveis (quercetina, kaempferol, isoramnetina, miricetina,
siringetina, laricitrina, os 3-glicosideos de miricetina, quercetina, kaempferol e
isoramnetina, o 3-galactosideo de quercetina, 3-glucuronideos de quercetina,
kaempferol, laricitrina e isoramnetina, 3-rutinosideos de quercetina e de
kaempferol). Quando o padréao nao esta disponivel, o perfil molar foi baseado na
concentragcao molar do composto mais similar. A concentragao total de flavonéis

foi baseada na curva de calibragdo construida com quercetina-3-glicosideo;

4.6.3. Flavan-3-6is mondémeros e dimeros, proantocianidinas (taninos
condensados) e estilbenos

A identificagao e quantificacao destes compostos presentes nas amostras
foi realizada utilizando sistema cromatografico composto por cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series (Agilent) acoplado a um analisador
de massas do tipo hibrido quadrupolo-armadilha linear de ions (AB Sciex 3200
QTRAP, Applied Biosystems) por sistema de ionizagao por eletronebulizagao
(ESI-MS") e sistema de espectroscopia de massas em Monitoramento de
Reacgdes Multiplas (MRM). Utilizou-se coluna cromatografica de fase reversa
Ascentis C18 (150 x 4,6 mm; tamanho de particula 2;7 um; Sulpeco,
termostatizada & 16 °C (PEREZ-NAVARRO et al., 2019).

Para a analise dos flavan-3-6is mondmeros, procianidinas dimeras do tipo

B e proantocianidinas poliméricas e estilbenos, primeiramente, aliquotas de 2 mL
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de cada extrato (in natura, uvas passas e drageados) foram homogeneizados
com 12 mL de agua para possibilitar a realizagao de extragdo em fase sélida com
cartucho SPE-C18 (Waters® Sep-Pak Plus, 820 mg de adsorvente), que foi
previamente condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de agua.

Apos a eluicdo de cada amostra, em triplicata, pelo cartucho, este foi seco
sob pressao reduzida e, 15 mL de metanol seguido de 5 mL de acetato de etila
foram eluidos para recuperar os compostos fendlicos de interesse adsorvidos. O
eluato foi recolhido, o solvente evaporado com o auxilio de rotoevaporador
(35°C) (Modelo Hei-Vap Advantage, Heidolph Research Made Easy) e, o residuo
dissolvido em metanol (2 mL).

Cada 0,30 mL dos extratos em metanol, foi diluido com 1,50 mL de
solugdo contendo agua e acido férmico (98,5:1,5, v/v) diretamente em vial
cromatografico e injetado (30 pL) na coluna cromatografica, tendo sido possivel
a identificacdo de flavan-3-6is monémeros (C, EC, GC, EGC, CG, ECG, GCG,
EGCG), alguns dimeros como as proantocianidinas tipo B (PB1, PB2 e PB4) e
estilbenos (cis- e trans- piceido).

A informacéao estrutural das proantocianidinas foi obtida pelo método de
despolimerizagao por catalise acida induzida por pirogalol (BORDIGA et al.,
2009). Para tanto, 0,30 mL da solugao de pirogalol (composta por 100 g/L de
pirogalol e 20 g/L de acido ascorbico em solugdo metandlica contendo HCL 0,3
N) foi adicionado de 0,30 mL de cada extrato, previamente submetido a extragcao
em fase sdlida e, entdo a mistura foi mantida a 30°C por 40 min. Apds finalizada
a reacao foram adicionados a cada mistura 1,20 mL de acetado de sédio 67 mM,
sendo entdo as amostras preparadas para etapa de injegdo no cromatografo.

As amostras (antes e depois da reacdo de despolimerizagao por catalise-
acida) foram injetadas (30 pL) no cromatografo utilizando a seguinte fase movel:
Sol. A, agua/metanol/acido férmico, 97:2:1, v/v/v; Sol. B, metanol. O gradiente
linear do solvente B foi: zero min, 5%; 2 min, 5%; 25 min, 30%; 40 min, 55%; 50
min, 65%; 55 min, 95%; 65 min, 95%; 70 min, 5%; e, 80 min, 5%.

Para a identificacdo dos compostos citados foi utilizado sistema de
varredura EIS-MS/MS operado no modo de ionizagcado negativo, sendo utilizado
uma combinagao de experimentos de -EMS (referentes aos ions moleculares,
condigdes MS) e de -EPI (referentes aos ions produtos, condigbes MS/MS). Para

a quantificacdo destes compostos foi utilizado um analisador de varredura por
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monitoramento de reag¢des multiplas (MRM), onde junto com os padrdes
disponiveis, foi possivel identificar os flavan-3-6is monémeros (C, EC, GC, EGC,
CG, ECG, GCG, EGCQG) e alguns dimeros (proantocianidinas tipo B, como PB1,
PB2 e PB4), tal como descrito por Rebello et al. (2013). As condi¢des do
analisador de massas para ambos os tipos de varredura empregados foram
similares as relatadas por Rebello et al. (2013).

Para a identificacdo e quantificacdo dos diversos flavan-3-6is, foram
utilizados os seguintes padrdes: de mondémeros, (+)-catequina, (—)-epicatequina,
(-)-epigalocatequina, (-)-galocatequina, (-)-catequina-3-galato, e (-)-
epicatequina-3-galato e, de dimeros, procianidinas B1, B2 e B4. A (+)-catequina
foi utilizada como padrdo externo. Obtém-se, primeiramente, os fatores de
resposta de cada um dos compostos anteriores com relagdo ao padrao de
catequina, por injecdo conjunta; depois, em cada série de analises, o padréo
externo de catequina foi injetado no inicio e final de cada série para realizar a
corregao de desvios que se produzem dependendo do nivel de resposta do
detector de massas. A concentracio total de proantocianidinas poliméricas foi
expressa como equivalentes de (+)-catequina e também foi investigada as
caracteristicas estruturais dos principais tipos de flavan-3-6is presentes nas

amostras, obtidos apds a realizagao dos seguintes calculos:

Grau médio de polimerizagao (mDP), por meio da equagéao 1:

DP — Unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM) E 01
e unidades terminais (mM) (Equagdo 1)

Porcentagem de galoilagao, por meio da equagao 2:
% galoilagao
¥ galatos em unidades terminais e de extensao

= 100 E 50 2
* Unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM) (Equagdo 2)

sendo que para esta porcentagem contribuem todas as unidades integrantes das
proantocianidinas (como unidades de extensdo e terminais) que contém uma
ligagao éster 3-galato, que englobam os compostos (—)-catequina-3-galato (CG)

e (-)-epicatequina-3-galato (ECG).
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Somatorio das unidades de extensao, por meio da equacgao 3:

Unidades de extensdo = X monoméricas pirogaloiladas (Equacgio 3)

Somatorio das unidades terminais, por meio da equacao 4:
Unidades terminais
= X monbmeros apds a reagao

— Xmondmeros iniciais (Equacio 4)

Porcentagens de unidades terminais e de extensdo apresentadas por tipo

de flavan-3-0is, por meio das equacoes 5 e 6:

% unidade terminal N = 100 unidade terminal (N)(mM) g 20 5
o unidade terminat i = X S unidades terminais (mM) (Equacdo 5)

% unidade extensao P

unidade de extensdo (P)(mM)
X3 unidades de extensao (mM)

= 100 (Equacao 6)

podendo as unidades de extensao e/ou terminais serem expressas em funcao
dos seguintes flavan-3-6is: ((+)-catequina) (C), (-)-catequina-3-galato (CG), (-)-
catequina-3-galato (EC), (-)-galocatequina (GC), (-)-epicatequina-3-galato
(ECG) e (-)-epigalocatequina (EGC). Sendo N, as derivagdes de C, EC, GC,
EGC, CG ou ECG para as unidades terminais; e P, as derivagdes de C, EC, GC,

EGC e CG para as de extensao.

Porcentagem de prodelfinidinas, por meio da equacéao 7:
% prodelfinidinas
Y (GC + EGC + EGCG)terminais e de extensio

= 100 E 50 7
* Unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM) (Equagio 7)

sendo que para esta porcentagem contribuem todas as unidades integrantes das
proantocianidinas (como unidades de extensao e terminais) que contém um anel
B do tipo trisubstituido, pelo qual denomina-se prodelfinidina, dada em fungao de

que ao despolimerizar-se a proantocianidina, em meio acido, se origina a
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delfinidina. Para estas caracteristicas foram englobados os seguintes

compostos: galocatequina (GC) e (-)-epigalocatequina (EGC).

4.6.4 Quantificagao de proantocianidinas por precipitacdo com metil-celulose

A concentragéo total de proantocianidinas foi determinada pelo método de
precipitacdo com metil celulose (SARNECKIS et al., 2006). A metil celulose, que
€ um polimero, ao contrario das proteinas usadas em outros métodos baseados
na precipitacdo de taninos, ndo absorvem a 280 nm e, portanto, n&o interfere na
medida. Os compostos fendlicos presentes nas amostras foram medidos a 280
nm antes e depois da precipitagdo das proantocianidinas ao unir-se com a metil-
celulose adicionada. A diferenca de absorvancia se correlaciona com a
concentracdo de proantocianidinas, expressa em equivalentes de (-)-

epicatequina, que se emprega como padrao de quantificagao externo.

4.6.5 Calculos das concentracgdes e retengcdes de compostos fendlicos

As concentragdes obtidas da analise cromatografica sdo em mg/L dos
extratos referentes a cada amostra injetada no cromatografo. Os respectivos
extratos s&o resultado de varias etapas que se iniciaram nas uvas in natura e
uvas passas ou drageados. Deste modo, para comparar os resultados obtidos,
foi necessaria realizar uma corregdo para obter os resultados quantitativos
expressos em base seca, como descrito a seguir:

Para extratos liofilizados:

Concentragio (" PW) = conc.emvial x (o) x (52g) < ()
oncentragao Kg de produto = Lonc.emvia FC ESE PP

Onde,

FW — concentragdo em base umida;

Conc. em vial — Concentragdo em mg/L obtida para a amostra;

FC — fator de concentragdo (se necessario);

V — volume do extrato ressuspendido (L);

ESE — massa (Kg) do extrato liofilizado utilizado para ressuspenséo;

ESO — massa total (Kg) do extrato liofilizado obtido;
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PP — massa de produto (Kg) utilizada para produzir o extrato (uva in natura,

passas ou drageado).

Para extratos sem liofilizar:

myg

1 %4
FW) = Conc.em vial X (—) X ( )

Concentracgao ( e PP

Kg de produto

Onde,

FW — concentracdo em base umida;

Conc. em vial — Concentragdo em mg/L obtida para a amostra;

FC — fator de concentragdo (se necessario);

V — volume do extrato (L) ;

PP — massa do produto (kg) utilizada para produzir o extrato (uva in natura,

passas ou drageado).

Para possibilitar a comparacao entre os valores obtidos entre as uvas in
natura com as uvas passas, e entre as uvas passas e 0s drageados, foi realizada
a transformacao da concentracdo em mg/kg de produto de base umida (FW) para

base seca (DW), conforme os calculos descritos abaixo.

C traca (ngW>—C traca (mgFW)x<
oncentragao Kg = Concentracgao Kg

% SA)
Onde,

DW - concentragdo em base seca;

FW — concentracdo em base umida;

%SA - % solidos amostra = 1 — % umidade da amostra.

A retencdo de compostos fendlicos das uvas passas foi calculada pela
seguinte equacao (MURPHY; CRINER; GRAY, 1975):

(Concentracao composto fenélico na uva passa) X PUP

%Retencao = - -
° ¢ (Concentragao composto fenolico na uva in natura) X PUV

Onde,
Concentragdo composto fendlico na uva passa em (mg/Kg de uva passa FW);

Concentragdo composto fenolico na uva in natura em (mg/Kg de uva FW);
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PUP — massa de uva passa total produzida em kg;

PUF — massa total de uva fresca utilizada para produzir as uvas passas em kg.

4.7. Analise sensorial dos drageados de chocolate com uva passa

Para realizagédo da analise sensorial dos drageados produzidos, o projeto
(CAAE n° 72414717.1.0000.5466) foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto,
de acordo com Conselho Nacional de Saude, Resolucdo 466/2012 (BRASIL,
2012) e Resolugao 510/2016 (BRASIL, 2016).

Os testes sensoriais foram realizados no Laboratério de Analise Sensorial,
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto. Os avaliadores foram
recrutados dentre os alunos de graduagao, pos-graduagao e funcionarios do
referido Instituto. Todos os avaliadores preencheram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) em duas vias, sendo que uma

via ficou sob a responsabilidade do pesquisador.

4.7.1. Levantamento de termos para construcio da ficha sensorial

Cinco avaliadores, com vasta experiéncia em analise descritiva, avaliaram
a adequacao dos descritores apresentados (uma lista prévia com termos
levantados de acordo a literatura para estudos similares com produtos de fruta
desidratados e/ou produtos que continham chocolate, APENDICE B) para
descrever o drageado a ser avaliado pelos consumidores pelo método de RATA.
Posteriormente, foi contada a frequéncia dos descritores e os de maior
frequéncia e de consenso com a equipe foram incluidos na ficha de avaliagao
final. A ficha de cada avaliador foi identificada por numero a fim de manter o sigilo

do mesmo.

4.7.2. Avaliagao sensorial final
As analises sensoriais foram realizadas em cabines individuais, luz branca

e temperatura de 22 °C. Em uma mesma sessao sensorial, o avaliador
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primeiramente realizou a aceitacdo global do drageado e posteriormente a
analise descritiva RATA do produto.

Antes da aplicagdo do teste de aceitacédo e da analise descritiva do
produto, foi entregue um questionario de caracterizagdo a cada avaliador
(APENDICE C), com questdes sobre idade, sexo, grau de escolaridade, grau de
gostar/desgostar e frequéncia de consumo em relagdo uva passa e chocolate
amargo.

Os critérios de exclusédo foram aplicados aos avaliadores que alegaram
serem portadores de alguma patologia relacionada a ingestdo de certos tipos
alimentos, tais como como diabetes, hipertensao, intolerancia e/ou alergia a
lactose ou algum dos ingredientes dos produtos (uva, chocolate, cacau e/ou
goma acacia), e avaliadores que declararam desgostar (nota < 5) de uva passa
e chocolate meio amargo, e que tinham frequéncia de consumo de uva passa ou
chocolate meio amargo inferior a mensal (nota < 1). No total foram recrutados 49
avaliadores (consumidores) para o teste de aceitagao global do produto e analise
descritiva pelo método RATA do produto.

Para realizagao do teste de aceitagao foi entregue aos consumidores uma
amostra de drageado, codificada por numero de trés digitos. A avaliacdo da
aceitagao do drageado de uva passa com chocolate foi realizada por meio de
escala heddnica estruturada de nove pontos (APENDICE D). Ja para a
realizacdo da analise descritiva (RATA) foi entregue aos consumidores duas
amostras de drageado, codificada por numero de trés digitos, juntamente a um
copo de agua em temperatura ambiente para que os consumidores pudessem
lavar a boca entre as amostras com a finalidade de eliminar residuos, juntamente
com a ficha de avaliagdo. Os consumidores foram instruidos a classificar a
intensidade de cada um dos descritores sensoriais presentes na ficha sensorial
(APENDICE E) de acordo com a escala estruturada de intensidade apresentada
(0 — ndo aplicavel; 1 — pouco aplicavel; 5- muito aplicavel). As amostras foram
avaliadas e descritas quanto aos atributos de aparéncia, odor, gosto, sabor e
textura, além dos termos heddnicos. Os termos apresentados nas fichas de

avaliagao encontravam-se aleatorizados dentro de cada atributo avaliado.
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4.8. Analise Estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas das uvas in natura e das uvas
passas, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparacao de
meédia pelo teste de Student-Newman-Keulsa, com nivel de significante de 5%
(a =0,05)

Os resultados das analises fisico-quimicas dos drageados, foram
submetidos ao teste t para amostras independentes com nivel de significancia
de 5% (a = 0,05) para comparagao das médias.

Todos os resultados das analises cromatograficas (flavondis, DAHC,
estilbenos, flavan-3-6is e proantocianidinas) para todas as amostras (uvas in
natura, passas e drageados) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e comparacao de média pelo teste de Student-Newman-Keulsa, com nivel de
significancia de 5% (a = 0,05)

Uma analise de componentes principais (PCA) foi empregada, com os
resultados cromatograficos dos drageados, visando identificar compostos, com
base no perfil qualitativo e quantitativo dos compostos fendlicos, que diferenciem
as amostras estudadas entre si. Para a construgao dos graficos foram escolhidos
os CPs que permitiram uma melhor separacgao entre as amostras. No texto serao
consideradas as variaveis (compostos fendlicos de cada classe quimica, bem
como as concentragdes totais referentes a cada classe) mais correlacionadas
com cada componente principal (CP) (“loadings” em “Rotated Component Matrix”
> 0,80). Portanto, apés o nome do composto fendlico foi descrito em parénteses
sua sigla seguida pelo valor de “loadings”.

A andlise de correlagao linear de Pearson foi realizada entre os resultados
das anadlises sensoriais, considerando-se nivel de significancia de p < 0,05 e
correlagao r 2 0,289. Todas as analises foram realizadas empregando o software
IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc., IBM)



74

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Uva passa de BRS Clara com e sem pré-tratamento com azeite

As uvas da cultivar BRS Clara, das trés safras estudadas, foram
previamente caracterizadas fisica e quimicamente e classificadas por tamanho
a fim de permitir uma secagem mais uniforme e um melhor controle do processo.
As passas obtidas a partir destas uvas, sem e com pré-tratamento com AOEV,
também foram caracterizadas fisica e quimicamente (Tabela 1). Na Figura 17
esta apresentada fotos ilustrativas de uma das safras no qual foram produzidas

as passas com e sem pré-tratamento com AOEV.

Figura 17 - Uvas passas de BRS Clara sem (A) e com (B) pré-tratamento com
AOEV.

PASSAS SEM PRE-TRATAMENTO  PASSAS COM PRE-TRATAMENTO

Fonte: elaborada pela autora, 2017.

A avaliacado dos parametros fisicos e quimicos das uvas, bem como das
passas produzidas sdo de grande importancia pois envolvem atributos
intrinsecos altamente associados as expectativas de qualidade dos
consumidores e a escolha de comprar um produto. Dentre os parametros de
qualidade, exigidos para as uvas que se destinem a producao de passas, pode-
se destacar tamanho, cor uniforme, textura carnosa e macia, alto teor de SS e
sabor agradavel (COSTA et al., 2015; SOUZA et al., 2015b).
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas para as uvas in natura e passas de BRS Clara (média* + desvio padr&o, n=3).

Determinagoes
i BRS Clara - in natura
fisicas e

Sem azeite

Uva passa - BRS Clara

Com azeite

quimicas 2014 2015 2016

2016 2014

2015 2016

Comprimento’ (2,33ab +0,08) (2,37ab+0,15) (2,52a £ 0,06)
Largura 2 (1,50a+0,23) (1,67a+0,19) (1,46a+0,20)

(1,70c + 0,35)
(1,07b + 0,21)

(1,90bc + 0,28)
(1,06b + 0,08)

(2,17abc £ 0,10)  (1,82c + 0,08)
(1,07b +£0,08)  (1,08b % 0,03)

(1,97bc £ 0,28)  (2,13abc + 0,14)

(0,98b +0,08)  (1,18b +0,13)

Massa (g)' 3,75b £ 0,69 4,58a + 0,63 3,04c + 0,24 0,85d + 0,28 0,91d £ 0,13 1,10d + 0,08 0,86d + 0,09 1,07d + 0,05 1,13d £ 0,18
SS (°Brix) 22,97a+0,06 17,90c+0,36  19,03b + 0,06 - - - -
pH 3,68c + 0,11 3,88ab + 0,02 3,10e £ 0,04 3,76¢c + 0,11 3,89ab + 0,08 3,38d £ 0,05 3,77bc + 0,01 3,92a + 0,02 3,40d + 0,04

Acidez Total ® 0,64d + 0,01 0,59d + 0,06 0,32e + 0,02
Umidade % 74,790 £ 0,07 80,08a+0,54 74,39b £ 0,07

2,06b = 0,07
12,15f + 0,39

2,27a+0,09
18,02c + 0,60

2,20ab £ 0,05 1,89¢c + 0,07
12,15f + 0,39 13,23e + 0,38

2,14ab £ 0,12 2,12b £ 0,03
16,42d + 0,54 13,23e £ 0,38

Abreviagdes: C, comprimento; L, largura; cm, centimetros; g, gramas; SS, sélidos soluveis. 2 Medida do maior eixo da uva. *Medida do menor eixo da uva. *Acidez Total (AT)
em g acido tartarico/100g de produto. 4 a, b, c, d, e, f: letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam que as amostras de uva in natura e passas sem e com azeite
diferem estatisticamente (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0,05). Fonte: elaborada pela autora (2020).
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O tamanho e a massa das uvas podem influenciar diretamente no tempo
de secagem, sendo que bagas grandes tornam o processo de elaboragao mais
oneroso e influenciam também na aparéncia (KHIARI; ZEMNI; MIHOUBI, 2019).
No presente estudo, as bagas das uvas in natura apresentaram comprimento
entre 2,3 e 2,5 cm, largura entre 1,5 e 1,7 cm e massa entre 3,0 e 4,6 g, sendo
que as da safra de 2016 foram a de menor valor e as da safra de 2015 a de maior
valor.

Os SS sdo uma das mais relevantes do ponto de vista das industrias
processadoras, pois mede, indiretamente, o teor de agucares da fruta (SANTOS
et al., 2011). Os resultados de SS encontrados, para as safras de 2015 e 2016,
das uvas in natura de BRS Clara encontram-se dentro do ideal recomendado
para a colheita de acordo com Camargo et al. (2003), que é entre 18 e 19°Brix,
enquanto a safra 2014 alcancgou valores superiores a faixa descrita, o que
caracteriza-se como um ponto positivo quando deseja-se produzir passas.

