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RESUMO

O processo de desidratacdo de uvas BRS Morena, pré-tratadas ou
nao com azeite extra-virgem (AV), para obtencao de passas, resultou em
alteracbes na composicdo quantitativa e qualitativa dos compostos
fendlicos identificados e quantificados utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo acoplada a sistema de
ionizacgao por eletronebulizagéo e espectrometro de massas de armadilha
de ions (CLAE-DAD-IES-EM/EM). Resultado este evidenciado pela
analise de componentes principais (ACP). Nas passas obtidas das uvas
sem pré-tratamento, as antocianinas foram degradadas devido ao elevado
tempo de exposicdo ao tratamento térmico. Com o pré-tratamento das
uvas com AV, observou-se aceleragdo do processo de secagem para a
obtencéo das uvas passas (40% menor que o das uvas nao pré-tratadas).
Associado a maior permeabilidade de agua nas bagas, houve uma maior
difusdo do oxigénio do ar exterior para dentro da uva, 0 que promoveu 0
desencadeamento de processos oxidativos de origem quimica e
enzimatica, que resultaram em retencdes de flavondis, derivados do acido
hidroxicinamico e estilbenos menores quando comparadas as retencdes
para 0S mesmos compostos presentes nas passas sem pré-tratamento.
Porém, grande concentracdo de antocianinas e proantocianidinas foram
determinadas nestes produtos. Desse modo, pode-se inferir que o
processamento com a adicdo de AV se mostrou eficiente do ponto de
vista industrial, uma vez que promoveu reducdo do tempo total de
secagem. Assim como, torna-se um processo alternativo interessante
também do ponto de vista da saude, ja que preservou concentracfes

altas de flavonoides com importantes alegac¢fes de atividades bioldgicas.

Palavras-chave: BRS Morena. Composicao fendlica. Uvas passas.

Secagem.



ABSTRACT

The dehydration process of BRS Morena grapes, pretreated or not with
extra virgin olive oil (AV), to obtain raisins, resulted in changes in the
qualitative and quantitative composition of identified and quantified
phenolic compounds using high-performance liquid chromatography with
detector diode arrangement coupled to the ionization system
eletronebulizagdo and spectrometer ion trap mass (HPLC-DAD-ESI-MS /
MS). Result evidenced by principal component analysis (PCA). In raisin
obtained without pretreatment, anthocyanins have been extensively
degraded due to the high time of exposure to heat treatment. With the
pretreatment with AV of grapes, there was a significant acceleration of the
drying process for obtaining the raisins (40% lower than non-pretreated
grapes). Associated with increased permeability of water in the grapes,
there was a greater spread of outside air oxygen into the grape, which
promoted oxidative processes of chemical and enzymatic origin, resulting
in retention of flavonols, hydroxycinnamic acid derivatives and stilbene,
lower when compared to retention values for the same compounds in
raisins without pretreatment. Thus, it can inferred that the processing with
the addition of AV was efficient from the industrial point of view, since it
promoted reduction in total drying time. As become an interesting
alternative process also from a health point of view, since high
concentrations of flavonoids preserved with important biological activities

claims.

Keywords: BRS Morena. Phenolic composition. Raisins. Drying.
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1. INTRODUCAO

A uva é uma das frutas mais consumidas na sua forma in natura e
considerada matéria prima economicamente importante devido seu uso
na elaboracédo de produtos de consumo mundial, tal como vinhos, sucos,
geleias e uvas passas (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 2014).
Nutricionalmente, a uva é considerada uma das mais importantes formas
de incorporar compostos fendlicos (antocianinas, flavan-3-6is, flavonois e
estilbenos) na dieta (LAGO-VANZELA et al., 2011 a,b; MAXCHEIX;
FLEURIET; BILLOT, 1990; REBELLO et al., 2013; RIBEREAU-GAYON et
al., 2000; XIA et al., 2010). Além disso, juntamente com os carotenoides,
vitamina E e C, sdo compostos reconhecidos como promotores da saude
humana (CARTER et al. 2010; JIMENEZ-GARCIA et al., 2013; GIOXARI
et al., 2016; LIU, 2013; OYEBODE et al., 2014; SZAJDEK; BOROWSKA,
2008; WANG et al., 2011).