Quanto a AT para as uvas in natura, os valores apresentados neste estudo
para as safras de BRS Clara (0,3 a 0,6 g de acido tartarico por 100g) séo
relativamente proximos aos encontrados na literatura, tal como para BRS Clara
e BRS Morena, 0,5 e 0,6, respectivamente (LAGO-VANZELA et al., 2011a), BRS
Clara, BRS Linda, BRS Morena, Sele¢cao 08, Crimson, na faixa de 0,4 a 0,7
(MASCARENHAS et al., 2012), e BRS Morena (0,66) (OLIVATI et al., 2019). A
excegao é referente a safra de BRS Clara — 2016, o qual apresentou valores de
AT abaixo dos valores descritos na literatura.

Por fim, os valores de umidade para as uvas in natura de BRS Clara
(74,39 a 80,08%) encontraram-se dentro da faixa de umidade (77 a 87%)
relatada por Mascarenhas et al. (2012) para cultivares hibridas BRS Clara, BRS
Linda, BRS Morena, Selecao 08 e Crimson.

Para a producdo das passas, o conhecimento das caracteristicas
intrinsecas da uva (tamanho e massa, umidade e teor de SS) sdo de extrema
importancia: a umidade e o tamanho das bagas, porque quanto maior for sua
umidade e tamanho, mais tempo levara para atingir a perda de agua desejada
durante o processo de desidratacdo; teor de SS, porque as diferentes
substancias presentes na baga e dosadas como SS apresentam relagdes

diversas com a agua que, por sua vez, irao influenciar na transferéncia de agua.
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Além disso, no presente estudo deve-se ressaltar outra caracteristica
intrinseca das uvas que é a cuticula que envolve a baga. Segundo Fasoli et al.
(2016), a espessura e a composi¢ao da cuticula podem ser afetadas por fatores
ambientais, como umidade relativa, umidade do solo, radiagao UV, temperatura,
entre outros. Triveli et al. (2019) ressaltaram que a composi¢cao da cera contida
na cuticula afeta mais a taxa de transpiracdo da agua da fruta do que a sua
espessura e, por conseguinte, na sua desidratagdo. A presenca de alcanos e
aldeidos de cadeia longa encontrados na cera epicuticular, aumentam a
impermeabilidade da agua nas cuticulas de frutas, enquanto triterpendides,
compostos majoritarios presentes tém efeitos opostos.

Sabendo que a solubilidade de compostos organicos em solventes polares
ou apolares, esta relacionada com a polaridade do soluto e do solvente em
questao (MARTINS; LOPES; DE ANDRADE, 2013), o processo de solubilizacédo
da cera epicuticular da uva pelo azeite pode estar diretamente relacionado com
a solubilidade das substancias organicas que os compde. Deste modo,
reforcando o fato de que a camada de cera epicuticular da uva é
majoritariamente composta por acido oleandlico (SANTOS et al., 2011),
composto lipossoluvel, é possivel inferir que o azeite de oliva pode, em algum
grau, modificar a estrutura/organizagdo da camada de cera, aumentando assim
sua permeabilidade ao vapor d’agua e consequentemente a taxa de secagem
das uvas estudadas.

No presente estudo nao foram testadas quantidades diferentes de azeite
de oliva extra virgem como pré-tratamento da uva BRS Clara, porém, a
quantidade empregada no processo foi baseada em trabalho anterior no qual os
resultados desse pré-tratamento para a produgdo das passas mostraram
resultados promissores (OLIVATI et al., 2019). Para as uvas passas produzidas
a partir das trés safras, os grupos controle (sem pré-tratamento) apresentaram
tempo total de secagem superior quando comparado as passas produzidas com

uvas preé-tratadas com AOEV (Figura 18).



78

Figura 18 — Tempo total de secagem para uvas com (CRO) e sem pré-
tratamento (CRC) com AOEV para as safras de 2014 (CRO14 e CRC14), 2015
(CRO15 e CRC15) e 2016 (CRO16 e CRC16).
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Fonte: elaborada pela autora (2020).

Os maiores tempos de desidratacdo apresentados na safra de 2016
quando comparado aos tempos gastos nas safras de 2014 e 2015 estéo
relacionadas as variagdes climaticas no dia da desidratagao para cada safra. O
lote proveniente da primeira safra (2014 — Jales, Sdo Paulo) foi desidratado no
més de agosto, com a umidade relativa do ar e temperatura meédia de 62% * 6%
e 28°C enquanto que os lotes de 2015 e 2016, provenientes de Marialva, Parana,
foram desidratados nos meses de abril e dezembro, respectivamente, com as
umidades relativas do ar e temperaturas médias de 86% + 5% e 25 °C, para a
safra de 2015 e 80% £ 2% e 29 °C para a safra de 2016 (WORLD WEATHER
ONLINE, 2020).

Independentemente das variagdes citadas durante o processo, o ponto
comum entre as secagens foi o critério de finalizagdo do processo de
desidratacdo, no qual adotou-se um critério fixo de 75% de perda da massa
inicial das bagas de uvas submetidas ao processo de desidratagdo. A partir de
entdo, houve a comparagao dos tempos de secagem entre as uvas sem e com

pré-tratamento com azeite extra virgem. Devido a este controle cuidadoso, os
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rendimentos das passas produzidas, englobando as trés safras e as uvas pré-
tratadas ou ndo, foram na faixa entre 22% e 25%.

Como base de comparagao dos resultados obtidos com os da literatura
pode-se citar o estudo realizado por Martineli et al. (2018). Os autores relataram
que apo6s produzir passas a partir das uvas Benitaka, BRS Vitoria e Niagara
utilizando secagem convectiva com ar aquecido a 70 °C, foram gastos 32 horas
para as primeiras duas uvas e 24 horas para a BRS Vitéria. No entanto, para
melhorar o processo de desidratagdo da uva Niagara os autores optaram por
realizar um pré-tratamento das uvas com soluc¢ao de hidréxido de sddio 0,5% por
10 segundos para aceleracdo do processo. As uvas Vitoria e Benitaka
apresentaram apos a desidratacdo um rendimento de processo muito proximo,
de aproximadamente 22% e 21%, valores estes proximos aos obtidos no
presente estudo, enquanto a uva Niagara resultou em rendimento de 38%. Ja
Guiné et al. (2015), apds produzir passas a partir da cultivar apirénica Crimson
por secagem ao sol e secagem convectiva a 50 °C e 60 °C relataram tempos de
secagem de 721, 101 e 47 horas, bem como rendimentos de 27%, 21% e 21%,
respectivamente.

TELIS et al. (2006), na desidratacdo de uvas da cultivar Rubi, mostraram
que o melhor pré-tratamento consistiu na imerséo das uvas por 2 min, em uma
emulsdo de 5% de azeite de oliva e 6% de carbonato de potassio a 50°C
resultando em tempos de secagem préximos aos do pré-tratamento com imersao
em solugao de 2,5% de azeite de oliva. Em comparagdo com as uvas sem
tratamento houve uma reducido de tempo de 53,6%. Os autores apontaram
também que a presencga e a porcentagem de azeite utilizada foi de fundamental
importancia no aumento da taxa de desidratagao, obtendo assim uvas passas
com um menor conteudo de umidade em um mesmo tempo de secagem.

Com o emprego do pré-tratamento das uvas com o AOEV foi possivel
alcangar redugdes nos tempos de desidratacdo de 39%, 34% e 45% para as
safras de 2014, 2015 e 2016. Levando em consideracao que foram utilizados 3
lotes de safras de anos distintos e que a média e o desvio padrao obtidos para
a reducao do tempo com a aplicagao do pré-tratamento com o azeite foi de 39 £
5%, pode-se concluir que o pré-tratamento empregado demonstrou ser efetivo

na aceleracdo do processo de desidratagdo da uva com boa repetibilidade do
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processo. Esses resultados corroboram com os obtidos em estudo anterior
(OLIVATI et al., 2019) onde a secagem da cultivar BRS Morena para a produgéo
de uvas passas obteve uma redugéo no tempo total de secagem, nas mesmas
condicdes utilizadas nesse experimento, de 45%.

Algumas caracteristicas fisicas e quimicas das uvas passas produzidas
foram determinadas (Tabela 1). As passas obtidas a partir das trés safras
apresentaram comprimento entre 1,7 e 2,2 cm, largura entre 1,0 e 1,2 cm e
massa entre 0,8 e 1,1 g. Resultados proximos de comprimento e massa foram
relatados por Ghrairi et al. (2013), apoés determinar as caracteristicas fisico-
quimicas de uvas passas elaboradas com cultivares viniferas (Tunisia, Meski,
Chriha, Assli e Karkni) sem nenhum pré-tratamento ou aditivo, na Tunisia, norte
da Africa, no qual relataram que as passas produzidas apresentaram massa (por
unidade) entre 0,4 e 1,5 g, comprimento entre 1,2 e 1,8 cm e didmetro
aproximado de 0,1 cm.

Ao comparar os resultados obtidos no presente estudo de tamanho
(comprimento x largura) e massa das uvas e uvas passas, € possivel observar
que houve um encolhimento das uvas promovido pela evaporagao da agua
durante o processo de secagem, o que refletiu em diminuigdo dos seus volumes
e, em consequéncia, de suas massas (FRANCISQUETTI, 2017; KHIARI; ZEMNI;
MIHOUBI, 2019). Vale ressaltar que houve redugéao significativa nos valores de
comprimento apenas nas passas que foram produzidas a partir da safra de 2014.
Ja a reducgao da largura foi significativa em todas as safras processadas, e nao
houve diferenga entre as safras analisadas, nem entre os tratamentos de
secagem aplicados. Comportamento similar a este pode ser observado para a
massa das passas. Esse padrao de encolhimento, mais pronunciado no sentido
da largura da baga também foi observado por Francisquetti (2017) apds
producao de passas a partir da variedade Crimson.

A relacédo entre o tamanho e a qualidade das passas depende da sua
aplicabilidade. Quando utilizada como ingredientes, tal como em panetones, séo
preferidas as de menor tamanho enquanto para consumo direto como snacks
associadas ou ndo com outros alimentos como castanhas, por exemplo, existe
uma preferéncia por passas de maior tamanho (SOUZA et al., 2015). No

presente estudo as passas obtidas podem ser consideradas de tamanho
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apropriado para uso como ingrediente em diferenciados produtos, sendo
posteriormente testada como nucleo natural de drageados de chocolate.

Com relagdo a massa das passas € possivel verificar valores entre 0,9 e
1,1 g, respectivamente. Passas produzidas a partir de cultivares viniferas
(Tunisia, Meski, Chriha, Assli e Karkni), produzidas na Tunisia, norte da Africa,
apresentaram massa numa faixa um pouco mais ampla, entre 0,8 e 1,6 g
(GHRAIRI et al., 2013). Pelos resultados de tamanho e massa obtidos para as
passas pode-se considerar que independente da safra ou do emprego ou nao do
pré-tratamento, as passas apresentam caracteristicas de tamanho e massa
muito proximas, mostrando boa uniformidade nos produtos obtidos.

Pelos resultados obtidos (Tabela 1) pode-se observar também que houve
um aumento importante da AT (1,89 a 2,27 g de acido tartarico por 100 g de
amostra) enquanto as alteragdes de pH foram minimas (3,4 a 3,9), quando
comparado com as uvas in natura. No caso da AT, como os acidos organicos,
tal como o acido tartarico, presentes nas uvas néo sao volateis, é esperado que
apo6s a desidratacdo das uvas haja uma concentragdo dos acidos. Resultados
similares foram relatados por Castillo-Mufioz et al. (2007) e Figueiredo-
Gonzalez, Cancho-Grande e Simal-Gandara (2013) apds desidratagao de uvas.
No caso do pH essa relagéo nao é tao simples. A justificativa para o aumento da
acidez juntamente com um ligeiro aumento do pH apds a desidratagdo da uva
deve-se ao fato de que ao se concentrar os acidos organicos outros ions como
o potassio (K+) também sofrem este efeito de concentracao.

Martineli et al. (2018), apos determinar as caracteristicas fisico-quimicas
de passas produzidas a partir das uvas Benitaka, BRS Vitéria e Niagara
utilizando secagem convectiva com ar aquecido a 70 °C e com pré-tratamento
com solugao alcalina apenas para a uva Niagara, os autores relataram que os
produtos apresentaram faixa de pH entre 4,0 e 4,1 e AT entre 0,4 € 0,5 g de
acido tartarico por 100 g de amostra. Ja Ghrairi et al. (2013), apos determinar as
caracteristicas fisico-quimicas de uvas passas elaboradas com cultivares
viniferas (Tunisia, Meski, Chriha, Assli e Karkni), relataram que as passas
produzidas apresentaram pH entre 3,4 e 4,0.

Por fim, as passas produzidas a partir da cultivar BRS Clara apresentaram

valores de umidade entre 12% e 18%. Ghrairi et al. (2013), ap6s determinar a
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umidade de uvas passas elaboradas com cultivares viniferas (Tunisia, Meski,
Chriha, Assli e Karkni), produzidas na Tunisia, norte da Africa, relataram que as
passas produzidas apresentaram valores entre 15 e 25% enquanto que (Al
Askari et al. (2012), apos determinar a umidade de 10 amostras de uvas passas
adquiridas no mercado local de Rabat, Marocos, bem como importadas de
paises como Iran, Turquia, China e india, relataram valores na faixa de 16 a 17%.
Ja passas produzidas com uvas produzidas no Brasil (uvas Benitaka, BRS Vitéria
e Niagara) resultaram em umidades mais baixas, na faixa ente 6 e 9%
(MARTINELI et al., 2018). Estudos ressaltam que a umidade das passas é um
fator importante para estender a vida util e manter a estabilidade microbiolégica
do produto durante a estocagem (AL ASKARI et al., 2012; MARTINELI et al.,
2018).

Os resultados de umidade obtidos no presente estudo para as uvas
passas estdo de acordo com legislagao brasileira e pela resolugao da OIV, que
preconizam que frutas secas devem apresentar umidade inferior a 25%
(BRASIL, 2005b; OIV, 2013). Assim como, esta de acordo com os parametros
internacionais de umidade indicados no CODEX ALIMENTARIUS (2019), o qual
determina que uvas passas sem sementes devem apresentar umidade maxima
de 19%.

Além disso, observando as caracteristica fisicas e quimicas avaliadas nas
passas, pode-se afirmar que as uvas e passas utilizadas neste presente estudo
encontravam-se dentro dos padrdes de qualidade desejados e adicionalmente,
pode-se destacar que embora a legislagao brasileira (BRASIL, 2013) e a OIV
(OIV, 2013) permita alguns aditivos alimentares, as uvas passas produzidas n&o
tiveram a adicdo de nenhum aditivo alimentar (acidulantes, reguladores de
acidez, conservadores ou umectantes), exceto pelo AOEV, como agente
tensoativo de origem natural com a finalidade de acelerar o processo de
secagem das uvas.

Para avaliar se este efeito positivo sobre o tempo de desidratagao resultou
em efeito positivo também para a concentracdo dos diferentes compostos
fendlicos presentes na uva BRS Clara, foi realizada a determinagéo do perfil

qualitativo e quantitativo dos compostos fendlicos presentes nas passas



83

produzidas a partir das trés safras de uvas sem e com pré-tratamento com o
AOEV.

5.2.Perfil qualitativo e quantitativo de compostos fendlicos nas uvas in
natura e passas por HPLC-DAD-ESI-MS"

5.2.1. Flavonois

Nas amostras de uva BRS Clara (safra 2014) in natura foram detectados
(Tabela 2) 10 flavonois monoglicosilados, contemplando a série completa dos 3-
O-glucosideos (glc), 3-O-galactosideo (gal) e 3-O-glucuronideo (glcU) de
quercetina (Q) e kaempferol (K), assim como a Q-3-O-rutinosideo (rutina) e o K-
3-O-rutinosideo e os derivados 3-O-glucosideos e 3-O-galactosideo da
isorametina (). Ja para a safra de 2015, nas uvas in natura foram detectados 8
flavondis monoglicosilados, devido a auséncia dos flavonodis do tipo-l. Na safra
de 2016 nao foi detectada a presenca de nenhum derivado do tipo-K, mas foi
detectada a presenga de I-3-glc, totalizando 5 flavondis monoglicosilados.
Quimicamente, os flavondéis identificados incluem trés agliconas, com o seguinte
padréo de substituicdo no anel B: Q com duas hidroxilas (OH), | com uma OH e
com um grupo metoxila (OCHs) e K com uma OH.

N&o foi detectado, em nenhuma das trés safras estudadas, flavondis do
tipo tri-substituido no anel B (miricetina, laricitrina e siringetina), resultados esses
em acordo com os reportados na literatura para variedades brancas de V.
vinifera (CASTILLO-MUNOZ et al., 2010; GARRIDO; BORGES, 2013; LAGO-
VANZELA et al., 2011a). O perfil observado na safra de 2014, que foi o mais
completo, foi similar ao relatado por Lago-Vanzela et al. (2011a) para a mesma
cultivar proveniente também de Jales-SP, porém, o presente trabalho apontou

ainda a presenca de |-3-gal e o K-3-O-rutinosideo.
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Tabela 2 - Caracteristicas espectrais (MS/MS) dos flavondis identificados nas amostras de BRS Clara (in natura, passa sem azeite e com

azeite) por HPLC-DAD-ESI-MS/MS (modo de ionizagao negativo), propor¢gdes molares (valor médio® + desvio padrdo, n = 2) e concentragao

total (expressa em mg equivalente de quercetina-3-glicosideo (mg Q-3-glc)).

ion

Proporgoes molares (%)?
Flavonol' pseudomolecular e
ion produto (m/z) CG-14 CRC-14 CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16
Q-3-gal 463; 301 4,71a+0,39 3,39a+0,19 2,97ab+0,30 4,49a+0,24 1,58b+0,20 1,79p+0,01 4,16a+ 0,88 3,72a+0,66 2,96ab+ 0,73
Q-3-glcU 477: 301 51,77c £ 0,76 34,86e +2,51 41 ,ggc;e + 61,42ab + 2,42 55,11 gtéc * SOfgcéd + 63,94a+5,96 48,18cd + 4,83 50,25513d +
Q-3-glc 463: 301 31,742+ 0,11 32,63a+ 2,33 34,995 + 1,83 25,48ab+ 1,87 210228 t 21 ,8312) + 3,48 26fgzb t 34,91a + 3,56 33,865 +2,34
Q-3-rut 609; 301 4,32bc +0,42 5,03b+0,28 5,04b +0,51 4,38bc + 0,27 5,66b, +0,14 7,64c+0,46 3,460’1 0,14 4,25bc+0,80 4,19bc + 0,04
K-3-gal 447: 285 0,72bc £ 0,17 1,19a+0,22 0,54c +0,04 0,91b + 0,09 ND ND ND ND ND
K-3-glcU 461; 285 1,24a+ 0,17 1,08a+0,17 0,690+ 0,17 1,07a = 0,01 ND ND ND ND ND
K-3-glc 447:285 3,40b+0,12 582a+1,51 2,15bc+1,02 2,23bc+ 0,49 ND ND ND ND ND
K-3-rut 593; 285 0,54a+0,09 0,62a+0,04 0,23b+0,32 ND ND ND ND ND ND
I-3-gal 477: 315 0,46a+ 0,08 0,09b+0,12 0,13b+0,19 ND ND ND ND ND ND
I-3-glc 477; 315 1,10b £ 0,02 0,79c+0,09 1,22b 0,22 ND ND ND 1,75a £ 0,04 ND ND
free Q 301 ND 13,41b £ 1,67 9,87c + 0,003 ND 166386: + 18,08a + 1,64 ND 8,94c + 1,41 8,43c £ 0,90
free K 285 ND 1,09a+ 0,03 0,71b +0,03 ND l\]D ND ND ND ND
Total 140,93a *+ 157,94a £ 80,32b * 85,09b * 0,88 74,11bc £ 55,11bcd * 42,61d £ 6,71 58,68bcd * 45,98cd *
(mg Q-3-glc/ kg produto - DW) 6,09 0,68 20,25 3,73 0,82 1,99 16,14
Total 36,03 + 1,43 138,43+0,19 69,80 + 17,36 17,19 £ 0,04 60,53 * 3,30 46,24 £ 0,71 9,33+ 2,99 57,02 + 9,38 52,83 + 24,36

(mg Q-3-glc/ kg produto - FW)

'Abreviagdo da nomenclatura: Q, Quercetina; K, Kaempferol; |, Isoramnetina; ND, ndo detectado; CG; uva in natura; CRC; uva passa controle; CRO, uva passa com pré-
tratamento; DW, base seca; FW, base umida. ?As propor¢cdes molares estao calculadas para os flavondis, totalizando 100 %. ®a, b, ¢, d, e: letras minusculas diferentes na
mesma linha indicam que as amostras de uva in natura e passas sem e com azeite diferem estatisticamente (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0,05). Fonte:

elaborada pela autora (2020).
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As caracteristicas espectrais, ion molecular e ions produtos com ESI-
MS", propor¢des molares médias individuais, bem como as concentragdes totais
de flavondis na uva BRS Clara in natura, das trés safras analisadas, bem como
de suas respectivas passas, encontram-se presentes na Tabela 2.

A identificacdo dos compostos Q-glc e Q-gal, K-glc e K-gal e, I-glc e I-gal
foram baseadas nos seus sinais ESI-MS/MS correspondentes aos ions
pseudomoleculares ([M-H]) de m/z de 463 para os derivados do flavonol tipo-Q,
447 para os do tipo-K e, 477 para os do tipo-l, seguido por seus ions produtos
(m/z de 301, 285 e 315, respectivamente) que foram gerados pela perda de um
fragmento de hexose para ambos derivados 3-glucosideos e 3-galactosideos
([(M-162)-H]").

Para a identificacdo dos derivados 3-galactosideo e 3-glucosideo de Q, K
e |, apesar dos espectros relativos aos derivados da mesma aglicona serem
praticamente idénticos, os derivados 3-gal sempre eluem antes de seus
respectivos derivados 3-glc sob condigbes cromatograficas em que foi usada
coluna de fase reversa (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a). Identificou-se
também os compostos Q-glcU e Q-rut, bem como K-glcU e K-rut, baseados nos
seus sinais ESI-EM/EM correspondentes aos ions pseudomoleculares ([M-HJ)
de m/z de 477 e 609 para os derivados do flavonol tipo-Q e 461 e 593 para os
do tipo-K e seus ions produtos (m/z de 301 e 285, respectivamente) que foram
gerados devido a caracteristica perda, respectiva, de um fragmento de m/z de
176 correspondente a molécula de acido glucurénico ligado a aglicona e, de um
de m/z 308 corresponde a molécula 3-O-(6”-raminosil)-glicosideo (rutina).

Dentre os compostos descritos para as amostras de uva in natura notou-
se que os compostos derivados da Q foram os predominantes nas trés safras
analisadas seguidos pelos do tipo-K e tipo-I, quando identificados. No presente
estudo, os compostos do tipo-Q, tipo-K e tipo-I variaram de 92% a 98 %, 0% a
59% e 0% a 1,8%, respectivamente, com base no total de flavondis
identificados.

Estes resultados corroboram com os apresentados na literatura, no qual
relata-se que os flavondis do tipo-Q sdo os predominantes em variedades
viniferas brancas, em que este composto representa acima de 61% do total de
flavonois (CASTILLO-MUNOZ et al., 2010; FLAMINI et al., 2013) enquanto os
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compostos do tipo-K variaram de 8,8 - 38,3%, com uma média de 21,4% e os
compostos do tipo-l, que ocorrem em menor concentragdo, apresentam uma
média de 1,5%, embora haja cultivares chegando até 4,8% (CASTILLO-MUNOZ
et al.,, 2010). Vale ressaltar que a Q-3-glcU foi o composto com maior
porcentagem molar para todas as safras, seguido pela Q-3-glc, similarmente ao
que ocorreu para a safra analisada por Lago-Vanzela et al. (2011a). Além disso,
nao foi identificado compostos do tipo-K na safra de 2016 e n&o foram
identificados compostos do tipo-I na safra de 2015.

Em estudo realizado por Castillo-Munoz et al. (2010), os autores relataram
que os 3-O-glucosideos sdo normalmente os principais derivados para cada
flavonol do tipo-aglicona identificado, e a excegéo € justamente a quercetina 3-
O-glucuronidio, por ser o composto majoritario entre os flavonois do tipo-Q em
metade das uvas viniferas brancas estudadas. Os autores ainda sugeriram que
a glucosilacao e a glucuronilagdo ndo parecem ser passos competitivos na via
biossintética dos flavondis nas uvas. De acordo com esta via biossintética e os
resultados obtidos, pode-se sugerir que durante o desenvolvimento das uvas
BRS Clara, nas safras analisadas, houve uma expressao mais pronunciada das
enzimas da via biossintética F3’H para formacao dos flavonadis do tipo-Q. Além
disso, tanto para a safra de 2014 quanto para a safra de 2015, provavelmente a
acdo das enzimas flavanona 3-hidroxilase (F3H) e flavonol sintase (FLS)
resultaram na formagdo dos compostos do tipo-K. Subsequentemente, tanto
para a safra de 2014 quanto para a safra de 2016, sugere-se que a enzima
metiltransferase (OMT) foi a responsavel pela conversao por metilagédo da Q em
| (FLAMINI et al., 2013), enzima esta que deve ter sido deficiente na safra de
2015 devido a auséncia deste tipo de composto nesta safra.

Quanto a concentracao total média de flavonadis foi possivel notar que,
pela quantificagcao total expressa em mg de Q-3-glicosideo/kg de uva em base
seca (DW), os valores absolutos foram superiores na safra de 2014 (140),
seguido pelas safras de 2015 (85) e consideravelmente menor na safra de 2016
(42). Em base umida, os valores absolutos encontrados para as safras
estudadas da BRS Clara variaram entre 9,33 e 36,03 mg de Q-3-glicosideo/kg
de uva. Estes valores estdo dentro da faixa relatada por Flamini et al. (2013)

apo6s analisar varias uvas viniferas (1 a 80 mg/Kg de uva). Os autores relataram
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ainda que variedades tintas comumente possuem concentracdes de flavonois
maiores que as variedades brancas e que ha exce¢des de cultivares que
apresentaram concentragdes maiores, tal como Vitis palmate (124 mg/kg) e Vitis
riparia (111 mg/kg).

E importante ressaltar também que no presente estudo, a primeira safra
€ proveniente do Estado de Sao Paulo enquanto as outras duas sdo do Estado
do Parana. Além disso, as safras utilizadas nesse estudo também foram
produzidas em ciclos produtivos diferentes, sendo a primeira colhida em meados
de agosto, a segunda em abril e a ultima em dezembro. Estes fatores citados
resultam na producdo da uvas em condi¢cdes edafoclimaticas diferentes, como
incidéncia de luz, temperatura e estresse hidrico, que por conseguinte
influenciam marcadamente na sintese e no perfil final de compostos fendlicos na
fruta (FABANI et al., 2017; FLAMINI et al., 2013; KENNEDY et al., 2002; PRICE
et al., 1995; SOLEAS et al., 1997).

Ao utilizar as trés safras de uva, pré-tratadas ou nido com azeite, para
producdo das passas pode-se observar que as obtidas a partir da safra 2014
resultou em produto contendo além dos flavonadis presentes nas uvas, mais duas
agliconas livres, totalizando 12 flavondis enquanto nas uvas passas produzidas
com a safra de 2015 e 2016 foram detectados somente os derivados de Q (Q-3-
gal, Q-3-glcU, Q-3-glc e Q-3-rut) além da aglicona livre da Q. Todas as passas
produzidas apresentaram como compostos maijoritarios a Q-3-glcU (de 33% a
59%) seguido de Q-3-glu (19% a 32%), com 88% a 100 % dos compostos do
tipo-Q, com base na proporgao total de flavondis (Tabela 2).

Este comportamento também foi observado por Figueiredo-Gonzalez,
Cancho-Grande e Simal-Gandara (2013) na secagem de uvas da variedade
Garnacha Tintorera em sala com ventilagao natural durante 83 dias. Quanto aos
compostos minoritarios presentes nas uvas (compostos do tipo-K e tipo-l), pode-
se perceber que houve reducdo da proporcdao molar com o processo de
desidratacao e até degradacao total dos compostos, dependendo da safra e das
proporc¢des iniciais presentes na uva. Por outro lado, apds a desidratacao de
todas as uvas detectou-se a aglicona livre de Q (Q livre), com a terceira maior
proporcao molar, variando de 7,9% a 19,2%, bem como apenas na safra de 2014

a aglicona livre de K (K livre). O surgimento de agliconas livres de flavondis apos
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o processo de secagem de uvas ja foi relatado em outros estudos
(FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013;
MARQUEZ et al., 2012b; OLIVATI et al., 2019).

Estes compostos sdo formados pela hidrélise acida dos flavonéis 3-O-
glicosideos devido ao efeito de concentragdo dos acidos presentes no meio
intracelular durante a desidratagao das uvas, favorecendo esse tipo de reagao
(CASTILLO-MUNOZ et al, 2007; FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-
GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013).

Quanto a concentracao total de flavonodis, expressa em mg de Q-3-
glicosideo/kg de produto em base seca (DW), observa-se pela Tabela 2 que as
passas produzidas sem azeite (controle) apresentaram valores entre 59 e 158
enquanto as com azeite apresentaram valores entre 46 e 80. Ao calcular as
retencgdes de flavonois nas passas € possivel verificar a manutengao ou retengao
de quase a totalidade dos flavondis presentes nas uvas provenientes das passas
produzidas sem o uso de pré-tratamento (média de 98,3% + 21,8) enquanto nas
passas produzidas com uvas pré-tratadas com azeite a retengcao média entre as
safras analisadas foi de 65,7% + 21,5. As alteragbes no conteudo individual de
cada flavonol sdo consequéncias da composic¢ao inicial destes compostos nas
uvas associado ao efeito de concentragdo ocasionado pela perda de agua
concomitantemente com provaveis reagbes de degradagdo decorrentes da
presenca do oxigénio e da temperatura, inerentes ao processo de desidratagao
(FABANI et al., 2017; PEINADO et al., 2013; SERRATOSA et al., 2008). Cada
tipo de flavonol tem sensibilidades diferentes a estas rea¢des citadas e, desta
forma, as alteracbes quimicas destes compostos podem evoluir de forma
diferente durante a produgao das passas, 0 que pode justificar os desvios altos
nas retengdes.

Em estudo anterior, apds avaliarem o efeito de mesmo pré-tratamento
com azeite em uvas da cultivar BRS Morena, Olivati et al. (2019) relataram que
as passas com e sem tratamento apresentaram concentragcbes de flavonois
similares, porém menores que as determinadas nas uvas in natura, € que
possivelmente ambos processos de desidratacao (sem e com pré-tratamento
com azeite) afetavam os flavondis pelo mesmo caminho. Independentemente

das diferentes retencbes, pode-se observar que o presente estudo apresentou
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um comportamento de desidratagao similar ao relatado por Olivati et al. (2019),
em que o pré-tratamento com azeite influenciou de modo negativo os flavondis.

A principio o resultado pode causar estranheza uma vez que as uvas pré-
tratadas com azeite estiveram menos tempo submetidas a circulagao de ar
forcada a temperatura de 60°C devido a aceleracao do processo de desidratagao
e, por consequentemente, poderia se esperar que a perda de flavondis poderia
ser menor. No entanto, tal como ja relatado por Olivati et al. (2019), a explicagao
apresentada para tal fato € que, por ser mais permeavel, as cascas das uvas
pré-tratadas podem expor os flavondis mais intensamente aos processos de
oxidacdo. Além disso, a medida que a desidratacdo prossegue, a acidez no
interior da baga aumenta e, assim, os flavonéis glicosilados sdo submetidos a
hidrélise nas passas com azeite de forma mais intensa quando comparado as
uvas controle (sem tratamento). Além disso, vale ressaltar que as agliconas livres
resultantes sdao muito insoluveis e instaveis, especialmente contra processos
oxidativos.

No presente estudo, ao comparar os valores de porcentagens molares de
flavonais livres presentes nas passas obtidas a partir das diferentes safras, nota-
se que a safra de uva de 2015, que resultou em passas com as menores
retencdes de flavondis, foi também a que apresentou maiores porcentagens
molares de quercetina livre, sendo os valores para as uvas pré-tratadas com
azeite e para as sem pré-tratamento, respectivamente, de 18% e 16,4%. Além
disso, vale ressaltar que as bagas das uvas da safra de 2015 s&o grandes e
apresentam massa mais elevada que as outras safras.

Estas variagcbes encontradas nos resultados de reten¢des dos flavondis
presentes nas uvas passas elaboradas a partir das trés safras analisadas podem
ser oriundas das caracteristicas intrinsecas das uvas utilizadas, ao efeito da
concentracao dos compostos fendlicos ocasionado pela desidratacdo das uvas,
além de uma maior ou menor oxidagdo quimica sofrida pelos flavondis
decorrente do efeito do azeite sobre a cera cuticular presente nas uvas.

Commeénil et al. (1997) relataram que em uvas Pinot noir a espessura da
cuticula diminuiu conforme a baga expande, o que pode refletir na quantidade
de cera por area de superficie. Por outro lado, ha outras variedades de uva em

que néo foi identificada correlagédo consistente entre o desenvolvimento da baga
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€ a espessura e/ou quantidade de cera por area de superficie, provavelmente
devido a duragdo do periodo de desenvolvimento da baga e de fatores
ambientais, como temperatura, exposigao a luz, umidade relativa e irrigagédo, os
quais apresentam efeito sobre estas tendéncias. Alguns autores relataram ainda
que fissuras na casca da uva madura podem levar ao aumento da transpiracao,
e que cuticulas de variedades com bagas maiores podem ser mais suscetiveis
a fissuras devido a falta de suporte mecanico adequado (COMMENIL; BRUNET;
AUDRAN, 1997; PERCIVAL et al., 1993). Diante do exposto, diferengas nas
caracteristicas fisicas e quimicas das uvas nas diferentes safras analisadas
podem ter interferido na efetividade do azeite durante a desidratagao da uva e,
em consequéncia, influenciado nos resultados finais de retencdo dos flavondis
das passas produzidas.

Uma manutengdo expressiva dos flavondis apds o processo de
desidratacdo das uvas ja havia sido relatada na literatura. Karadeniz, Durst e
Wrolstad (2000), em estudo com uvas Thompson Seedless, relataram que os
flavonois ndo foram afetados pelos trés técnicas de desidratacao avaliadas
(desidratagdo ao sol durante 2 semanas até umidade entre 9-16%; imersao
rapida (15 e 20 seg) em agua quente (87-93°C) seguido de desidratagdo em
tunel a 71 °C até umidade entre 10-14%; imerséo rapida (15 e 30 seg) em agua
quente (87-93°C) seguido de tratamento com didéxido de enxofre (2000-3000
ppm) e desidratagdo em tunel a 63°C até umidade entre 10-14%). Di Lorenzo et
al. (2016b) e Fabani et al. (2017) também relataram retencbes de flavonois
superiores a 100% apds produzirem passas a partir de diferentes variedades de
uvas. Parker et al. (2007), apos desidratarem uva Thompson Seedless ao sol e
ap6s pré-tratamento com diéxido de enxofre, relataram que os flavonois
(especialmente glicosideos de kaempferol) foram determinados (em base seca)

em concentragdes mais altas que as determinadas nas uvas frescas.

5.2.2. Flavan-3-6is e Proantocianidinas

Cinco flavan-3-6is monémeros ((+)-catequina, (-)-epicatequina), (-)-
epigalocatequina, (-)-galocatequina e (-)-epicatequina 3-galato) foram
detectados nas amostras de uva BRS Clara in natura e uvas passas sem e com

azeite para as trés safras (Tabela 3) , sendo a (+)-catequina (C) o monémero
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majoritario em todas as amostras, seguido por concentracbées menores de (-)-
epicatequina (EC). Estes resultados sdo similares aos relatados na literatura
para a mesma cultivar (LAGO-VANZELA et al., 2011a) e em estudos com a
desidratacao de uvas ‘Xynisteri’ (CONSTANTINOU et al., 2018), ‘Arizul’, ‘Flame’,
‘Superior’ e ‘Sultanina’ (FABANI et al., 2017), Pedro Ximenez (FIGUEIREDO-
GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013; PEINADO et al.,
2009; SERRATOSA et al., 2008) e BRS Morena (OLIVATI et al., 2019).

Nas nove amostras (uva in natura e uvas passas com e sem azeite, safras
2014, 2015 e 2016) foram detectadas também trés dimeros de flavan-3-6is (PB1,
PB2 e PB4), sendo a PB1 com a maior concentragdo para todas as amostras.
Estes resultados sdo similares aos relatados por Figueiredo-Gonzalez; Cancho-
Grande e Simal-Gandara (2013), Peinado et al. (2009) e Serratosa et al. (2008)
em uvas Pedro Ximenez desidratadas parcialmente e, por OLIVATI et al. (2019)
apo6s desidratagcao de uvas BRS Morena pré-tratadas ou nao com azeite, bem
como em estudo sobre a desidratacdo solar de uvas Xynisteri e Mavro
(CONSTANTINOU et al., 2017).

Os pares de transicdo (m/z) monitorados por varredura utilizando o
monitoramento de reagdes multipla (MRM) e os compostos que foram
quantificados em funcao desta selecido dos pares de transicdo estdo descritos a
seqguir: (+)-catequina e (-)-epicatequina (289/137 e 289/164); procianidinas B1,
B2 e B4 (577/425 e 577/407); (-)-epigalocatequina e (-)-galocatequina (305/109
e 305/137) e (-)-epicatequina 3-galato (441/245 e 441/289).
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Tabela 3 - Concentragdes dos flavan-3-6is monémeros e dimeros (tipo procianidinas B) de BRS Clara in natura e uvas passas sem e com

azeite (mg equivalentes de catequina/kg de uva in natura; n = 2).

média? £ desvio padrao, eq. de catequina — mg/kg de produto — DW ou (mg/kg de produto — FW)

Flavan-3-ol' pares m/z CG-14 CRC-14 CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16
c 2891137  37,20d+0,24 967e+1,89 1868e+166 17654a+1549 67,34c+4,83 13757570 1568078 3,06e+048 12,84 + 2,51
2801164  (9,51+0,09) (851+1,64) (1624+139) (3565+268)  (5498+372) (11477+381) (401+019)  (269+041) (11,12+220)
EC 289/137  3,85d+1,30 1,90d+0,69 323d+0,04  31,67b+347 1959131 4165a+352  254d+033  122d+0,08  4,52d £ 0,69
2801164  (0,98+0,34) (1,67+061) (281+005  (639+062)  (1600+1,00) (3477+323)  (0,65+0,08)  (1,07+0,08)  (391+0,61)
GC 305109  1,75b+0,67 023b+032 077b+023  3,68a+069  072b+016  094b+074  101b+0,16  022b+004  0,35b+0,07
3051137  (045%0,17) (0,20+028) (0,67+021)  (0,74+013)  (0,59+0,13)  (0,78+0,61)  (0,26+0,04)  (0,20+0,03) (0,31 0,06)
EGC 305109  062b+0,13 0,10b+0,08 0,19b+0,17  148a+037  054b+033 057b+057  019b+004  007b+007  0,22b 0,03
3051137  (0,16£0,03) (0,09+0,07) (0,16+0,15  (0,30£0,07)  (0,44%027)  (0,48+048)  (0,05+0,01)  (0,07+0,06) (0,19 %0,03)
ECG 441245 3,780 +0,003 066b+0,12 073b+0.07  21,35a+574  306b+043  423b+059  2,36b+0,03 0500002  0,97b 0,06
441289  (0,97+0,000 (0,58+0,10) (0,64+0,06)  (431+1,11)  (249+034)  (353+052)  (9,80+0,19)  (0,44+0,02) (0,84 +0,05)
Total mondmeros 4577d+0,78 12,31e%1,35 2331de+127 22711e+2372 90,12c+6,29 18345b%196 23,89de1,19 10,12e+1,21 27,29de +7,11
(mg/kg produto, eq,
catequina) (11,71£0,24) (10,83+1,15) (20,26+1,03) (4586+4,22) (73,58 +4,83) (153,06+0,37) (6,11+0,29) (8,87+1,04) (23,63 £6,21)
Flavan3ol paresmiz  CcG-14 CRC-14 CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16
PB1 5771425,  5851c+ 1161 2 oot 3204d$203 1322421339 6227c:120 100980208 38310086  4,66(+0,67 2272de 4,34
5771407 (14.96£2,92) (10,68+0,95 (27,86+167)  (2670£237) (50.85+077) (8425:104)  (9,80£019)  (4,09:0,58) (19,68 +3,81)
PB2 577/425.  6,39e+1,74 223e+008 468191  2903ct101  32,69b+098 57,78a+0,02  6,39e+049  225¢+0,15 13,50d £ 2,37
577/407  (1,63+044) (1,97+006) (407+165  (586+013)  (2670+0,91) (4821+038)  (1,64+012)  (1,97+0,13) (11,69 *2,08)
(continua)
(continuagéo e concluséo)
PB4 577/425;  6,09bc+2,63 1533d+0,37 320cd+084  14,94a+0,85  7,51b+050 1244a+010  7,59b+057 2,67cd+0,18 16,02a 2,81
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5771407 (1,56 £ 0,67)  (1,17+0,32) (2,78 +0,73) (3,02 £ 0,21) (6,14+0,44)  (10,38+0,00)  (1,94+0,14)  (234+0,15) (13,88 +2,47)

Total dimeros (mg/kg 35,62c £8,02 7,88¢+0,79 20,03d + 2,40 88,41a £ 6,78 51,41b+£0,10 8591at1,12 37,91c £ 2,06 6,53e £1,24  33,78c £ 5,60

produto, eq, catequina)
(9,11 +£2,02) (6,93+0,67) (17,42*2,03) (17,86 * 1,14) (41,98 £ 0,25) (71,67 £0,34) (9,70 £ 0,50) (5,72+1,07) (29,25*4,92)

Total (mg/kg produto, 81,39d 7,24 20,19f£2,14 43,34ef£3,67 315,52a1+30,50 141,57c£6,15 269,33b+3,04 61,80de 3,25 16,65f12,45 61,07de £12,70

eq, catequina)
(11,71 £0,24) (17,77 £1,82) (37,68  3,06) (63,71 £ 5,36) (73,58 £ 4,83) (224,71 *0,68) (15,81 £0,78) (14,59 +*2,11) (52,88 *11,14)

'Abreviagdes: C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; CG, galocatequina; EGC, (-)-epigalocatequina; ECG, (-)-epicatequina-3-galato; PB1, procianidina B1; PB2, procianidina B2; PB4, procianidina B4; 2 a, b, c, d, e:
letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa para amostras de uva BRS Clara in natura e passas sem e com azeite (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). Fonte: elaborada

pela autora (2020).
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Quanto a concentragéao total de monémeros, as uvas in natura da safra de
2015 apresentaram valor significativamente superior (o = 0,05) as safras de 2014
e 2016. Esse mesmo comportamento foi observado para a concentragao total de
dimeros, onde as safras de 2014 e 2016, apresentaram valores proximos entre
si e significativamente inferiores (o = 0,05) aos observados para a safra de 2015.
Como consequéncia, tal comportamento é observado também para a
concentracao total de flavan-3-dis.