Dentre os produtos derivados de uvas, as passas, elaboradas
preferencialmente com uvas apirénicas, tem-se destacado na ultima
década (BENLLOCH-TINOCO et al., 2015; PENSA, 2008) pois, além de
aliar tendéncias de mercado como “saudabilidade e bem-estar’ e
‘conveniéncia e praticidade”, permitem o aproveitamento integral e
agregacdo de valor a fruta in natura e facil incorporacdo em outros
alimentos como iogurtes, bolos, panetones, sorvetes, granolas, barras de
cereais, entre outros (DOYMAZ, 2006).

No Brasil, praticamente toda a uva passa consumida € importada
de paises como Estados Unidos Argentina, Chile, Africa do Sul, Emirados
Arabes e Ird. O volume importado tem crescido significativamente
(FREITAS et.al.,, 2013), sendo a cultivar Thompson seedless a matéria
prima predominante para a producao de passas (BREKSA Il et al., 2010).
Consonante com a demanda de mercado, a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) tem investido na prospeccdo e
desenvolvimento, por melhoramento genético, de uvas de mesa

apirénicas com potencial para elaboracédo de passas (CAMARGO et al.,
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2003). Dentre elas, destaca-se a BRS Morena (Marroo seedless x
Centennial seedless), uma vez que apresenta sabor agradavel, textura
firme e grandes bagas contendo importante concentracdo e perfil de
compostos fenolicos (LAGO-VANZELA et al.,, 2011a; CAMARGO et al.,
2003). Estudo preliminar demonstrou que as passas elaboradas com esta
cultivar apresentaram sabor agradavel, boa aparéncia e maciez, bem
como aroma caracteristico (FREITAS et al., 2013).

No processo de secagem de uvas para producdo de passas,
devida atencao tem sido dada as operagdes e eficiéncia do processo, pois
as mesmas sao diretamente influenciadas pelas caracteristicas
intrinsecas das uvas como, por exemplo, tamanho e volume das bagas,
concentracdo de acucar e, presenca de pruina, membrana cuticular
continua cobrindo a epiderme das bagas que contém uma camada fina de
cera (ESMAIILI et al., 2007; DOYMAZ, 2006). A pruina, em particular,
promove uma barreira efetiva contra a perda de agua por parte da baga
resultando em lenta taxa de remocédo de agua durante o processo de
desidratacdo (JAIRAJ et al.,, 2009). Em consequéncia, 0S cOmpostos
fendlicos presentes na uva podem ser expostos por longos periodos de
tempo a diferenciadas temperaturas e ao oxigénio, desencadeamento
inimeros processos degradativos de origem quimica e bioquimica que
podem levar a formacdo de novos compostos com coloracéo e atividade
biolégica diferentes dos originalmente presentes na fruta in natura
(CARRANZA-CONCHA et al., 2012; ESMAIILI et al., 2007; KARADENIZ;
DURST; WROLSTAD, 2000; YEUNG et al., 2003).

Para acelerar o processo de desidratacdo das uvas visando
obtencdo das passas, varios pré-tratamentos quimicos ja foram aplicados
e investigados (JAIRAJ et al., 2009; BINGOL et al., 2012; TELIS et al.,
2006; UHLIG; WALKER; STOREY, 1996; VAZQUEZ et al., 1997).
Vazquez et al. (1997) relataram que a utilizacéo de solu¢cbes de carbonato
de potassio no pré-tratamento das uvas promove a formacdo de