A soma total dos mondémeros e dos dimeros determinadas nas uvas in
natura foi significativamente superior (o = 0,05) as das uvas passas, exceto para
os dimeros da uva passa com AOEV da safra de 2015, a qual ndo apresentou
diferenca significativa (o = 0,05) na concentragdo em comparagado a sua uva in
natura. Nas uvas passas com e sem AOEV, a soma total dos monémeros foi
estatisticamente igual (a0 = 0,05) para as safras de 2014 e 2016, enquanto na
safra de 2015 as passas com pré-tratamento apresentaram maior concentragao
de mondmeros que as passas do grupo controle. Ja para os dimeros, a
concentracdo observada para as uvas passas produzidas com AOEV foi
significativamente superior (o« = 0,05) ao das uvas passas sem pré-tratamento,
em todas as trés safras avaliadas.

A concentragdo total de flavan-3-0is, nas trés safras estudadas, foi
superior nas uvas in natura em relagdo as uvas passas. Entre as uvas passas
sem e com AOEV, uma maiora concentracao de flavan-3-éis totais foi observado
nas uvas passas com AOEV. Entre as trés safras estudadas, a de 2015 foi a com
maior concentragao de flavan-3-6is (315,52 mg equivalentes (eq.) de catequina
/kg de uva, DW), seguida pela safra 2014 (81,39 mg eq. de catequina /kg de uva,
DW) e 2016 (61,80 mg eq. de catequina /kg de uva, DW).

As uvas passas sem pré-tratamento (grupo controle) apresentaram para
a safra de 2014, 2015 e 2016, respectivamente, retengcdes médias de flavan-3-
Ois de 21%, 41% e 24%, enquanto as passas com AOEV, apresentaram
retencdes de 46%, 76% e 82%, respectivamente. A diferenca nas concentracdes
encontradas para as amostras de uva in natura em comparagdo aos valores
encontrados na literatura podem ser justificados devido a auséncia de sementes
na variedade estudada, uma vez que os flavan-3-6is encontram-se em maior

concentragdo nas sementes e engago da uva (DA-SILVA; LAGO-VANZELA;
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BAFFI, 2015). Além disso, a diferenca inerente a safra das uvas utilizadas nos
respectivos estudos também justifica as diferentes concentragbes encontradas.
Por outro lado, a diferenca nas concentragcbes totais encontradas para as
amostras de uva passa sem e com azeite pode ser justificada devido ao tempo
de exposicao das uvas as condigdes de secagem utilizadas, e a modificacéo na
permeabilidade da cera cuticular na casca da uva em virtude do pré-tratamento
aplicado.

Além da identificacdo e quantificacdo dos flavan-3-6is também foi
realizada uma avaliacao das caracteristicas estruturais dos flavan-3-6is nao
monomericos (proantocianidinas; PA), ou seja, de dimeros a polimeros, por meio
da reacao de despolimerizagdo com pirogalol, liberando “unidade terminal” como
flavan-3-6is mondmeros, e o restante dos compostos foi denominado como
“‘unidade de extensao” (Tabela 4).

Para caracterizagao estrutural destes compostos foi calculada a % de
galoilacéo e de prodelfinidinas, PA que em meio acido e/ou alcodlico liberam a
antocianidina delfinidina. Neste caso, nos calculos de % de galoilagdo e de
prodelfinidinas foram levados em conta somente as unidades de CG e ECG (para
a % galoilagcao) e as unidades de GC e EGC (para a % prodelfinidina), as quais
foram liberadas durante a despolimerizagdo da proantocianidinas. As formas
livres existentes antes da despolimerizacdo nao foram consideradas.

De modo geral, a analise estrutural das PA da uva BRS Clara apresentou
resultados consistentes com estudos anteriores para a mesma cultivar (LAGO-
VANZELA et al., 2011a). As unidades de extensdo que formaram as PA na BRS
Clara foram as mesmas que as quatro encontradas (C, EC, EGC e, CG) na
literatura para a mesma cultivar e para a cultivar BRS Morena (LAGO-VANZELA
et al., 2011a; OLIVATI et al., 2019), exceto para a safra de 2016, na qual foram
encontradas além dessas, outras quatro unidades de extenséo (GC, ECG, GCG
e EGCQG).
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Tabela 4 - Caracterizagao estrutural das proantocianidinas (média? + desvio padrao, n=2) de BRS Clara in natura e passas sem e com azeite.

PA"

CG-14

CRC-14

CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16
mDP 6,66a + 0,43 5,22bc + 0,71 6,61a + 0,05 5,90ab + 0,57 4,65cd * 0,21 6,35a + 0,49 3,13e £ 0,20 3,69de + 0.03 4,01de £ 0,26
%galoilagéo 6,09b 0,10 4,55¢ + 0,13 4,35¢c £ 0,72 8,15a + 0,37 6,54b + 0,12 6,58b + 0,13 8,41a 0,95 4,87c+0,17 6,45b * 0,06
%prodelfinidinas ~ 9.71abc £ 0,45 8,18bcd + 0,13 9,11abcd £ 0,22 12,17a £ 0,23 6,46cd £ 0,74 9,40abc + 0,54 10,89ab + 2,33 6,07d £ 0,85 6,66bc + 0,61
% C-term 76,11a + 4,51 75,38a + 0,47 75,50a + 0,33 68,36b + 0,67 66,62b + 1,95 63,14b + 2,00 66,11b + 0,64 30,27d + 1,07 47,45c * 3,15
% EC-term 5,28c + 3,15 12,23b + 0,46 12,13b £ 1,75 11,68b + 0,47 20,70a + 0,86 22,67a+ 1,28 11,09b £ 0,19 12,22b £ 2,32 16,79b £ 1,83
% GC-term 5,87a % 0,21 4,18b + 0,14 4,34b + 0,21 4,09b + 0,38 1,97cd + 0,34 2,65c + 0,04 3,90b £ 0,65 2,15cd * 0,62 1,24d £ 0,09
% EGC-term 0,97a + 0,69 0,80a + 0,09 1,59a + 0,02 0,69a + 0,02 0,49a + 0,08 0,61a + 0,31 0,82a + 0,04 0,76a + 0,73 0,77a £ 0,09
% ECG-term 11,76b + 1,83 7,40c + 1,17 6,44c + 1,61 15,16a £ 0,16 10,21b £ 1,34 10,92b + 0,44 5,55cd + 0.79 3,17de £ 0,24 2,36e + 0,76
% C-ext 2,50c + 0,08 2,36¢ + 0,21 2,62c + 0,08 4,76a+0,18 3,03bc £ 0,61 3,64b + 0,17 4,64a £ 0,28 3,12bc £ 0,12 3,44b £ 0,11
%-EC-ext 82,63b + 0,40 85,09ab + 0,49 84,01ab £ 0,15 75,53d + 0,87 84,15ab * 1,36 80,26¢c + 0,78 76,30d + 1,65 86,95a + 0,90 83,81ab + 0,84
% EGC-ext 10,01b £+ 0,59 8,83bc * 0,31 9,48b + 0,33 13,52a £ 0,42 7,46bc £ 0,95 10,48b £ 0,80 12,96a + 2,42 5,89c + 0,49 7,16bc * 0,54
% CG-ext 4,84b + 0,27 3,72c¢ £ 0,03 3,88c + 0,56 6,18a + 0,27 5,36ab + 0,19 5,61ab + 0,15 5,37ab + 0,66 3,58c +0,16 5,08ab + 0,15
% GC-ext ND ND ND ND ND ND 0,01a + 0,001 0,03a + 0,02 0,01a + 0,006
% ECG-ext ND ND ND ND ND ND 0,001b + 0,0003 0,003a + 0,002 0,002b + 0,0003
% GCG-ext ND ND ND ND ND ND 0,006a + 0,003 0,006a + 0,008 ND
% EGCG-ext ND ND ND ND ND ND 0,70a + 0,17 0,41b £ 0,13 0,50b * 0,05
mg/kg produto- eq. de catequina — DW (mg/kg produto — eq. de catequina -FW)

1331,03c *+ 89,08 347,98e £13,30  599,55d + 56,37 2936,60a + 103,98 1450,43c +12,11  2330,54b + 35,49 478,86de +2,47  147,10f + 32,57 495,03de *+ 74,54

Total PA (340,45 % 21,74) (306,32 £10,71) (521,20 * 47,20) (582,68 + 1,31) (1189,55 + 2,37)  (1944,41+13,52) (122,53 + 0,20) (128,89 + 28,17) (428,64 * 65,55)
_ 2250,56de 7636.45b + 5303,76¢c

Taninos 3074,71d £ 329,87 1507,46e * 323,47 352,65 144’1 96 6357,92c + 684,84 9112,61a £ 626,77 723,82 3288,21d £ 806,94 5516,92c + 613,66
condensados (788,77 £ 84,62) (1324,01 * 284,11) (139::,77;) * (1475,88 i_’ 278,68) (5176,42 * 557,57) (7647,74 + 526,02) (ggz,gg)i (4600,11 + 609,34) (4846,63 * 544,25)

Abraviagdes: MDP, grau médio de polimerizagao; C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; CG, galocatequina; EGC, (-)-epigalocatequina; ECG, (-)-epicatequina-3-galato; GCG, (-)-galocatequina-3-galato; EGCG, (-)-
epicagalocatequina-3-galato; term, unidades terminais; ext, unidades de extensdo; PA, proantocianidinas; DW, base seca; FW, base imida. a, b, c, d, e: letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa para amostras de uva BRS Clara in natura e passas sem e com azeite (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). Fonte: elaborada pela autora (2020).
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No presente estudo, EC foi a principal unidade de extens&o, seguido pela
EGC para todas as amostras (uvas in natura e passas sem e com azeite). Com
relacédo as unidades terminais para todas as amostras (uvas e passas sem e com
azeite), a C foi a principal, resultados esses similares aos encontrados na
literatura para a mesma cultivar (LAGO-VANZELA et al, 2011a). O
comportamento de concentragdo ou degradagao dos compostos foi similar ao
relatado em estudo anterior com a cultivar tinta BRS Morena (OLIVATI et al.,
2019).

Com relagao a concentracio total de PA, as amostras de uvas passas
sem azeite apresentaram uma retencao de 22%, 46% e 27%, para as safras de
2014, 2015 e 2016, respectivamente, enquanto nas uvas passas com azeite a
retencao foi de 39%, 72% e 86%, respectivamente. As uvas passas com AOEV
apresentaram maior retengdo de PA, sendo essas concentragdes
significativamente (o = 0,05) superiores as concentragdes de PA determinadas
nas amostras de uvas passas sem AOEV.

Essas redugdes observadas na concentragao total das PA e dos flavan-
3-0is das uvas passas em comparagao com as uvas in natura € justificada por
esses serem considerados compostos fendlicos termolabeis (FIGUEIREDO-
GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013; KARADENIZ;
DURST; WROLSTAD, 2000).

O grau médio de polimerizagao (mDP) calculado como a razao entre as
unidades terminais e de extens&o variou entre as safras estudadas, sendo a de
2014 com maior mDP, seguido pela safra de 2015 e 2016, respectivamente.
Valores esses proximos aos encontrados na literatura para a mesma cultivar
(7,03 £ 0,07) (LAGO-VANZELA et al., 2011a) e superiores aos relatados na
literatura para outras uvas hibridas (1,08 a 1,50) (HERNANDEZ; SONG;
MENENDEZ, 2017).

O processo de secagem das uvas afetou diferentemente o mDP das
amostras, sendo que as uvas passas produzidas com azeite apresentaram mDP
igual ou superior ao das uvas in natura, enquanto as uvas passas do grupo
controle, apresentaram mDP inferiores aos da uva in natura, exceto para a safra
de 2016, o qual ndo apresentou diferenga significativa (oo = 0,05). O grau de

polimerizagao das proantocianidinas afeta a adstringéncia e o amargor das uvas
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e suas passas, pois elas podem reagir com outros compostos fendlicos e serem
responsaveis pela diminuigado/perda de adstringéncia nas uvas e seus produtos
A metodologia empregada para determinagdo de PA possui algumas
limitacbes, dentre elas, a de que sO € possivel avaliar as caracteristicas
estruturais das PA que apresentam uma ligacéo do tipo B (ligagdo interflavan,
que sao as que se rompem com a reagao de despolimerizagao). As PA do tipo
A (com ligacao éster) nao se despolimerizam, pois a ligagcao éster ndo se rompe
nestas condigdes, impedindo, portanto, a analise delas por esta metodologia.
Visando contornar esta limitagdo, realizou-se uma segunda determinagéo
de PA pelo método de precipitagcdo com metilcelulose. Os resultados obtidos por
esta ultima metodologia, identificado na Tabela 4 como ‘Taninos Condensados’,
mostraram concentragdes mais elevadas quando comparados aos resultados
obtidos por HPLC para todas as amostras (uvas e passas sem e com azeite).

A Dbiossintese dos flavan-3-6is tem inicio na conversdao do
dihidrokaempferol (ou os produtos diretos das enzimas F3'H e F3’5'H) para
leucoantocianidinas, (leucopelargonidina, leucocianidina e leucodelfinidina) pela
enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR) (FLAMINI et al., 2013), os quais sob
agao da enzima leucoantocianidina redutase (LAR) sao precursores dos flavan-
3-6is (GARRIDO; BORGES, 2013).

No caso das proantocianidinas, sua biossintese parte desta via
biossintética a partir dos 2,3-trans-flavan-3-6is e 2,3-cis-flavan-3-6is, e é iniciada
pela antocianidina redutase (ANR) ou leucoantocianidina redutase (LAR),
respectivamente, por meio da condensagdo oxidativa dos flavan-3-6is. A
epicatequina e catequina sido resultantes desta ramificacdo e podem ser
oxidados em quinonas, que séo polimerizadas (VOGT, 2010).

Desse modo, as diferencas nas concentragcdes de flavan-3-6is e
proantocianidinas encontradas para as uvas in natura entre as safras estudadas
podem ser justificados a uma possivel menor atividade das enzimas DFR , LAR
e ANR na safra de 2016 em comparacdo com as safras de 2014 e 2015,
respectivamente. Essas enzimas, responsaveis pelo processo biosintético dos
flavan-3-6is e proantocianidinas sdo processos com influencia direta e indireta

das condicdes edafoclimaticas as quais cada safra esteve sujeita.
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5.2.3. Derivados do acido hidroxicinamico (DAHC)

Os DAHC comumente encontrados em uvas viniferas (acido trans-
caftarico, os acidos cis- e trans-cutarico e os acidos trans- e cis-fertarico) foram
detectados na maioria das amostras de BRS Clara in natura das trés safras,
exceto pelo acido cis-fertarico na safra de 2014. Este perfil de DAHC foi similar
ao relatado por Lago-Vanzela et al. (2011a) ao estudar a mesma cultivar. Porém,
no presente estudo, foi identificado também, além dos compostos citados, o
acido 2-S-glutationil-trans-caftarico (GRP, Figura 19), em todas as amostras in

natura, uvas passas sem pré-tratamento e, uvas passas com pré-tratamento.

Figura 19 - Estrutura do acido 2-S-glutationilcaftarico (GRP).
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Fonte: PubChem Compound Database; CID=71308212" (2017).

O GRP é formado pela reacao entre a glutationa e a o-quinona do acido
caftarico, a qual é originada pela oxidagdo dos acidos caftarico pela enzima
polifenoloxidase (PPO) da uva (CEJUDO-BASTANTE; PEREZ-COELLO;
HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; SINGLETON et al., 1985). As proporcdes
molares deste composto determinadas nas wuvas passas foram
significativamente maiores (o = 0,05) que as determinadas nas uvas in natura
(Tabela 5). No caso das uvas in natura, a formagéo do GRP é de decorrente do
processamento da uva no laboratério para obtencao dos extratos fendlicos
utilizados nas analises cromatograficas. Nas uvas passas, a perda da estrutura
celular, com consequente descompartimentacédo das organelas celulares, devido
a desidratacdo das uvas promove o contato da PPO com estes compostos
fendlicos, que por serem substratos para a enzima, desencadeiam as reagoes
de oxidagcdo (MARQUEZ et al., 2012).
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Tabela 5 - Caracteristicas espectrais (MS/MS) dos DAHC identificados nas amostras de BRS Clara (in natura, passa sem azeite e com

azeite) por HPLC-DAD-ESI-MS/MS (modo de ionizagédo negativo), propor¢gdes molares (valor médio? + desvio padrdo, n =2) e

concentragéao total (mg equivalente de acido caftarico).

ion pseudomolecular

Proporgdes molares (%)

) DAHC
e ion produto (mi/z) CG-14 CRC-14 CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16
618:543:489:264 GRP" 5’%5(;’10 f  960a+044 472c+024 4,56c+032 843ab+0,86 9,31a+1,90 457c+094 7.47ab+031 7,97ab+ 0,78
_ ac. trans-  83,90ab+  78,97cd + 86,83a+  81,16bc + 69,876 + 76,51d +
311:179,149,135 gt s 027 068 v 68,73e + 1,22 514 e 61,16f £ 2,97 71,78e + 0,23
295:163,149,119 a;utgﬁgg 574d+ 0,34 428d+0,30 4,23d+0,01 891b+1,32 11,89a+0,04 9,54b+0,75 4,56d+0,38 9,01b+0,36 7,24c+0,80
. ac. cis- 3,50cd + 3,90bcd + 3,85bcd £ 4,98abc +
295:163,149,120 ran> 3,13d%025 570a+0,23 0.43 2,28d + 0,92 0.08 2,54d + 0,62 559 5,25ab + 0,60 0.18
325; 193, 149 afirfé‘f.ﬁi 1,28c +0,04 1,46c+0,18 0,71c+0,19 240c+010 4,14b+0,16 4,36b+0,67 557b+017 11,07a+1,47 4,97b+0,03
325: 193, 149 faeﬁtacrfzo ND ND ND 0,69d +0,05 290c+0,57 4,37b+0,95 493b+0,33 6,02a+0,85 3,05c+ 0,04
Total DAHC (mg/kg of produto -  189,65b*  158,63bc +  293,09a+ 29571a*  271,55a+  289,81a+  93,79d * 125,32d * 272,03b £
DW) 11,12 3,40 26,33 1,33 4,71 23,98 8,18 15,27 21,31
Total DAHC (mg/kg of produto - FW) 48,63 £ 2,83 139,03 £ 2,57 253,70 £ 22,13 59,75 1,02 221,73 £ 2,92 243,13 £ 20,25 23,99 £ 2,02 110,05+ 12,73 236,48 + 17,71
Total DAHC - sem GRP (mg/kg of 178,33 & 143,42 + 27921+ 282,22+ 263,05 * 115,93 + 250,26 +
produto - DW) 9,31 3,77 24,38 031 248671665 o754 89472693 440, 17,49
Total DAHC - sem GRP (mg/kg of produto - 45244 537 12570+ 203 241,69+ 20,47 57,02+ 0,78 203,04 +4,58 220,68+2298 2288+1,70 101,81+ 11,43 217,56 % 14,45

Fw)

'Abreviagcdo da nomenclatura: GRP, acido 2-S-glutationil-caftarico. 2a, b, c: letras minusculas diferentes na mesma linha indicam que as amostras diferem estatisticamente
entre si (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). * Valores totais de DAHC desconsiderando a contribuicdo do composto GRP. Fonte: elaborada pela autora (2020).
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Este composto foi detectado também em estudo anterior nas uvas passas
produzidas a partir de uvas BRS Morena (OLIVATI et al., 2019). A identificacéo
destes compostos, foi realizada com o auxilio dos respectivos cromatogramas
de ions extraidos (EIC), no modo de ionizagdo negativo, observados no espectro
MS/MS e foram confirmados pelos seus espectros obtidos no UV-Vis-DAD, que
estdo de acordo com os dados disponiveis na literatura (LAGO-VANZELA et al.,
2011; REBELLO et al., 2013).

Os derivados do tipo caftarico, trans- e cis-cutarico, e trans- e cis-fertarico
apresentaram ions pseudomoleculares [M-H] de m/z 311, 295, 295, 325 e 325,
bem como ions produtos derivados da perda da parte do acido tartarico (132
amu), correspondentes a m/z 179, 163, 163, 193 e 193 e, com formacéao do ion
fragmento do acido hidroxicinamico ionizado correspondente de m/z 135, 119,
120, 149 e 149, devido a perda do diéxido de carbono (COz; 44 ) a partir do
acido hidroxicinamico ionizado anteriormente, bem como apresentaram um ion
produto em comum (m/z 149) em fungdo da perda da parte do acido
hidroxicinamico. A principal fragmentacdo detectada para o GRP foi com a
formacgao do ion pseudomolecular [M+H]" de m/z 618, identificado utilizando os
EIC no modo de ionizagao positivo, e como principal fragmentacao o ion produto
de m/z 264.

O &acido trans-caftarico foi o DAHC predominante em todas as amostras
(Tabela 5) (uvas e passas com e sem azeite), sendo este resultado similar ao
relatado na literatura com uvas passas da variedade BRS Morena (OLIVATI et
al., 2019), Arizul, Sultanina, Superior e Flame (FABANI et al., 2017), Antep
karasi, Besni karasi, Besni beyazi, Hatun parmagi e Sultaniye (KELEBEK et al.,
2013), Thompson seedless (WILLIAMSON; CARUGHI, 2010), e também para
uvas passas de 16 cultivares originarias da Califérnia.

Quanto a concentracao total média de DAHC identificados nas amostras
de BRS Clara in natura foi possivel notar que tal como ocorreu para os flavonais,
as duas primeiras safras (2014 e 2015) apresentaram valores superiores quando
comparado ao valor médio determinado na safra de 2016. Os valores
encontrados variaram entre 23,99 e 59,75 mg equivalente de acido caftarico /kg
em base umida (FW). Resultado proximo ao valor mais baixo determinado no
presente estudo foi relatado em estudo anterior do grupo de pesquisa com a
mesma cultivar (26,54 mg/kg em FW) (LAGO-VANZELA et al., 2011a). Ao
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expressar os resultados em base seca (DW), observa-se que as safras
analisadas de BRS Clara apresentaram concentracao total média de DAHC
entre 94 e 295 mg/kg, resultados estes que estdo na faixa relatada para outras
cultivares, como por exemplo as 13 cultivares hibridas de uvas brancas
cultivadas na Pol6nia, que obtiveram concentracbes de DAHC variando entre
164 mg/kg e 1161 mg/kg (DW) (SAMOTICHA; WOJDYLO; GOLIS, 2017).

A biossintese dos DAHC, assim como os demais compostos fendlicos nas
uvas tem origem na biossintese do aminoacido aromatico fenilalanina e do ciclo
de Krebs (Acetil CoA), onde sob ag&o da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL)
ocorre a desaminacao nao oxidativa desse aminoacido no composto trans-acido
cindmico. A partir deste composto ocorre a formagao do acido p-cumarico,
catalisada pela enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H) (VALINAS et al., 2017;
ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014). Na via biossintética, o acido p-cumarico
desencadeia sob a acao de varias enzimas (hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL),
enzimas 4-hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3H) e3-O-metiltransferase (COMT))
a formagéo dos acidos caféico e ferulico. Estes acidos formados, sob agédo da
enzima 4CL originam o cafeoil-CoA e o feruloil-CoA. Na sequéncia, o 4-p-
cumaroil-CoA, o cafeoil-CoA e o feruloil-CoA, apds esterificagcdo com o acido
tartarico, dao origem aos acidos caftarico, fertarico e cutarico, respectivamente
(GARRIDO; BORGES, 2013; SAVOI et al., 2016; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

Ao observar as concentragdes totais de DAHC nas safras das uvas
analisadas, pode-se inferir que além dos fatores edafoclimaticos, a safra de 2015
deve também ter apresentado uma maior acédo das enzimas C3H e 4CL no corpo
central do caminho biossintético, as quais sao responsaveis pela conversido do
acido p-cumarico e do 4-p-cumaroil-CoA nos DAHC observados nas safras
estudadas. Além disso, ao comparar a safra de 2015 frente a safra de 2016
(originaria da mesma localidade geografica), observa-se uma maior proporgao
molar do acido frans-cutarico, uma menor propor¢ao molar dos acidos trans- e
cis-fertarico, e propor¢des molares significativamente iguais (o = 0,05) para os
acidos trans-caftarico e cis-cutarico. Desta maneira, sugere-se também que a
safra de 2015 pode ter tido uma menor acdo da enzima COMT e,
consequentemente, uma menor formacado de acido ferulico, gerando assim

menores propor¢des molares dos acidos trans- e cis-fertarico.
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Assim, as diferencas nas concentragdes dos derivados do acido
hidroxicindmico nas safras estudadas entre si e entre os valores relatados na
literatura para outras cultivares brancas, decorrem em grande parte dos fatores
abidticos (geografia, clima, irrigagdo, etc.) e biodticos envolvidos que
provavelmente influenciaram na biossintese e acumulo dos compostos.

Apos a obtencdo das passas pode-se observar que o acido trans-
caftarico, que é o compostos majoritario na uva, sofreu uma reducéo significativa
(a=0,05) na sua porcentagem molar para todas uvas passas, exceto a amostra
com AOEV de 2014 (CRO14).

As passas obtidas com as uvas pré-tratadas com AOEV apresentaram
valores entre 236,48 e 253,70 mg equivalente de acido caftarico/kg de produto
(FW), enquanto as passas elaboradas sem pré-tratamento apresentaram
concentragdes entre 110,05 e 221,73 mg equivalente de acido caftarico por kg
de produto (FW). Entretanto, o GRP é um produto de degradacao dos DAHC,
sendo assim, parte do aumento aparente observado na quantificagao total dos
DAHC se deve a um aumento desse produto de degradagdo e,
consequentemente, a uma quantificagdo da degradagdo dessa classe de
compostos ocasionada pelo processo de secagem.

Dessa maneira, com o intuito de avaliar a retengdo dos DAHC nas uvas
passas produzidas foi realizada também a quantificagdo dos DAHC sem a
presenca do GRP (Tabela 5). Com esses novos calculos foi possivel notar que
para as trés safras (2014, 2015 e 2016), sem o GRP, as passas com AOEV
apresentaram melhores retencbes de DAHC, 135%, 84% e 251%,
respectivamente, em comparagdo com as passas sem pré-tratamento, 68%,
80% e 115%, respectivamente.

Concentragdes de acidos fendlicos significativamente mais elevadas (a =
0,05) em passas quando comparadas as presentes nas uvas utilizadas como
matéria-prima foram relatados por Parker et al. (2007) e por Serratosa et al.
(2008) ao avaliarem as alteragbes nos compostos fendlicos durante o processo
de desidratagdo das cultivares Thompson seedless (secagem solar e “Golden
dried grapes”) e Pedro Ximenez (secagem solar), respectivamente, bem como
por Marquez et al. (2012) ao avaliar as alteragdbes em compostos fendlicos para
as variedades Merlot e Tempranillo desidratadas em camara com umidade e

temperatura controladas. DU et al. (2013), apds investigaram o efeito da
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secagem ao sol no perfil quantitativo e quantitativo de acidos fendlicos de quatro
formas (livres, ésteres, glicosideos e insoluveis) presentes na fruta jujuba
(Ziziphus jujuba Mill), relataram que a distribuicdo e a concentragdo de acidos
fendlicos foram alteradas apds o processo de secagem e seu comportamento
nao foi muito claro, por seu conteudo oscilar entre aumentos e diminuigdes e que
novos estudos devem ser realizados. Williamson e Carughi (2010) relataram que
os compostos fendlicos sdo usualmente menos abundantes nas uvas frescas
quando comparado as uvas passas (comparando os resultados em base seca),
principalmente porque eles s&o concentrados e parcialmente modificados
durante o processo de desidratagao.

No presente estudo, apdés avaliar o comportamento de
retencao/concentracdo dos DAHC presentes nas uvas das diferentes safras que
foram submetidas ao processo de desidratacao, foi possivel verificar que nas
trés safras estudadas, as passas com azeite apresentaram concentragdes de
DAHC (mg equivalente de acido caftarico por kg de produto (DW)) superiores
quando comparado as passas produzidas sem o pré-tratamento, mesmo tendo
ocorrido a formagao do GRP. Esses resultados foram distintos aos encontrados
anteriormente em estudo com a cultivar tinta BRS Morena (OLIVATI et al., 2019),
no qual as passas obtidas das uvas sem pré-tratamento apresentaram retencao
de 35% enquanto as passas obtidas das uvas submetidas ao pré-tratamento
apresentaram retencao de 13%, demonstrando assim que as diferencas no perfil
de compostos fendlicos das cultivares e safras estudadas exercem influéncia no
efeito do pré-tratamento sobre a concentracao e/ou retencao desses compostos.

Uma possivel explicacdo para variagao tao expressiva com relagdo as
retencdes de DAHC para as passas produzidas a partir da uva BRS Morena e
BRS Clara podem estar relacionada as caracteristicas bioquimicas da enzima
oxidativa polifenol oxidase (PPO) presente nas uvas. Lago-Vanzela et al.
(2011c), em estudo sobre as caracteristicas bioquimicas da PPO enddgena das
uvas BRS Clara e BRS Morena relataram algumas caracteristicas diferenciadas,
embora ambas apresentem pH 6timo de 6, temperaturas de atividade enzimatica
mais estaveis nas temperaturas entre 20 e 40 °C, bem como significativa perda
de atividade a temperaturas maiores que 55 °C.

Desse modo, sugere-se que no inicio do processo de secagem da uva
BRS Clara a PPO pode ter atuado sobre o acido frans-caftarico, utilizando-o
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como substrato, para catalisar a reagcdo que resulta na formacado do GRP (DA-
SILVA, LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015; FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-
GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013). Embora os derivados do &cido
hidroxicinamico sejam facilmente degradados por oxidagdo enzimatica a PPO,
provavelmente, esta enzima foi desnaturada com a manutengao da temperatura
de secagem a 60 °C, o que minimizou a degradagdo destes compostos,
resultando em perdas pequenas, manutengao e até concentragdo destes
compostos nas uvas passas, devido ao efeito da retirada da agua das uvas
durante o processo de desidratagdao. Além disso, com a desidratacdo ocorre um
aumento rapido da concentragcdo de agucares na baga vem como dos acidos
organicos, o que inibe a acdao da PPO (OIV, 2016; LAGO-VANZELA et al.,
2011c).

Inclusive a influencia do pH sobre a PPO pode ter sido decisivo para
obtencdo dos resultados obtidos. Lago-Vanzela et al. (2011c) relataram que a
atividade enzimatica da uva BRS Clara reduziu significativamente em pHs entre
2,5 a 4,5 e que neste caso o abaixamento do pH pode ser utilizado como um
método para controle de sua agao. Por outro lado, na uva BRS Morena foi
relatado uma maior estabilidade da PPO em pHs baixos quando comparada a
PPO da uva BRS Clara, sendo que a pH 3,5 a PPO da uva BRS Morena
apresentou apds 24 horas atividade residual de aproximadamente 85%
enquanto a PPO da uva BRS Clara apresentou aproximadamente 40% de sua
atividade. (LAGO-VANZELA et al., 2011c).

Levando em consideragdo que as uvas in natura e uvas passas
desenvolvidas a partir delas apresentaram pHs variando entre 3,1 e 3,9 (Tabela
1), sugere-se que a PPO da uva BRS Clara nao apresentava condicdes
apropriadas para exercer sua funcao catalitica de forma mais marcante durante
0 processo de desidratacdo empregado no presente estudo.

A variabilidade nos valores de retencbes de DAHC encontrados, bem
como os notaveis valores superiores a 100 % de retencdo podem estar
relacionados ao grau de alteragdo da integridade do tecido vegetal, e
descompartimentalizagdo das organelas das células vegetais ocasionada pelo
processo de desidratacdo. Isto porque estas alteragbes podem influenciar nao
s6 no desencadeamento das reacdes fisicas, quimicas e enzimaticas, mas

também na diminuigdo da coesividade e aumento da flacidez do tecido vegetal,
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0 que pode facilitar a liberacdo dos compostos fendlicos durante a extragao e
resultar em aumento das concentragdes destes compostos nas frutas
desidratadas em comparagao com as frutas frescas (YAO et al., 2020). Nas uvas,
os compostos fendlicos, incluindo os acidos fendlicos, estdo principalmente
confinados nos vacuolos celulares (ADAMS, 2006; BINDON et al., 2014;
GONZALEZ-BARREIRO et al., 2015), porém sabe-se que uma parcela destes
compostos esta ligada aos componentes (polissacarideos e proteinas) da
parede celular por meio de ligagdes hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e
ligacdes covalentes, especialmente os compostos poliméricos como flavan-3-6is
e proantocianidinas (AMRANI et al., 1994; PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).
O processo de desidratacdo empregado no presente estudo pode ter facilitado a
extracédo dos derivados de acido hidroxicinamico do tecido vegetal da uva BRS
Clara, que associada a provavel inativacdo da PPO presente na uva durante a
elevacdo da temperatura a 60 °C, resultou em uvas passas com elevadas

concentracdes destes compostos.

5.2.4. Estilbenos

Nas trés safras das uvas analisadas, bem como nas uvas passas
produzidas com e sem azeite, foram encontradas as formas cis e frans do
composto conhecido como piceido (Tabela 6). Estes compostos foram
quantificados em fungao da selegcao dos pares de transigao (m/z) monitorados
por varredura utilizando o monitoramento de reagbes multipla (MRM), trans- e
cis- piceido (389/227 e 389/185). Os isbmeros foram diferenciados e
identificados em funcao do tempo de retencdo na coluna cromatografica por
diferenciagcao de suas formas estruturais, sendo que o composto do tipo trans-
tem menor tempo de retencao que seu respectivo isbmero cis-.

Os isbmeros cis e trans-piceido sdao compostos derivados do frans-
resveratrol, sendo o frans-piceido naturalmente encontrado na uva e, podendo
ser isomerizado (sob luz ultravioleta) a seu correspondente isbmero cis (DA-
SILVA; LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015).
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Tabela 6 - Concentragbes dos estilbenos identificados nas amostras de BRS Clara (in natura, passa sem azeite e com azeite),

quantificagcdo em mg/kg de produto em base seca (DW) e base umida (FW) (valor médio’ + desvio padrao, n = 2).

mg/kg of produto - DW

Estilbeno  pares m/z (mg/kg of produto - FW)

CG-14 CRC-14 CRO-14 CG-15 CRC-15 CRO-15 CG-16 CRC-16 CRO-16

o 389227 4A1D£085  1,13e%0,11 296c+025  203d+0,11 4400018 12,38a£0,03  0,17f£0,09 1,29¢£0,09  0,57ef 0,01
trans-piceido 389185 1,13+022  0,99+0,10 2,58 0,21 0,41+ 0,03 362+0,17 1033011  004+001  1,13+0,08 0,50 + 0,00
o sg9/207. 0:79cd£030  0,51d+0,00 140b+004  086cd+0,16 147b+021  561a+024  0,16e+002 1,19c+0,08  0,67d 0,01
cis-piceido 3891185  0,20£0,07 0,45 0,00 1,22+ 0,03 0,17 £ 0,02 1,21+0,18 4,68 + 0,24 004+001  1,05+007 0,58 + 0,01
cis+trans (DW) 520bc£1,15 164ef£0,11  437c£029  290d%£001 5870039 17,99a+0,28  0,33g+0,05 248de+0,17  1,24fg 0,01
cis+trans (FW) 1,33£0,29  1,44£0,11 3,80 £ 0,24 0,59 £ 0,01 483+0,35  1501%0,35  0,09%001  218%0,15 1,07 £ 0,01

'a, b, ¢, d: letras minuUsculas diferentes na mesma linha indicam que as amostras diferem estatisticamente (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). Fonte:

elaborada pela autora (2020).
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Assim como em estudo anterior com a mesma cultivar, outros estilbenos
comumente presentes em uvas (e.g., resveratrol, pterostilbene, piceatannol,
viniferins, pallidol, parthenocissin, hopeaphenol) também foram investigados,
entretanto ndo foi encontrada nenhuma evidencia de sua presenga (LAGO-
VANZELA et al., 2011a). Independentemente desse fato, vale ressaltar que a
literatura aponta que em uvas o principal estilbeno presente é o piceido, com sua
concentragédo variando de 1 a 100 mg/Kg — DW (KAMMERER et al., 2004;
PIANO et al., 2013; WATERHOUSE; LAMUELA-RAVENTOS, 1994).

Para as uvas in natura das safras de 2014 e 2015, o trans-piceido foi o
composto com maior concentragao, ja para a safra de 2016, frans- e cis-piceido
se mostraram em concentragcdes quase iguais (0,17 e 0,16 mg/kg de produto -
DW). Em relacdo a concentracao total de estilbenos encontrados nas amostras
estudadas, a safra de 2014 apresentou maior concentragdo, seguida pelas
safras de 2015 e 2016, respectivamente.

As diferengas nas concentragdes de estilbenos entre as safras estudadas
sao aceitaveis uma vez que o acumulo desta classe de compostos é afetado néo
somente pelo gendtipo, mas também por fatores ambientais e de condugéo da
cultura, estadio de maturagdo, condi¢gbes climaticas, tipo de solo, manejo
agrondbmico, condicdes de armazenamento e manejo pos-colheita
(BLASZCZYK; SADY; SIELICKA, 2019; LAGO-VANZELA et al., 2011a). Assim
como infecgdo por Botrytis cinérea e Rhizopus stolonifer, iluminagdo UV-C,
aplicacao de ozénio sao relatados como fatores que influenciam a sintese dos
estilbenos (GUERRERO et al., 2010).

Na via biossintética dos estilbenos, a enzima estilbeno sintase (STS) pode
utilizar o 4-p-cumaroil-CoA somado a 3 moléculas de malonil-CoA como
substrato para catalisar trés reag¢des de condensacao que resultam na formacéao
do resveratrol, o qual por meio da agao da enzima glicosiltransferase (GT) pode
produzir glicosideos de cis e trans-resveratrol (cis e trans-piceido) (FLAMINI et
al., 2013; JEANDET et al., 2010). Desse modo, ao observar os resultados das
trés safras de BRS Clara estudadas, pode-se supor que nessa cultivar ha uma
maior agcdo da enzima GT, uma vez que em todas as safras foi detectada
somente a presencga de cis- e trans-piceido, sendo essa agao provavelmente
mais pronunciada na safra de 2014 a qual teve maior concentragao total de

estilbenos.
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Com relagdo as passas produzidas, nas sem pré-tratamento, o trans-
piceido foi o estilbeno em maior concentragao nas trés safras estudadas. Para a
safra de 2014, o trans-piceido encontrou-se em uma concentragao
significativamente inferior (a = 0,05) a encontrada nas uvas in natura da mesma
safra, enquanto o cis-piceido apresentou-se em concentracdes
significativamente superiores (a. = 0,05) aencontrada nas uvas in natura.

Ja para as safras de 2015 e 2016, houve retencdo de ambos os
compostos, entretanto, independentemente das concentragbes dos estilbenos
encontradas para as uvas passas sem azeite, pode-se notar que o
comportamento foi similar nas safras de 2015 e 2016, onde o processo de
secagem promoveu uma retengéo dos estilbenos, sendo esta mais pronunciada
para o trans-piceido.

Com relacao as uvas passas submetidas ao pré-tratamento com AOVE,
assim como nas passas sem pre-tratamento, independentemente da
degradagao ou concentracdo desses compostos, o frans-piceido, foi o principal
estilbeno encontrado nas uvas passas, a exce¢ao da safra de 2016, onde o cis-
piceido se apresentou em concentragdo superior ao seu isbmero trans.

A literatura indica que o trans-piceido € mais estavel que seu isdmero cis-
. Em estudo sobre a estabilidade destes compostos, Zupancic, Lavric e Kristl
(2015), relataram que o trans-resveratrol € mais estavel em condigdes acidas e
que, nestas condi¢des, a temperatura tem um minimo efeito sobre a degradacao,
entretanto, em condi¢bes alcalinas, a elevacdo da temperatura acelera os
processos degradativos envolvendo este composto.

Apos realizar a soma dos isdmeros cis e frans para a classe dos estilbenos
e comparar os resultados entre as amostras foi possivel verificar que as
concentragdes totais (em mg equivalentes de trans-piceido/kg de produto DW)
das passas com AOEV encontram-se em concentracdes significativamente
superiores as encontradas para a uva passa sem pré-tratamente. Estes
resultados demonstram que o pré-tratamento das uvas com azeite foi benéfico
para a classe dos estilbenos.

Por fim, pode-se observar que alguns compostos fendélicos se encontram
menos abundantes nas uvas in natura quando comparado as uvas passas
(resultados em base seca), principalmente porque eles sdo concentrados e
parcialmente modificados durante o processo de desidratacédo. Apds analise dos
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dados de perfil qualitativo e quantitativo das uvas passas elaboradas a partir da
cultivar BRS Clara (safras 2014, 2015 e 2016) sem e com tratamento com AOEV,
concluiu-se que o pré-tratamento com AOEYV foi, de maneira geral, benéfico para
0 processo de desidratacdo da uva ao manter ainda uma elavada concentragao
de compostos fendlicos, além de permitir uma reducgao significativa no tempo de
secagem. Deste modo, esse foi o processamento escolhido para a producgéo das
uvas passas que foram posteriormente utilizadas como nucleo natural para

compor os drageados de chocolate.

5.3. Drageados de uva passa BRS Clara com chocolate meio amargo

5.3.1. Obtengéo dos drageados

Para a elaboragdo dos drageados de chocolate contendo passas é
importante que o nucleo escolhido tenha uma umidade inferior a 18%, afim de
minimizar a migracdo de umidade do nucleo para a superficie do chocolate
(FADINI; SILVA; QUEIROZ, 2016). Desta forma, duas porgdes das uvas passas
selecionadas para o drageamento (BRS Clara — com azeite — safra 2016), que
apresentavam valor médio de umidade (13%), foram submetidas ao
drageamento com chocolate meio amargo, obtendo, ao final do processo de
drageamento, duas porgdes de drageados de chocolate com nucleos de uva
passa com azeite de BRS Clara (CRD-1 e CRD-2).

Apo6s o drageamento com chocolate meio amargo, os produtos finais
obtiveram caracteristicas visuais e ganho de massa e adequados a esse tipo de
produto. Na Tabela 7 estao apresentados os valores de massa desde a matéria-
prima até o produto final, sendo que estes obtiveram um ganho de massa em
relacdo a matéria-prima inicial (uvas passas) de aproximadamente 100%, na
Figura 20 ‘a’ e ‘b’ estdo apresentados os drageados produzidos com as uvas
passas de BRS Clara.

Pela Tabela 8 pode-se observar que, em comparagao com 0s mesmos
resultados determinados na uva passa utilizada como nucleo natural (Tabela 1),
os drageados produzidos apresentaram valores superiores para pH, tamanho
(comprimento x largura) e massa e, por outro lado, valores inferiores para

umidade e acidez.
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Tabela 7 - Dados de ganho de massa no processo de drageamento.

Massa Massa final
Massa

inicial matéria- apo6s drageamento
Matéria-prima ] ] ap6és selagem

prima (nucleos) ] com chocolate

dos nucleos (g) .

(9) meio-amargo (g)
BRS Clara -1 400,48 436,11 865,39
BRS Clara - 2 400,13 432,33 865,24

Fonte: elaborada pela autora (2020).

Figura 20 — Drageados de uva passa com chocolate da cultivar BRS Clara (A)

drageado inteiro (B) corte transversal.

A B

Fonte: elaborada pela autora (2017).