microfissuras nas cascas da uva, podendo acarretar alguns efeitos como
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eliminacdo de ceras, desesterificacdo das pectinas e, colapso das células
e ligacdes intracelulares da uva, além de também neutralizar os acidos
graxos livres, aumentando, consequentemente, a perda de agua
(GRNCAREVIC, 1963). Muitas vezes, uma solucao alcalina € combinada
com outros componentes como azeite (TELIS et al., 2006) ou oleato de
etila (BINGOL et al., 2012; DOYMAZ, 2006; GABAS; MENEGALLI; TELIS-
ROMERO, 1999) com o intuito de aumentar as taxas de secagem. Esse
aumento na taxa de secagem ocorre tanto no principio do processo, pela
formacao de micro poros sobre a superficie da casca, quanto nas fases
posteriores de secagem, melhorando a difusdo do vapor d’agua e
acelerando o processo de desidratacdo (GRNCAREVIC, 1963; RIVA;
PERI; LOVINO, 1986). No entanto, a presenca de residuos de aditivos
quimicos nas uvas passas pode acarretar problemas para a saude
humana (ADILETTA et al., 2016).

Dessa maneira, estudos mais aprofundados visando a
compreensao e melhoria de técnicas alternativas de pré-tratamentos,
utilizando produtos ou compostos naturais, ao processo de secagem de
uvas, bem como sobre os compostos fenélicos presentes nestes produtos
elaborados com uvas brasileiras é condi¢cdo sine qua non para alavancar
a qualidade dos produtos nacionais.

Assim, este projeto objetivou a determinacdo das alteracdes
qualitativas e quantitativas dos compostos fenodlicos de uvas passas
elaboradas a partir da cultivar apirénica BRS Morena, pré-tratadas ou nao
com azeite extra virgem como tensoativo natural. Para a obtencdo das
uvas passas foi empregada secagem convectiva convencional e o perfil
dos compostos fendlicos das uvas in natura e processadas foi
determinado por CLAE-DAD-IES-EM-EM. Um estudo comparativo da
composicdo qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos entre as
uvas passas e entre as passas e as uvas in natura foi realizado, utilizando

analise multivariada de componentes principais.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

O objetivo geral foi a determinacdo das alteracées qualitativas e
quantitativas nos compostos fendlicos, ocasionadas pelo processo de
secagem aplicado as uvas sem e com pré-tratamento com azeite extra
virgem (tensoativo natural), utilizando CLAE-DAD-IES-EM-EM" e analise

multivariada de componentes principais.

2.2 Objetivos Especificos

1) Elaboracdo de uvas passas a partir da cultivar BRS Morena por
secagem convectiva convencional com e sem a utilizacdo de azeite extra-
virgem como agente tensoativo;

2) Determinacdo da composicao fendlica detalhada (antocianinas,
flavonois, derivados do &cido hidroxicindmico, estilbenos, flavan-3-6is
mondémeros e dimeros e, proantocianidinas) das uvas in natura e passas
utiizando CLAE-DAD-ESI-EM-EM", com intuito de identificar as
alteracdes qualitativas e quantitativas ocasionadas apdés o processo de
secagem;

3) Estudo comparativo dos resultados referentes ao perfil de
compostos fendlicos bem como das concentragfes totais das principais
classes de compostos fendlicos presentes nas uvas passas (com e sem
pré-tratamento com azeite extra virgem utilizando analise multivariada de
componentes principais, a fim de apontar as principais diferencas com

relacdo a composicao fendlica presente na uva in natura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cenario no Brasil e no Estado de Sdo Paulo para Processamento
de Uvas Passas

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), a uva estd entre as cinco frutas mais produzidas no
mundo (aproximadamente 69 milhdes de toneladas), sendo que no Brasil,
a producdo de uvas, entre 2010 e 2013, apresentou um crescimento de
aproximadamente 11,75% (FAO, 2014). O crescente desenvolvimento na
tecnologia de producdo de uvas é resultado de um esfor¢co conjunto de
produtores, empresarios, técnicos e pesquisadores, responsaveis pela
insercdo de conceitos como melhoramento genético, padrbes de
qualidade, seguranca alimentar, alimentos funcionais e sustentabilidade
ambiental e econdmica.