Estes resultados estdo consonantes ao processamento aplicado, uma vez
que o drageamento foi responsavel por um ganho de 100% de massa nas uvas
passas devido a aplicagcao do chocolate, esperando assim que no produto final
houvesse uma combinagao das caracteristicas de ambas matérias-primas. Além
disso, pode-se notar também que nado houve diferencas significativas para
nenhuma das caracteristicas fisicas e quimicas entre os drageados avaliados.

Para a umidade, por exemplo, os resultados obtidos (CRD-1: 9,16% *
0,004; CRD-2: 9,14% + 0,002) foram proximos aos relatados na literatura para
outras frutas drageadas com chocolate, como por exemplo para cerejas
drageadas com chocolate (8,93% * 0,01) e figos drageados com chocolate
(7,78% = 0,01) (KITA; LACHOWICZ; FILUTOWSKA, 2020), estando portanto

dentro do esperado para este tipo de produto.
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Tabela 8 - Caracteristicas fisicas e quimicas para os drageados de uva

passa com chocolate produzidos (média® + desvio padrao).

Determinagoes CRD 1 CRD -2

Comprimento (cm) 2,25a+ 0,13 2,13a + 0,04
Largura (cm) 1,38a + 0,17 1,58a + 0,17
Massa (g)* 2,66a+0,17 2,91a + 0,55
pH 4,45a + 0,11 4,53a £ 0,07
Acidez 2 1,23a+ 0,15 1,19a £ 0,04
Umidade % (m/m) 9,16a + 0,004 9,14a + 0,002

'Abreviagdes: cm, centimetros; g, gramas. 2Acidez em g acido tartarico/100g de produto. 3a: letra
minuscula igual na mesma linha indicam que as amostras n&o diferem estatisticamente para uma
mesma caracteristica fisica ou quimica (teste de t de Student, a = 0, 05). Fonte: elaborada pela
autora (2020).

5.3.2. Perfil qualitativo e quantitativo de compostos fendlicos nos dragreados por
HPLC-DAD-ESI-MS"

5.3.2.1. Flavonois

Nas amostras de drageados BRS Clara (safra 2016) foram detectados 6
flavonodis monoglicosilados e uma aglicona livre, totalizando 7 flavonéis (Figura
21a e 21b). Dentre os flavonois encontrados o pentdsido de quercetina (Q-3-
pent) e o rutinésido de kaempferol (K-3-rut) foram detectados somente nos
drageados, ndo estando presente na uva passa utilizada como nucleo do
drageado. Vale ressaltar ainda que também nao foram detectados nenhum
flavonol do tipo trissubstituido no anel B. As caracteristicas espectrais (ion
molecular e ions produtos com ESI-MS"), propor¢des molares médias para os
flavondis individuais, bem como as concentragdes totais nos drageados e na uva
passa antecessora do mesmo encontram-se presentes na Tabela 9.

Do mesmo modo que para as uvas in natura e passas, a identificagdo dos
compostos Q-3-gal e Q-3-glc, nos drageados, foi baseada nos seus sinais ESI-
MS/MS correspondentes aos ions pseudomoleculares ([M-H]) de m/z de 463,
seguido por seus ions produtos (m/z de 301), gerados pela perda de um
fragmento de hexose para ambos derivados 3-glucosideos e 3-galactosideos

([(M-162)-H]-), sendo que sob as condi¢bes cromatograficas utilizadas, os
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derivados 3-galactosideo sempre eluem antes de seus respectivos derivados 3-
glicosideos (CASTILLO-MUNO?Z et al., 2009a).
Figura 21 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para os flavonéis
presentes nos drageados de uva passa com AOEV de BRS Clara — CRD-1 (a),
CRD-2 (b). Detecgao a 360 nm.
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Tabela 9 - Caracteristicas espectrais (MS/MS) dos flavondis identificados nas
amostras de drageados de BRS Clara (CRD-1 e CRD-2) e da uva passa
utilizada como nucleo (CRO-16) por HPLC-DAD-ESI-MS/MS (modo de
ionizagao negativo), proporgdes molares (valor médio? £ desvio padréo, n = 3)

e concentragao total (expressa em mg equivalente de quercetina-3-glicosideo

(mg Q-3-glc)).
Deprotonated Molar ratios (%)
Flavonol molecule and
product ions (m/z) CRO-16 CRD-1 CRD-2
Q-3-gal 463; 301 3,39b £ 0,90 5,70a £ 0,75 5,23a £ 0,44
Q-3-glcU 477; 301 48,97a+3,13 24,05b+0,97 24,08b+ 1,53
Q-3-glc 463; 301 36,15a+4,30 30,52a+1,49 29,44a+2,13
Q-3-rut 609; 301 4,17a £ 0,04 2,07b £ 0,19 1,81b £ 0,31
Q-3-pent 433;301 ND 23,00a+1,35 21,64a+1,53
K-3-rut 593; 285 ND 2,19a £ 0,35 1,95a £ 0,22
Q livre 301 7,32a £ 2,03 12,47a+4,50 15,85a 15,67
Total (mg Q-3-glc/ Kg product DW) 60,96a + 28,35 32,92a+ 10,73 34,65a+7,16
Total (mg Q-3-gic/ Kg product FW) 54.84 + 8.89 28.33+9.18 29.32 +5.76

Abreviagdes: DW, base seca; FW, base umida; glcU, glucuronido; gal, galactésido; glc, glicésido;
K, kaempferol; ND, ndo detectado; Q, quercetina; rut, rutinédsido (6”-ramnosilglucosideo);
'"Proporgdes molares calculadas totalizando 100%. 2 “a” e “b” letras diferentes na mesma linha
indicam diferencga significativa (Student-Newman-Keuls (SNK) test, a = 0.05). Fonte: elaborada
pela autora (2020).

Os compostos Q-glcU, Q-rut e K-rut, foram identificados baseados em
seus sinais ESI-MS/MS correspondentes aos ions pseudomoleculares ([M-H]")
de m/z de 477 e 609 para os derivados do flavonol tipo quercetina e 593 para o
do tipo kaempferol e seus ions produtos (m/z de 301 e 285, respectivamente),
gerados pela perda de um fragmento de m/z de 176 correspondente a molécula
de acido glucurénico ligado a aglicona e, de um de m/z 308 corresponde a
molécula 3-O-(6"-raminosil)-glicosideo (rutina).

Além dos compostos mencionados, foi identificado também, somente nos
drageados, a Q-3-pent, por meio do sinal ESI-MS/MS correspondentes ao ions
pseudomolecular ([M-H]") de m/z de 433 e seu ion produto (m/z de 301), gerado
pela perda de um fragmento de m/z de 132, correspondente a uma molécula de
pentose. A literatura relata de ampla forma a presenca do pentdsido de
quercetina e rutinésido de kaempferol no cacau e em seus derivados (EFRAIM;
BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011b; MARTINI; CONTE;
TAGLIAZUCCHI, 2018; ORTEGA et al., 2008; TOMAS-BARBERAN et al., 2007;
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WANG et al., 2017; WOLLGAST, 2004). Portanto, pode-se dizer que a presenca
de tais compostos nas amostras de drageados foi uma contribui¢do direta, no
perfil de flavondis, do chocolate aplicado como cobertura das uvas passas no
drageamento.

Quanto as porcentagens molares para cada flavonol, pode-se notar um
aumento significativo (o = 0,05) de Q-3-gal e um aumento em valor médio
absoluto para a aglicona de quercetina (Q livre), que podem ser atribuidos a
cobertura das uvas passas com o chocolate, uma vez que esses compostos,
mesmo que em pequenas quantidades sdo encontrados no cacau e em seus
derivados (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011b;
MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; ORTEGA et al., 2008; TOMAS-
BARBERAN et al., 2007; WANG et al., 2017; WOLLGAST, 2004). Foi possivel
notar também uma reducgao significativa (o = 0,05) nas porcentagens molares de
Q-3-glcU e Q-3-rut, apesar desses compostos estarem normalmente presentes
em produtos derivados do cacau, como o chocolate (EFRAIM; BARRETO
ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011b; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI,
2018; ORTEGA et al., 2008; TOMAS-BARBERAN et al., 2007; WANG et al.,
2017; WOLLGAST, 2004). Quanto a concentragao total de flavonais, foi possivel
notar uma redugédo nos valores meédios absolutos obtidos para os drageados
frente ao valor da uva passa utilizada como nucleo natural (Tabela 9).

Nao se tem conhecimento até o atual momento de estudos de perfil
fendlico detalhado, que abranjam a classe dos flavondis, para produtos de cacau
ou chocolate com frutas desidratadas. E possivel notar, pela literatura existente,
que a Q-3-pent foi apontado como principal flavonol nesses produtos com cacau,
seguido pelo Q-3-glc e menores quantidades dos demais derivados de
quercetina e kaempferol. Por exemplo, Oracz, Zyzelewicz e Nebesny (2015), em
estudo sobre o efeito da etapa de torrefacdo no conteudo individual de flavon-3-
Ois, antocianinas e flavondis em graos de cacau de cinco grupos diferentes de
Theobroma cacao L., obtiveram as seguintes faixas de concentracao para os
compostos derivados de quercetina: Q-3-pent, 43,32 a 170,82 mg/kg em base
seca desengordurado (ff-DW); Q-3-glc, 34,90 a 125,80 mg/kg (ff-DW); Q-3-gal,
9,57 a 33,84 mg/kg (ff-DW); e, Q-livre, 0,60 a 2,79 mg/kg (f-DW). Ja Andres-
Lacueva et al. (2008), em estudo com cacau em p6 comercial, relataram valores
entre 2,10 a 40,33 mg/kg para Q-3-pent; 3,97 a 42,74 mg/kg para Q-3-glc; 0,13
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a 9,88 mg/kg para Q-3-glcU; e, 0,28 a 3,25 mg/kg para Q livre. Ja Martini, Conte
e Tagliazucchi, (2018), em estudo do perfil qualitativo e quantitativo de
compostos fendlicos em chocolate amargo (70% cacau) e chocolate amargo
enriquecido com folhas de cha verde Sakura ou acafrdo em po, obtiveram
valores de Q-3-pent entre 28,0 e 41,5 mg/kg; Q-3-glc entre 19,6 e 30,5 mg/kg;
Q-3-gal entre 4,9 e 24,4 mg/kg; Q-3-rut entre 0,0 e 42,0 mg/kg; Q livre entre 10,8
e 16,2 mg/kg; e, K-3-glc entre 0,0 e 3,7 mg/kg.

Deve-se ressaltar que os dados referidos acima sdo de chocolate puro.
No presente estudo, aproximadamente, metade da massa do drageado é
composta por chocolate e metade € composta por uvas passas. O chocolate nao
€ uma fonte rica de flavonéis (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA
JARDIM, 2011a) e entdo é compreensivel que a concentragao destes compostos
determinada nos drageados seja menor quando comparada a determinada nas
passas utilizadas como os nucleos naturais. Na literatura encontra-se alguns
trabalhos de chocolate enriquecidos com fontes de compostos fendlicos. Martini,
Conte e Tagliazucchi (2018), observaram concentragdes totais de flavondis de
13,01 = 0,21mg/ 100g, 29,28 + 0,39mg/ 100g e 11,40 + 0,48mg/ 100g, para
chocolate amargo (70% cacau), chocolate enriquecido com folhas de cha verde
Sakura e chocolate amargo enriquecido com acafrao em po, respectivamente.
Andres-Lacuenva et al. (2008) relataram concentragdes totais de flavonois que
abrangeram de 0,42 a 6,54 mg/100 g em equivalentes de quercetina para pos
de cacau, e Oracj, Zyzelewicz e Nebesny (2015), para os graos de cacau dos
cinco grupos diferentes de Theobroma cacao L., obtiveram concentracbes de

flavondis totais variando de 89,29 a 315,81 pg/g.

5.3.2.2. Derivados do Acido Hidroxicinamico

Nas amostras de drageados foram detectados 8 derivados do &cido
hidroxicinamico (DAHC) (Figuras 22a e 22b e Tabela 10). Destes compostos, 6
ja se encontravam presentes na uva passa utilizada como nucleo do drageado
(GRP, acido trans-caftarico, os acidos cis- e trans-cutarico e os acidos cis- e

trans-fertarico).
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Figura 22 - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para DAHC e estilbenos

presentes nos drageados de uvas passas de BRS Clara, CRD 1 (a) e CRD 2

(b). Deteccado a 320 nm.
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Tabela 10 - Caracteristicas espectrais (MS/MS) dos DAHC identificados nas
amostras de uva passa de BRS Clara com azeite e seus drageados por HPLC-
DAD-ESI-MS/MS (modo de ionizagédo negativo), proporgdes molares (valor

meédio? = desvio padrao, n = 3) e concentragao total (mg equivalente de acido

caftarico).
fon molecular e proporgdes molares (%)
ions produtos DAHC'

(mlz) CRO-16 CRD-1 CRD-2
618:543:489;264 GRP 882a+157 513b+1,18  510b+1,16
311;179;149;135  &c. trans-caftarico 69,40a+ 4,14 2829b+4,72  29,59b + 2,58

294; 179; 131 . cafeail ND 26,32a+ 1,00 24,58a+ 2,94

aspartico

295:163:149;119  &c. trans-cutérico  7,62a+0,86  3,41b+0,36  3,61b+0,25

205:163;149;120  4&c. cis-cutdrico  5,41a+0,76  2,51b+0,19  2,61b 0,10

325; 193149 ac. trans-fertarico  5,51b+0,93  14,17a+2,53 13,06a + 1,40

325; 193:149 ac. cis-fertarico  3,23a+0,33  2,60a+1,30  2,27a+0,30

325, 16:1”’1;45' 19, 4c. p-cumarico ND 17,56a+3,98 19,17a 527
Total DAHC (mg/kg de produto - 285,67a * 128,04b * 107,84b =

DW) 28,02 73,57 51,15
Total DAHC (mg/kg de produto - FW) 129.36 +71.31 73.12+44.40 62.16 + 30.10

'Abreviagcdo da nomenclatura: GRP, acido 2-S-glutationil-caftarico. 2a, b: letras minusculas
diferentes na mesma linha indicam que as amostras diferem estatisticamente entre si (teste de
Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). Fonte: elaborada pela autora (2020).

Assim como para as uvas in natura e passas, a identificagcdo dos
compostos acima citados, exceto o GRP, foi realizada com o auxilio dos
respectivos cromatogramas de ions extraidos (EIC), no modo de ionizagao
negativo, observados no espectro MS/MS e foram confirmados pelos seus
espectros obtidos no UV-Vis-DAD, que estdo de acordo com os dados
disponiveis na literatura (LAGO-VANZELA et al., 2011a; REBELLO et al.,
2013b). Sendo que os derivados do tipo caftarico, trans- e cis-cutarico, e trans-
e cis-fertarico apresentaram ions pseudomoleculares [M-H] de m/z 311, 295,
295 e 325 e ions produtos derivados da perda da parte do acido tartarico (132
M), de m/z 179, 163, 163 e 193, respectivamente, e com formagdo do ion
fragmento do acido hidroxicindmico correspondente de m/z 135, 119, 120 e 149,
devido a perda do dioxido de carbono (CO2; 44 p) a partir do acido

hidroxicinamico ionizado anteriormente, além disso, apresentaram um ion
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produto em comum (m/z 149) em fungdo da perda da parte do &acido
hidroxicinamico. Ja a identificagcdo do GRP foi realizada no modo de ionizacao
positivo, sendo que a principal fragmentacédo detectada foi a formagao do ion
pseudomolecular [M+H]" de m/z 618, e como principal fragmentagdo o ion
produto de m/z 264.

Além dos derivados do acido hidroxicinamico acima citados, foi também
detectada, nas amostras de drageados, a presencga do acido p-cumarico, o qual
foi identificado por meio da deteccéo do seu ion pseudomolecular [M-H] de m/z
325. Ainda para as amostras de drageados foi identificado tentativamente, no
min 4,6 a 320 nm, baseado no padrao de fragmentacédo observado (Figura 23)
e utilizando dados disponiveis na literatura (MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI,
2018; TOMAS-BARBERAN et al., 2007), o acido cafeoil-aspartico (Figura 24).

Figura 23 - Padrao de fragmentagao observado para o acido cafeoil-aspartato

nas amostras de drageados.
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

Figura 24 - Estrutura quimica do acido cafeoil-aspartico
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Fonte: Adaptado de CAFFEOYL ASPARTIC ACID STRUCTURE, (2002)

A presencga desse acido ja foi relatada previamente na literatura para
cacau em pd (TOMAS-BARBERAN et al., 2007; VINHOLES; SILVA; SILVA,
2015), bebida de chocolate ao leite (VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015), e



120

chocolate amargo (70% cacau), chocolate amargo (70% cacau e 8% acafrdao em
pd) e chocolate amargo (70% cacau e 2% cha verde Sakura) (MARTINI; CONTE;
TAGLIAZUCCHI, 2018). Fator que reforca a evidéncia da presenca desse
composto nas amostras de drageados.

O acido trans-caftarico foi o DAHC predominante em todas as amostras
(Tabela 10), seguido pelo acido cafeoil aspartato nos drageados. Mesmo tendo
sido o DAHC predominante em todas as amostras, o acido trans-caftarico sofreu
diminuicdo significativa em sua proporgdo molar. Mesmo comportamento
ocorreu com os acidos cis- e trans-cutarico e o GRP, nesse ultimo composto, a
reducao da propor¢cao molar do GRP nos drageados ¢é diretamente influenciada
pela massa de uva passa contida nos drageados, uma vez que o processo de
drageamento promoveu um aumento de peso de 100% na massa em
comparagdo com a massa de uva passa utilizada como nucleo (Tabela 7).
Portanto, por se tratar de um produto de degradacéao de uvas, era esperado que
a propor¢ao molar de GRP nos drageados diminuisse em relagdo a uva passa
utilizada como nucleo.

Tal como descrito anteriormente para os flavonadis, as concentracdes totais
de derivados do acido hidroxicindmico determinadas nos drageados foram
significativamente menores (o = 0,05) quando comparado apenas as uvas
passas utilizadas como nucleos naturais, uma vez que o chocolate ndo é uma
fonte rica desta classe de composto (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL
PEREIRA JARDIM, 2011a). Na literatura, Martini, Conte e Tagliazucchi (2018),
ao avaliar o perfil qualitativo e quantitativo de compostos fendélicos em chocolate
(70% cacau) e chocolate enriquecido com folhas de cha verde Sakura ou
acafrdo em pod, observaram conteudos médios totais de derivados do acido
hidroxicinamico de 1619,5 mg/kg, 1579,8 mg/kg e 1565,1 mg/kg,
respectivamente.

Mesmo o chocolate ndo sendo fonte muito elevada de flavondéis e DAHC,
pela analise de componentes principais (ACP) (Figura 25) foi possivel reforgar
quais compostos estdo diferenciando passas utilizadas como nucleos naturais
dos drageados de chocolate produzidos com estas passas, exceto DC1-3 e DC2-
1.
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Figura 25 - ACP para a classe de Flavondis e DAHC.
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As amostras de drageados se diferenciaram das amostras de uvas passas
em PC 1 (47,43%), caracterizando os drageados pelas porcentagens molares de
Q-3-gal, Q-3-pent e acido cefeoil aspartico (dados apresentados nas Tabelas 9
e 10). O acido cafeoil aspartico e o pentdsido de quercetina foram encontrados
apenas nas amostras de drageados, nao estando presentes nas uvas passas,
sendo, portanto, uma clara contribuicdo do chocolate utilizado no drageamento
no perfil fendlico dos produtos produzidos. Do mesmo modo, a caracterizagao
das uvas passas pela porcentagem molar de acido trans-caftarico é condizente
com a Tabela 10, uma vez que esse € o composto majoritario dessas amostras
e em porcentagens superiores quando comparado as determinadas nos

drageados produzidos.
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5.3.2.3. Estilbenos

Em ambos drageados produzidos, assim como nas uvas passas utilizadas
como nucleo dos mesmos foram encontradas as formas cis e trans do composto
conhecido como piceido, os quais sdo compostos derivados do trans-resveratrol
(Tabela 11). Assim como para as uvas in natura e passas, os compostos foram
quantificados em fungao da selegcédo dos pares de transi¢cao (m/z) monitorados
por varredura utilizando o monitoramento de reagbes multipla (MRM), trans- e
cis- piceido (389-227 e 389-185). Estes compostos, uma vez que sao isbmeros
foram diferenciados e identificados em fungdo do tempo de retencéo na coluna
cromatografica por diferenciacdo de suas formas estruturais, sendo que o
composto do tipo frans- tem menor tempo de retengdo que seu respectivo

isbmero cis-.

Tabela 11 - Caracteristicas espectrais (MS/MS) dos estilbenos identificados
nas amostras de drageados de BRS Clara (CRD-1 e CRD-2) e uva passa com
azeite (CRO-16), quantificagdo em mg/kg de produto em base seca (valor

meédio* + desvio padrao, n = 3).

mg/kg de produto - DW; (mg/kg de produto -
FW)

Estilbeno pares m/z
CRO-16 CRD-1 CRD-2

0,59a + 0,03 0,40a+0,13 0,39a = 0,02
(051+0,02)  (0,36+0,12)  (0,35+0,02)
0,67a = 0,01 0,17b £ 0,02 0,18b £ 0,01
(059+0,01)  (0,16+0,01) (0,16 +0,00)
cis+trans (mg/kg de produto — DW) 1,26a = 0,04 0,57b £ 0,15 0,57b £ 0,01

'a, b: letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa no conteudo
para amostras (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K, a = 0, 05). Fonte: elaborada pela autora
(2020).

trans-piceido 389/227; 389/185

cis-piceido 389/227; 389/185

Observando a Tabela 11 é possivel notar que a variagcao entre os valores
de frans-piceido nao teve uma diferenga significativa (o = 0,05) entre as
amostras, por outro lado, seu isbmero cis- sofreu uma diminuigao significativa (o
= 0,05) na sua concentragdo. A manutengdo da concentragdo do composto

trans-piceido em comparagdo com a uva passa utilizada como nucleo dos
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drageados produzidos pode ser justificada ndo somente a sua maior estabilidade
frente ao seu isdbmero cis-, como também por ser um composto que esta
presente no cacau e produtos derivados como o chocolate (COUNET;
CALLEMIEN; COLLIN, 2006).

Hurst et al., (2008) ao avaliarem os niveis de trans-piceido em chocolate
e produtos com cacau comerciais, encontraram concentragbes medias de 1,82
+ 0,36 mg/kg em chocolates amargos e de 0,44 + 0,06 mg/kg em chocolate ao
leite, valores esses superiores aos encontrados nesse estudo para os drageados
de uva passa com chocolate produzidos. Novamente, assim como para as outras
classes de compostos fendlicos, essas diferengas podem ser atribuidas a fatores
relacionados as metodologias aplicadas pelos estudos, influencia genética e
edafoclimatica nos chocolates utilizados e processos tecnoldgicos envolvidos no
desenvolvimento dos produtos avaliados (WOLLGAST; ANKLAM, 2000), dentre
0s quais, podemos citar que os drageados avaliados possuem uma proporgao

de 50% m/m de chocolate em relagao a uva passa.

5.3.24. Flavan-3-6is e Proantocianidinas

Cinco flavan-3-6is mondémeros ((+)-catequina, (-)-epicatequina), (-)-
epigalocatequina, (-)-galocatequina e (-)-epicatequina 3-galato) foram
detectados nas amostras de drageados e nas uvas passas utilizadas como
nucleo natural (Tabela 12). Os pares de transicdo (m/z) monitorados por
varredura utilizando o monitoramento de reagées multipla (MRM) e os compostos
que foram quantificados em funcéo desta selecdo dos pares de transicdo estao
descritos a seguir: (+)-catequina e (-)-epicatequina (289/137; 289/164);
procianidinas B1, B2 e B4 (577/425; 577/407); (-)-epigalocatequina e (-)-
galocatequina (305/109; 305/137) e (-)-epicatequina 3-galato
(441/245; 441/289).

Dentre os monémeros encontrados a (+)-catequina (C) foi o monémero
majoritario na uva passa, enquanto a (-)-epicatequina (EC) foi o monémero
majoritario nos drageados. Pode-se ainda observar que o drageamento com
chocolate proporcionou um aumento significativo de todos os monémeros

encontrados, exceto a (-)-epicatequina-3-galato.
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Esses resultados estdo de acordo com o esperado, uma vez que a

literatura relata que a classe dos flavan-3-6is € a principal classe de compostos

fendlicos para chocolates e produtos derivados do cacau (ANDRES-LACUEVA
et al., 2008; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; BELSCAK et al., 2009;
EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011a; MARTINI;
CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; TODOROVIC et al., 2015b; WOLLGAST;
ANKLAM, 2000).

Tabela 12 - Concentragdes dos flavan3-6is mondémeros e dimeros (tipo

procianidinas B) nos drageados de BRS Clara (CRD-1 e CRD-2) e uva passa

com azeite (CRO-16) (mg equivalentes de catequina/ kg de produto; valor médio?

* desvio padrao, n = 3).

Mg equivalentes em catequina/kg de produto — DW;

Flavan-3-Gis - pares m/z (mg/kg de produto FW)
monomeros CRO-16 CRD-1 CRD-2
(+)-catequina ssor1ar: 2896a 10120502 60,23a + 8,60 57,42a + 1,90
(8,77 + 4,34) (54,71 + 7,82) (52,17 + 1,73)
Crepicatequina  289/137: 28o1ga  OAGDE189 117861380 117,662+ 4,55
(300+ 1,64  (107,06+1253) (106,90 + 4,13)
()-galocatequina  305/109: 3051137 02 £0.10 0.38a 10,08 0.30a £ 0,09
(0,35 + 0,09) (0,35 + 0,07) (0,27 + 0,08)
R 205/106: 305157 018D £0.10 0,30b + 0,13 0,52a + 0,09
epigalocatequina ’ (0,14 + 0,09) (0,27 + 0,12) (0,47 + 0,08)
(‘Fepicatequinad  yuioic saipge 0872018 0,14b + 0,05 0,17b + 0,03
galato (0,76 + 0,15) (0,13 +0,05) (0,16 + 0,03)

Total monémeros (mg eq.
catequina/kg produto, DW*

21,19b £ 11,70

253,24a + 29,70

251,13a £ 5,10

Total monémeros ( mg eq. de

+ + +
catequina/kg produto FW) (18,37 £ 10,12) (230,05 * 26,98) (228,17 £ 4,64)
_Flavan-3- pares m/z CRO-16 CRD-1 CRD-2
Ois dimeros
o 19,06a + 7,04 10,16a + 2,61 10,37a + 1,16
Procianidina B1 5771425; 577/407
(16,53 + 6,08) (9,23 £ 2,38) (9,43 £ 1,06)
o 10,06b + 6,19 208,76a + 30,31 209,74a + 12,31
Procianidina B2 5771425; 577/407
(8,72 £ 5,36) (189,65 + 27,53) (190,57 + 11,18)
11,94b + 7,30 247,76a + 35,97 248,92a + 14,61

Procianidina B4

577/425; 577/407

(10,35 + 6,36)

(225,07 + 32,68)

(226,16 + 13,27)

Total dimeros (mg eq. de
catequina/kg produto, eq. DW)

26,80b + 12,72

263,50a = 39,90

263,83a £ 15,37

Total dimeros (mg eq. de
catequina/kg produto, FW)

(23,23 + 10,99)

(239,37 * 36,25)

(239,71 £ 13,97)

Total (mg eq. de catequina/kg produto,
W)

47,99b * 24,36

516,73a £ 68,70

514,97a £ 20,34
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Total (mg eq. de catequina/kg produto,
(mg eq qu gp (41,60 + 21,07)  (469,41+62,41) (467,88  18,49)

'Abreviagdes: DW, base seca; 2a, b: letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam
diferencga significativa na concentragdo para amostras (teste de Student-Newman-Keuls S-N-K,
a = 0, 05). Fonte: elaborada pela autora (2020).

Também pode-se afirmar, com base na literatura, que era esperado para
os drageados que o principal mondmero de flavan-3-6is fosse a (-)-epicatequina
(EC), seguida pela (+)-catequina (C), uma vez que esses sdo 0s principais
compostos dessa classe para chocolates e produtos de cacau (EFRAIM;
BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA JARDIM, 2011a; MARTINI; CONTE;
TAGLIAZUCCHI, 2018).

Nos drageados avaliados nessa pesquisa, a EC representou, sozinha,
cerca de 23% do total de flavan-3-6is encontrados, demonstrando dessa maneira
ser o principal composto fendlico nos produtos obtidos, dados esses
consistentes com o apresentado pela literatura. A EC é reportada como o
principal monémero em produtos de cacau, podendo representar até 35% da
concentracdo total dos fendlicos, dependendo do produto e tipo de
processamento em questdao (EFRAIM; BARRETO ALVES; CALIL PEREIRA
JARDIM, 2011a; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018; WOLLGAST;
ANKLAM, 2000).

Quanto a concentragdo de catequina e epicatequina, Todorovic et al.
(2015), ao avaliarem os compostos fendlicos em chocolates adicionado de
framboesas, notaram que a presenca das framboesas nao exerceu influéncia
nas concentracdes obtidas, uma vez que as concentragdes de catequina e
epicatequina foram em média, respectivamente, de 137 mg /kg e 225 mg/kg para
os chocolates amargos; e de 176 mg /kg e 235 mg/kg nos chocolates com
framboesa. Os valores apresentados neste trabalho foram superiores aos
encontrados no presente estudo.

Outras pesquisas avaliando o perfil de flavan-3-6is de chocolates e
produtos de cacau também encontraram valores maiores para os compostos
apresentados, por exemplo, Gonzalez-Barrio et al. (2020), em estudo para obter
um chocolate amargo rico em polifendis usando cacau em p6 para a melhora no
perfil fendlico, identificaram os monémeros de C e EC como os principais flavan-
3-06is em sementes de cacau, sendo a EC o principal monémero de flavan-36is

com quantidades entre 4000 e 4500 mg/kg DW. Quanto aos dimeros, os
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principais foram PB1 e PB2, sendo a PB2 a majoritaria com valores dentre 300
a 10000 mg/kg DW, dependendo da origem geografica.

Martini, Conte e Tagliazucchi (2018), ao avaliar o perfil qualitativo e
quantitativo de compostos fendlicos em chocolate (70% cacau) e chocolate
enriquecido com folhas de cha verde Sakura ou acafrdo em pod, observaram
conteudos EC de 203,29 £ 10,68 mg/100g, 303,69 + 11,65 mg/ 100g e 218,43 +
8,08 mg/100g, respectivamente; como também concentragdes de C de 66,20 +
1,99, 69,62 + 5,28 e 71,13 + 2,15 mg/ 1009, respectivamente; e, concentragao
total de flavan-3-6is de 503,76 + 8,98, 726,03 + 14,53, e 538,71 + 8,99 mg/100g,
respectivamente.

BelSc¢ak et al. (2009), avaliando chocolates com diferentes conteudos de
sélidos de cacau em extrato metandlico desengordurado, encontraram valores
de EC e de C, respectivamente de 1,68 + 0,27 mg/g e 0,25 + 0,17 mg/g para
chocolate com 88% de sélidos de cacau.; 0,75 + 0,03 mg/g e 0,05 £ 0,02 mg/g
para chocolate com 72% de sélidos de cacau; 1,20 £ 0,20 mg/g e 0,59 + 0,11
mg/g para chocolate com 60% de solidos de cacau; e 0,10 + 0,01 mg/g e 0,02 +
0,01 mg/g para chocolate ao leite (29% de sdélidos de cacau).

Quanto aos dimeros, foram detectadas a presenga das procianidinas PB1,
PB2 e PB4 em todas as amostras analisadas, sendo que para os drageados a
PB4 foi a de maior concentracdo, seguida pela PB2, enquanto que a PB1 se
manteve em concentragcdes estatisticamente iguais a da uva passa utilizada
como nucleo do drageado. Komes et al. (2013), em pesquisa sobre a influéncia
da adicdo de frutas desidratadas (ameixa, papaia, damasco, uva passa €
cramberries) na concentracdo de compostos bioativos em chocolate amargo e
ao leite, observaram que as frutas desidratadas possuiam uma concentracéo de
procianidinas superior aos chocolates, tendo as uvas passas o0 segundo maior
conteudo de procianidinas.

Também foi realizada a avaliacdo das caracteristicas estruturais dos
flavan-3-6is ndo monoméricos (proantocianidinas; PA), ou seja, de dimeros a
polimeros, por meio da reagdo de despolimerizagdo com pirogalol, liberando
“unidade terminal” como flavan-3-6is monémeros e, o restante dos compostos
foi denominado como “unidade de extensao” (Tabela 13).

Para caracterizacao estrutural destes compostos foi calculada a % de

galoilacédo e de prodelfinidinas. Nos calculos de % de galoilagdo e de
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prodelfinidinas foram levados em conta somente as unidades de CG e ECG (para
a % galoilagao) e as unidades de GC e EGC (para a % prodelfinidina), que foram
liberadas durante a despolimerizacdo da proantocianidinas. As formas livres
existentes antes da despolimerizagcao nao foram consideradas.

Observando os dados apresentados na Tabela 13, € possivel notar que
para os drageados o0 grau médio de polimerizacdo (mDP) foi de
aproximadamente 2,70, indicando predominancia de proantocianidinas dimeras
(procianidinas). A % de galoilacao foi significativamente inferior (o = 0,05) as das
encontradas para as uvas passas, além disso, ao avaliar as unidades terminais
e de extensao, notou-se que ha uma prevaléncia da EC sobre a C e também

uma predominancia de unidades de extensao de EC.

Tabela 13 - Caracterizagdo estrutural das proantocianidinas (valor médio? +
desvio padréo, n = 3) de drageados de BRS Clara (CRD-1 e CRD-2) e uva passa
com azeite (CRO-16)

Proantocianidina® CRO-16 CRD-1 CRD-2
mDP 4,15a £ 0,31 2,70b £ 0,12 2,71b £ 0,02
% galoilagao 5,90a + 0,94 0,51b £ 0,16 0,42b £+ 0,01
% prodelfinidina 6,76a + 0,47 2,24b £ 0,73 2,08b £ 0,21
% C-terminal 49,03a £ 3,54 23,75b + 0,99 22,86b + 0,29
% EC-terminal 16,21b + 1,64 46,55a + 0,67 46,84a + 1,01
% GC-terminal 2,60a + 2,35 0,14a £ 0,03 0,11a+ 0,03
% EGC-terminal 0,69a + 0,15 0,12b + 0,06 0,20b £ 0,03
% ECG-terminal 3,14a £ 1,46 0,03b £ 0,01 0,04b £ 0,01
% C-extensao 3,15b + 0,51 4,86a £ 0,76 4,72a+ 0,25
% EC-extensao 84,63b + 1,53 91,58a + 1,95 92,22a + 0,47
% EGC-extensao 7,18a + 0,39 2,99b + 1,03 2,60b £ 0,31
% CG-extensao 4,54a 0,94 0,51b + 0,15 0,41b £ 0,01

% GC-extensao

% ECG-extensao
% GCG-extensao
% EGCG-extensao

0,012a £ 0,008
0,001a + 0,000

ND
0,49a + 0,04

0,006a + 0,003
0,001a + 0,000
0,011a £ 0,005

0,04b + 0,02

0,005a + 0,001

0,001a + 0,001

0,005a + 0,005
0,03b £+ 0,01

Total PA2 (mg/kg de
produto - DW)

421,65a £ 137,60

768,32a * 208,22

783,14a * 57,57

Total PA (mg/kg de
produto - FW)

365,62 + 118,61

697,96 + 189,15

711,54 £ 52,30

Taninos

Condensados® (mg/kg 5516,92c * 613,66

de produto - DW)
Taninos

Condensados (mg/kg 4846,63 + 544,25

de produto - FW)

20696,41a = 1402,03

18801,09 £ 369,66

19491,72a + 1315,92

17709,56 + 213,61
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'Abreviagdes: MDP, grau médio de polimerizacao; % Galoilagdo, % de unidades 3-galato; %
Prodelfinidinas, % de epigalocatequina. 2 a, b: letras minUsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa na concentragdo para amostras (teste de Student-Newman-Keuls
S-N-K, a = 0, 05). Fonte: elaborada pela autora (2020).

Estudos indicam que a estrutura das proantocianidinas do cacau é
composta principalmente por procianidinas, n&o galoiladas, com predominancia
da EC sobre C, sendo a unidade de extensdo a dominante (WOLLGAST;
ANKLAM, 2000; ESCRIBANO-BAILON et al., 1992; PASCUAL-TERESA et al.,
1998), portanto, o perfil das proantocianidinas encontrado para os drageados é
mais préximo ao observado para cacau e produtos derivados, permitindo assim
concluir que a adi¢gao do chocolate na uva passa exerceu grande influéncia sobre
o perfil de flavan-3-6is e proantocianidinas do produto final.

Quanto a concentracao total de PA, nota-se que houve um aumento nos
valores absolutos determinados nos drageados em relagéo a uva passa utilizada
como nucleo do drageado. O mesmo comportamento € observado para a analise
de taninos condensados com el método de la metilcelulosa, evidenciando assim
a maior influéncia do chocolate frente a uva passa na concentracdo de PA do
produto final. Avaliagéo similar também foi observada por Todorovic et al. (2015)
ao avaliarem os compostos fendlicos presentes em chocolates adicionados de
franboesa, uma vez que a presenca da framboesa em chocolate amargo nao
exerceu influéncia sobre a concentragcdo de PA (mg equivalentes de cloreto de
cianidina/g - FW), sendo de 2,31 £ 0,80 nos chocolates amargos e de 2,27 £ 0,21
nos chocolates com framboesa.

Esses resultados mostram que a concentracdo de flavan-3-6is nos
drageados produzidos com a uva passa foi significativamente elevada devido a
contribuicdo do chocolate. Influéncia também observada por Komes et al. (2013)
em estudo da influéncia do enriquecimento de chocolates com frutas
desidratadas (ameixa, papaia, damasco, uva passa e cramberries), onde
observaram que em extrato metandlico a combinagdo de uva passa com
chocolate amargo (42% de sélidos de cacau) resultou em concentragbes de
flavan-3-6is superiores aos encontrados nas uvas passas, evidenciando desse
modo que os solidos de cacau nao gordurosos foram a principal fonte de flavan-
3-06is nos chocolates elaborados.
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ApOs realizar uma ACP para as classes de estilbenos, flavan-3-6is e
proantocianidinas (Figura 26) foi possivel verificar a diferenciacdo das amostras
de drageados das amostras de uvas passas em CP 1 (53,50%). Os drageados
foram caracterizados pela %EC-term (-0,850), %EC-ext (-0,848) e e da
concentragdo de taninos condensados (-0,821), ilustrando dessa maneira a
caracterizagao estrutural das proantocianidinas de acordo com o apresentado na
Tabela 13, onde observa-se que esses compostos tem maior concentragao nas
amostras de drageados.

Figura 26 - ACP para a classes de estilbenos e flavan-3-o6is.
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, Total Mon.(0,971).
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___________________ CRD.2-1 -
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CP 1 (53,50%)

Fonte: elaborado pela autora (2020)

Ja as amostras de uva passa foram caracterizadas pelas concentragdes
de PB1 (0,965); PA (0,957); EGC (0,952); ECG (0,931); cis-piceido (0,847) e
porcentagens de % EGC-term (0,931); % CG-ext (0,929); % Galoilagéo (0,915);
% EGCG-ext (0,873)e % Prodelfinidinas (0,813), ilustrando dessa maneira o

apresentado pelas Tabelas de 11 a 13, todos esses compostos, exceto ECG,
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estdo em maior concentracdo nas uvas passas e o0 ECG estd em uma menor
concentracdo nessas amostras que nos drageados.

Em CP2 (30,05%), também foi possivel a diferenciagdo das amostras de
drageados das amostras de uva passa, exceto pela amostra CRO16-2, sendo
que no lado positivo estdo as amostras de drageados caracterizadas pela
concentracdo total de flavan-3-6is (0,993), dimeros (0,990) e mondmeros
(0,971), corroborando assim com os dados apresentados pela Tabela 12. No
lado negativo de CP2 pode-se observar a caracterizagdo das amostras de uva
passa pela %GC-term (-0,873) e de %GC-ext (-0,850).
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5.3.3. Analise Sensorial
5.3.3.1. Caraterizagcao do consumidor

Os consumidores (49) para a analise dos drageados de uva passa com
chocolate foram descritos como predominantemente do sexo feminino (78%),
com faixa etaria variando entre 18 e 34 anos e grau de escolaridade
compreendendo principalmente entre ensino superior completo ou acima deste
(mestrado, pés-graduacdo completa ou pds-doutorado) (65%). Dentre os
consumidores selecionados, 63% e 82% declararam gostar muito ou muitissimo
(notas 8 e 9) de uva passa e chocolate meio amargo, respectivamente (Figura
27).

Quanto ao habito de consumo dos alimentos (chocolate meio amargo e
uva passa) relacionados aos produtos a serem avaliados posteriormente pelos
consumidores (drageados de uva passa com chocolate), notamos que de acordo
com a Figura 28, para chocolate meio amargo, a maioria dos consumidores
(69%), declaram consumir este produto 1/semana (31%) ou quinzenalmente (39.
Para uva passa a maior parte dos consumidores (53%), declarou consumir este

tipo de produto mensalmente.

Figura 27 - Frequéncia de consumo dos alimentos relacionados aos produtos

avaliados (1- desgosto muitissimo; 5- ndo gosto/nem desgosto; 9- gosto

muitissimo).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)
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Figura 28 - Frequéncia de consumo dos alimentos relacionados aos produtos

avaliados.
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

5.3.3.2. Analise Descritiva — RATA

Conforme os resultados apresentados pelas Tabela 14 e Figura 29, a
aparéncia do drageado de uva passa de BRS Clara (CRD) foi descrita
principalmente pela cor marrom, tendo sido esta apontada como aplicavel (notas
4 e 5) para descrever a respectiva amostra por 88% dos consumidores, seguido
pelo descritor “opacidade”, apontado como aplicavel por 65% dos consumidores.
Por outro lado, o descritor “rugosidade da cobertura” foi indicado com baixa
aplicabilidade (notas de 1 a 3) por 57% dos consumidores e nao aplicavel (nota
0) por 27%.

Em relagdo ao atributo odor de drageado de CRD, o descritor “odor de
chocolate amargo”, foi aplicavel (notas 4 e 5) por 53% dos consumidores. Ja os
descritores odor de “chocolate ao leite” e “gordura/manteiga de cacau” foram
indicados como nao aplicavel (nota 0) as amostras de CRD por 14% e 12% dos
consumidores, respectivamente, e com baixa/pouca aplicabilidade (notas de 1 a
3) por 55% e 51% dos consumidores, respectivamente (Figura 30).
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Tabela 14 - Médias (x desvio padrdo, n = 49) atribuidas aos descritores
sensoriais e termos hedbnicos para o drageado de uva passa com chocolate a

partir da cultivar BRS Clara.