No Estado de S&o Paulo, considerado maior polo de producéo de
frutas no Brasil, ha uma expressiva producédo de uvas (32 maior do pais,
atrds do Rio Grande do Sul e Pernambuco) (MELLO, 2013), com
potencial de crescimento. A \viticultura no Estado é baseada,
principalmente, em pequenas propriedades, sendo grande geradora de
renda e empregos.

Na regidao do Noroeste Paulista, no municipio de Jales, por exemplo,
a producdo de uvas pirénicas (com sementes) e apirénicas (tracos ou
auséncia de sementes), sucos e vinhos ja vém sendo incentivada ha
alguns anos, por entidades ligadas a agricultura como Sindicato Rural,
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI) e EMBRAPA. Os
produtores desta regido estdo interessados em investir no
desenvolvimento de novos produtos derivados de uvas utilizando mao de
obra familiar, sustentaveis no contexto local para aumento da renda
familiar.

A producédo de uvas desidratadas (passas), especialmente utilizando

secagem convectiva, pode ser uma alternativa viavel para agregar valor a
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fruta, uma vez que esta técnica é simples e necessita de baixos
investimentos (MRKIC; UKRAINCZYK; TRIPALO, 2007; GUINE et al.,
2009).

A uva passa é fonte de carboidratos, além de conter ferro, vitaminas
A, Bl, B2, B3, B6 e minerais (DOYMAZ, 2006). Possuem grande
importancia dentro das frutas desidratadas ndo s6 devido seu valor
nutricional como também por serem utilizadas como ingredientes
secundarios na producao de cereais, lacteos e produtos de panificacdo e
confeitaria (DOYMAZ, 2006). Até o momento, hd poucos produtores
nacionais no mercado especifico de uvas de mesa apirénicas
(HORTINET, 2014), que sdo as matérias-primas ideias para a producéo
de passas. Dentre as uvas de mesa mais utilizadas para esta finalidade
incluem: Thompson seedless, Black corinto, Fiesta, Muscats e Sultans,
sendo mais da metade das uvas passas produzidas no mundo
provenientes da Thompson Seedless, das quais 90% séo originarias da
California (ROMANOWSKI, 2014). No periodo entre 2005 e 2012, o
volume de uvas passas importadas pelo Brasil aumentou cerca de 36%
(SOUZA et al., 2014).

Com o intuito de desenvolver novas cultivares de uvas com maior
adaptacao climatica e/ou com maior concentracdo de pigmentos visando
0 uso como matéria-prima para melhorar as caracteristicas de produtos
derivados, a Embrapa Uva e Vinho possui um Programa de
Melhoramento Genético (CAMARGO, 2003; RITSCHEL et al, 2012; MAIA,
2009). Em estudo recente, a Embrapa identificou algumas cultivares
apirénicas com bom potencial para a elaboracdo de uvas passas, dentre
as quais pode-se citar a BRS Morena (FREITAS et al., 2013).

A uva BRS Morena (Figura 1), desenvolvida através do cruzamento
de Marroo Seedless e Centennial Seedless, &€ uma cultivar tinta,
apirénica, com cacho de tamanho meédio a grande, polpa incolor, bom
equilibrio entre acucar e acidez, o que lhe confere além de sabor

agradavel um elevado potencial glucométrico (préximo de 20 °Brix)
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(CAMARGO et al.,, 2003). Esta cultivar apresenta interessante perfil e
concentracdo de compostos fendlicos (LAGO-VANZELA et al., 2011a).

Figura 1: llustragdo da uva BRS Morena

Fonte: LAGO-VANZELA, 2011.

3.2. Principais Compostos Fendlicos Presentes nas Uvas

De maneira geral, os compostos fendlicos encontrados nas uvas
podem ser divididos em dois grandes grupos, os