Atributos sensoriais Média + desvio padrao
Cor Marrom 4,57 +0,87
Aparéncia Opacidade 3,71 £1,35
Rugosidade da cobertura 1,65+ 1,51
Chocolate amargo 3,33+ 1,08
Odor Chocolate ao leite 2,47 £1,71
Gordura/Manteiga de Cacau 2,65 1,73
Doce 3,86 + 1,08
Gosto Azedo 2,75+ 1,81
Amargo 1,88 £ 1,54
Chocolate amargo 2,71 +£1,65
Chocolate ao leite 2,90 £+ 1,61
Sabor Uva passa 3,88 + 1,45

Gordura/Manteiga de

Cacau/Amanteigado 212£1,70
Macio 4,20 + 0,96
Textura
Adesivo 2,02+1,70
Gostoso 4,37 +0,88
Agradavel 4,18+1,15
Termos Natural 2,98 +1,73
HedoOnicos
Interessante 414 + 1,32
Prazeroso 4,31+1,08

Fonte: elaborada pela autora (2020)
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Figura 29 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos descritivos de
aparéncia avaliados para a amostra de drageado (0 — ndo aplicavel; 1 — pouco
aplicavel; 5- muito aplicavel).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

Figura 30 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos de odor avaliados
para a amostra de drageado (0 — n&do aplicavel; 1 — pouco aplicavel; 5- muito
aplicavel).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)
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Para o sabor, o drageado avaliado foi descrito principalmente pelo gosto
doce, o qual foi indicado como aplicavel (notas 4 e 5) por 71% dos consumidores.
O descritor “azedo” foi considerado como ndo aplicavel ao drageado por 22%
dos consumidores, enquanto que “amargo” foi considerado como n&o aplicavel
por 20% dos consumidores. Além disso, ambos os descritores foram
considerados de baixa aplicabilidade (notas 1 a 3) por 35% e 59% dos

consumidores (Figura 31), respectivamente.

Figura 31 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos de gosto avaliados
para a amostra de drageado (0 — nao aplicavel; 1 — pouco aplicavel; 5- muito

aplicavel).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

Para os atributos sensoriais de sabor, a amostra CRD foi melhor descrita
pelo sabor de “uva passa”, termo indicado como aplicavel (notas 4 e 5) por 67%
dos consumidores (Figura 32). O termo descritor de sabor de “gordura/ manteiga
de cacau/ amanteigado” foi considerado como n&o aplicavel por 18% dos
consumidores, e de baixa aplicabilidade por 57%, ja para os termos de

“chocolate ao leite” e “chocolate amargo”, essas avaliagbes de nao aplicabilidade
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ou baixa aplicabilidade do termo, foi indicada por 12% e 49% e 8% e 47% dos

consumidores, respectivamente.

Figura 32 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos de sabor avaliados
para a amostra de drageado (0 — n&o aplicavel; 1 — pouco aplicavel; 5- muito

aplicavel).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

Quanto a textura, o drageado CRD avaliado foi descrito pela sua maciez
(Tabela 14), sendo o “macio” apontado como aplicavel por 80% dos
consumidores que avaliaram o drageado. Em contrapartida, o descritor “adesivo”
foi considerado como nao aplicavel por 24% dos consumidores, e de baixa
aplicabilidade por 51% deles (Figura 33).

Todas os termos heddnicos apresentados na ficha sensorial, a excecao
do termo “Natural” (Tabela 14), foram considerados como aplicaveis ao
drageado CRD. O termo “Natural” foi indicado como n&o aplicavel por 12% dos
consumidores, e de baixa aplicabilidade por 39%. Os demais termos hedbnicos
apresentados, “Gostoso”, “Agradavel”’, “Prazeroso” e “Interessante” foram
considerados como aplicavel por 86%, 84%, 80% e 82% dos consumidores,

respectivamente (Figura 34).
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Figura 33 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos de textura avaliados
para a amostra de drageado (0 — n&o aplicavel; 1 — pouco aplicavel; 5- muito
aplicavel).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

Figura 34 - Frequéncia (%) de notas atribuidas aos termos hedbnicos
avaliados para a amostra de drageado (0 — nao aplicavel; 1 — pouco aplicavel;
5- muito aplicavel).

70%

60%

50%
40%
30%
20%
10% II
R T T |
1 2 3 4 5

0

X

B Gostoso M Agradavel Natural M Interessante M Prazeroso

Fonte: elaborada pela autora (2020)

Vale mencionar que os descritores cor marrom, gosto doce e textura

macia, além dos termos hedbnicos gostoso e prazeroso foram considerados
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aplicaveis por todos os consumidores que avaliaram o drageado de uva passa

com chocolate a partir da cultivar BRS Clara.

5.3.3.3. Aceitagao global dos drageados

A maioria dos consumidores, 82%, declararam gostar muito ou muitissimo
(notas 8 e 9 - Figura 35) do drageado da uva passa de BRS Clara avaliado, o
que é claramente refletido na nota média para a aceitagcdo global do produto
(8,20 = 0,89), nenhum consumidor declarou desgostar do drageado avaliado, ou
seja, todos os consumidores avaliaram positivamente o produto (notas de 6 a 9),
evidenciando assim a excelente aceitagdo do drageado avaliado pelos

consumidores.

Figura 35 - Frequéncia de notas para aceitagao global do drageado avaliado

(1- desgostei muitissimo; 5- ndo gostei/nem desgostei; 9- gostei muitissimo).
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Fonte: elaborada pela autora (2020)

5.3.3.4. Correlagao entre termos descritos e aceitagao global

Com o objetivo de verificar quais termos descritores avaliados tiveram
uma correlagdo com a aceitagdo global do drageado CRD, e se houve uma
correlagao dos termos descritos utilizados entre si, foi realizada uma Analise de
Correlagao de Pearson, com 95% de nivel de confianga (Tabela 15).
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Tabela 15— Correlagcédo de Pearson entre termos descritivos e aceitagdo global do drageado avaliado.

CM OoP RC OCA OCL OG D AZ AM SCA SCL SUP SG M AD G AG N INT P Aceit
CM 1
orP ,071 1
RC -212 ,206 1
OCA ,353° 223 ,116 1
ocL -072 -022 ,356° -,192 1
oG -171 -204 193 -343" 275 1
D ,067 071 ,289° -022 410" ,018 1
AZ -095 -106 ,060 -008 ,240 ,059 -029 1
AM ,038 -117 ,350° ,409" ,102 ,023 -036 ,116 1
SCA 117 -047 178 472" -048 -219 ,012 ,347" 489" 1
sCL ,073 ,005 ,148 -116 ,699" 227 447" ,034 -098 -341" 1
sup ,007 -050 ,332° ,057 ,158 ,240 ,281 ,361" ,161 ,299" ,128 1
sG -119 -219 ,333° -090 ,488" ,652" ,021 ,145 ,348" -002 ,369" ,343" 1
M ,057 -018 ,238 ,084 297" ,132 ,009 ,114 ,032 ,197 ,190 ,093 ,189 1
AD ,006 -025 ,385" ,194 226 ,251 ,330" -032 471" ,106 ,221 ,313 373" -015 1
G , 01,194 317 334" 063 -051 ,100 ,110 ,188 ,189 ,056 -110 -155 353" ,092 1
AG 332" ,075 -023 ,098 -077 ,022 -046 -048 ,178 ,006 -035 -049 -129 ,079 ,019 487" 1
N ,060 ,211 ,350° ,043 321" 116 222 139 -,009 -039 ,404" ,115 ,065 ,457" -021 ,456" 317 1
I 291" 163 ,015 ,134 145 050 -,117 ,041 ,122 -057 ,193 -143 ,011 273 -066 ,400" ,764" ,403" 1
P ,276  ,089 ,207 ,298 ,022 -198 -015 ,071 ,236 ,190 -053 -187 -303" ,320° -015 ,751" ,606" ,404" 463" 1
Aceit ,251 -,020 -,024 ,137 -078 ,006 -251 -059 -042 ,083 -087 -206 -086 ,440" -196 ,380" ,289" ,301" ,382" ,366" 1

Abreviagdes: CM, Cor Marrom; OP, Opacidade; RC, Rugosidade da cobertura; OCA, Odor de Chocolate amargo; OCL, Odor de chocolate ao leite; OG, Odor
de Gordura/Manteiga de Cacau; D, Gosto doce; AZ, gosto azedo; AM, gosto amargo; SCA, Sabor de Chocolate amargo; SCL, Sabor de Chocolate ao leite;
SUP, Sabor de Uva passa; SG, Sabor de Gordura/Manteiga de Cacau/Amanteigado; M, textura macia; A, textura adesiva; G, Gostoso; AG, Agradavel; N,

Natural; INT, Interessante; P, Prazeroso; Aceit, aceitagao global; * Correlagao significativa (p < 0,05). Fonte: elaborada pela autora (2020)
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A aceitacédo global do drageado teve correlagdo moderada com o descritor
“‘macio” do atributo textura (0,440), e com os termos heddbnicos gostoso (0,380),
agradavel (0,289), natural (0,301), interessante (0,382) e prazeroso (0,366). Entre os
termos descritores, foi possivel verificar uma forte correlagéo (p < 0,01) entre o odor e
sabor de chocolate ao leite (0,699) e entre os termos heddnicos interessante e
agradavel (0,764), gostoso e prazeroso (0,751) e agradavel e prazeroso (0,606).

Vale mencionar, as correlagdes negativas entre o sabor de chocolate ao leite e
o sabor de chocolate amargo (-0,341), odor de gordura/manteiga de
cacau/amanteigado e odor de chocolate amargo (-0,343), e o termo prazeroso e o
sabor de gordura/manteiga de cacau/ amanteigado (-0,303). Essas correlagdes
negativas permitem notarmos que os consumidores puderam discriminar entre sabor
de chocolate ao leite e sabor de chocolate amargo, e entre o odor de chocolate amargo
e odor gordura/ manteiga de cacau/ amanteigado. Além disso, foi possivel notar
também que os consumidores em questdo ndo apreciam/esperam neste tipo de
produto o sabor de gordura/manteiga de cacau/amanteigado, e que a presencga desse
sabor deixaria o produto menos prazeroso na percepg¢ao do consumidor.

Diante dos resultados de perfil de fendlicos e analises sensoriais apresentados,
pOde-se observar que o chocolate e frutas secas combinadas produzem uma matriz
complexa, uma vez que sao substratos com grandes diferengas composicionais.
Dessa maneira, as diferengas de resultados entre o produto estudado e os dados
encontrados na literatura para cacau e produtos de cacau sdo esperados e podem ser
justificados pelas diferengas nos processos tecnoldgicos aplicados, como também da
metodologia aplicada para a extragdo dos compostos de interesse.

No presente estudo, os drageados produzidos possuem uma proporgao de 50%
m/m de chocolate e uva passa e a complexidade da matriz formada, bem como a
eficiéncia maxima de extracdo de compostos fendlicos nem sempre sera alcangada
com a utilizagdo do mesmo solvente para ambos produtos (frutas secas e chocolate
com frutas secas) (KOMES et al., 201; WOLLGAST; ANKLAM, 2003).
Independentemente desses fatores, os resultados apresentados permitem concluir
que o drageamento com chocolate foi responsavel por um aumento na concentragao
de compostos fendlicos, principalmente para a classe dos flavan-3-6is e
proantocianidinas, em comparagao com a uva passa utilizada como seu nucleo. Pode-

se afirmar entdo que o drageado de uva passa BRS Clara com chocolate amargo é



141

um alimento com interessante perfil e concentracdo de compostos fendlicos, com

otima aceitagao sensorial e considerado gostoso e prazeroso pelos consumidores.
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6. CONCLUSAO

Uvas passas foram produzidas a partir da cultivar BRS Clara. No processo de
obtencao destas uvas passas foi avaliado um pré-tratamento com aplicagcao de azeite
de oliva extra virgem diretamente sobre as bagas da uva com o objetivo de acelerar o
processo de desidratagdo, e consequentemente, preservar ao maximo os compostos
fendlicos presentes.

As uvas provenientes das trés safras utilizadas como matéria-prima para
elaboracao das passas apresentaram diferencas qualitativas e quantitativas no perfil
fendlico e estas diferengas, juntamente com outros fatores inerentes do processo de
desidratagéo (tamanho das bagas, umidade relativa do ar e tempo de desidratagéo),
influenciaram os perfis fendélicos das passas produzidas.

O emprego do pré-tratamento das uvas com o azeite (1,43 mL de aceite/kg uva)
promoveu uma reducdo significativa nos tempos de secagem (34%-45%),
confirmando sua efetividade na aceleracéo do processo de desidratagao das uvas. De
forma geral, o pré-tratamento auxiliou para melhora nas retengdes da maioria dos
compostos fendlicos presentes nas uvas (DAHC, estilbenos, flavan-3-6is e
proantocianidinas), com exce¢ao da classe dos flavondis, obtendo-se entdo passas
ainda com elevada concentragao de compostos fendlicos.

Ao apostar no uso das passas produzidas, com o emprego do pré-tratamento
com azeite, como nucleos naturais de drageados de chocolate pode-se verificar que
a mistura de chocolate e passas resultou em um produto com perfil de compostos
fendlicos mais complexo e de elevada concentragao. Além disso a avaliagao sensorial
do drageado produzido mostrou um produto com étima aceitagéo sensorial e descrito
principalmente pela cor marrom, gosto doce e textura macia, além dos termos
heddnicos gostoso e prazeroso pelos consumidores. Estes resultados demonstram o
potencial da uva BRS Clara para a produg¢ao de uvas passas e a aplicagao dessas
passas como nucleos naturais no desenvolvimento de drageados de chocolate com

elevada concentragao de compostos fendlicos e aceitagao.
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7. CONCLUSION

Se ha estudiado el proceso de produccion de pasas a partir de uvas de la
variedad BRS Clara, evaluando el efecto de la aplicacion directa sobre las uvas de un
pretratamiento con aceite de oliva virgen extra en la duracion del proceso de secado
y el contenido en compuestos fendlicos.

Las uvas BRS Clara de las tres cosechas utilizadas como materia prima para
la preparacion de pasas mostraron diferencias cualitativas y cuantitativas en el perfil
fendlico y estas diferencias, junto con otros factores inherentes al proceso de
deshidratacion (tamafo de las bayas, humedad relativa y tiempo de deshidratacion),
influyeron en los perfiles fendlicos de las pasas producidas.

La aplicacion del pretratamiento con aceite de oliva en las uvas (1,43 mL de
aceite/kg uva) promovio una reduccién significativa en los tiempos de secado (34%-
45%), lo que confirma su efectividad para acelerar el proceso de deshidratacién de las
uvas. En general, el pretratamiento ayud6 a mejorar la retencién de la mayoria de los
compuestos fenolicos presentes en las uvas (DAHC, estilbenos, flavan-3-ols y
proantocianidinas), con la excepcion de la clase de flavonol, obteniendo pasas aun
con alta concentracion de compuestos fendlicos.

En estudio del uso de pasas producidas con el pretratamiento con aceite de
oliva, como centros naturales de grageas de chocolate, se pudo verificar que la mezcla
de chocolate y pasas dio como resultado un producto con un perfil fendlico mas
complejo y de elevada concentracion. Ademas, la evaluacion sensorial de la gragea
producida mostré que se trata de un producto con buena aceptacion sensorial y
atractivo para el consumidor.

Estos resultados demuestran el potencial de la uva BRS Clara para produccion
de pasas y la aplicacion de esas pasas como centros naturales en el desarrollo de

grageas de chocolate con alta concentracién de compuestos fendlicos.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp"a' OLIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de S80 José do Rio Freto

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE
(Conselho Nacional de Sande, Resolugio 466/2012)

Voce esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa
“Analise descnitiva de drageados de uva passa com chocolate (RATA — Rate All That
Apply) ” sob responsabilidade da pesquisadora Carolinz Olivati. O estudo sera realizado
através de analises sensonais de drageados de uva passa com chocolate produzidos para
a avahagdo desentiva dos mesmos. Os niscos fisicos a sua sande s3o minimos, embora 05
produtos sejam de consumo comum, além de serem manipulados utilizando-se as Boas
Praticas de Manipulag3o/Fabricagdo. Vocé devera informar a pesquisadora responsavel
caso possua alergia efou intolerancia a algum dos ingredientes utilizados na formulagdo
dos produtos: uva, chocolate, cacau eou goma acacia. Vocé podera consultar a
pesquisadora responsavel em qualquer época, pessoalmente ou pelo telefone da
institwigdo, para esclarecimento de qualquer duvida. Vocé esta Inre para, a qualquer
momento, demxar de participar da pesquisa. Todas as informagtes por vocé fomecidas e
o5 resultados obtidos, independentemente do fato destes poderem mmudar seu
consentimento em participar da pesquisa. Vocé nio tera quaisquer beneficios ou direitos
financeiros sobre eventuais resultados decomentes da pesquisa. No caso de eventual
problema de saude (efeito adverso) decorente de sua participacio nos testes sensonais,
voce sera encamunhado a Secgdo Técmica de Saude do IBILCE, situado a Rua Cnistovio
Colombo, 2265- Jardim Nazareth — S30 José do Rio Preto/SP — Telefones (17) 3221.2415
—32212416-3221.2485.

Diante das explicagtes, se vocé concorda em participar deste projeto, por favor, informe
seus dados abaixo e assme este Termo.

Nome: RG.
Enderego: Fone:
S3o José do Rio Preto, de de 2017
Usuano ou responsavel legal Pesquisador responsavel

OBS.: Termo apresentado em duas vias, uma destinada ao usuario ou seu representante
e a outra a0 pesquisador.

Nome: Carolina Olivati | Cargo/Fungio: Aluna de Doutorado
Institmig3o: Departamento de Engenhana e Tecnolozia de Alimentos/Tbilce/Unesp
Enderego: Rua Cnstovao Colombo, 2265 - Jardim Nazareth — S3o Joseé do Rio
Preto/SP — Telefone (17) 3221.2719

Projeto submetido a0 Comuté de Etica em Pesquisa do IBILCE/UNESP

S3o Jozé do Rio Preto — Fone (17) 3221.2480 e 3221.2545

Incittuto de Bicciénolac, Letrac o Ciénolac Exatac
Departamento ce Engenharia e Teonologia de Almentoc
Rua CrsaovSo Colombo, 2265, Jardim Nazareth, CEP. 15054000, S80 José do Rio PretorSP Tel. (17) 3221-2250 FAX
221-2299
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Nome:

Lista prévia de termos para sensorial de uvas passas drageadas com chocolate —
Avaliadores treinados

APENDICE B - Ficha Descritiva Prévia

Data:

Amosira:

Termo descritor
Aparéncia
Cor Marrom
Opacidade
Rugosidade da cobertura
Odor
Chocolate amargo
Chocolate ao leite
Gordura/Manteiga de Cacau
Gosto e Sabor
Doce
Azedo
Amargo
Chocolate amargo
Chocolate ao leite

Uva passa

Gordura/ Manteiga de Cacau/
Amanteigado

Textura
Maciez (forca necessdria pars
obter uma deformagao, penetracdo
ou rupturs de um alimento)

Adesividade (forca requerids pars
remover © s&limento de ums
superficie (dentes, palato, etc)

Textura gordurosa

Textura de umidade

Intensidade

(moderada)

(
(
(

3

)
)
)
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Nome:
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APENDICE C - Ficha de Recrutamento

Idade: Sexo: ( )F ( )M Fumante: ( )Sim ( )Nao
Escolaridade:

1. Indique de acordo com a escala abaixo a frequéncia com que vocé consome 0s seguintes produtos:

(
(
(

(

)
)
)

)

Uva passa
Chocolate meio amargo

Produtos que contenham uva passa

(ex. bolos, sorvetes, iogurtes, bolachas, cereais, etc)
Produtos que contenham chocolate meio amargo
(ex. bolos, sorvetes, bolachas, cereais, etc)

(5)
(4)
()
(2)
(1)

Diariamente
Até 3x/semana
1x/semana

Quinzenalmente

Mensalmente

2. Indique de acordo com a escala abaixo o quanto vocé gosta ou desgosta de cada um dos seguintes
produtos

—~ e~~~

e e

Uva passa

Chocolate meio amargo

Produtos que contenham uva passa

Produtos que contenham chocolate meio amargo

(9)
(8)
(7)
(6)
(5)
(4)
(3)
(2)
(1)

Gosto muitissimo

Gosto muito

Gosto moderadamente
Gosto ligeiramente

Nao gosto/ nem desgosto
Desgosto ligeiramente
Desgosto moderadamente
Desgosto muito

Desgosto muitissimo
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APENDICE D - Ficha de Aceitacdo Global

Nome: Data: Amostra:

Vocé esta recebendo um drageado de uva passa com chocolate (uva passa recoberta com chocolate), por favor,
prove-o e indique na escala abaixo com um X o quanto vocé gostou ou desgostou do produto:

(

Gosto extremamente
Gosto muito

Gosto moderadamente
Gosto levemente

N&o gosto/nem desgosto
Desgosto levemente
Desgosto moderadamente
Desgosto muito

Desgosto extremamente

o~ o~
e e e e e S
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APENDICE E - Ficha Descritiva Utilizada para Analise Final

Nome: Data: Amostra:

Avalie o DRAGEADO DE UVA PASSA COM CHOCOLATE (uva passa recoberta com chocolate) e indique com
um X o qu3o, em sua opinido, os termos se aplicam ou n3o a amostra.

Noio Po:nco 2 3 4 M:it:o
Aparéncia aplicavel aplicavel aplicavel
Cor Marrom () () () () () ()
Opacidade () () () () () ()
Rugosidade da cobertura () () () () () ()
Odor
Chocolate amargo () () () () () ()
Chocolate ao leite () () () () () ()
GorduraManteiga de Cacau () () () () () ()
Gosto
Doce () () () () () ()
Azedo () () () () () ()
Amargo () () () () () ()
Sabor
Chocolate amargo () () () () () ()
Chocolate ao leite () () () () () ()
Uva passa () () () () () ()
Gordura/ Manteiga de Cacau/ Amanteigado () () () () () ()
Textura
Macio () () () () () ()
Adesivo () () () () () ()
Termos Hedonicos
Gostoso () () () () () ()
Agradavel () () () () () ()
Natural () () ) () () ()
Interessante () () () () () ()
Prazeroso () () () () () ()

Comentarios:




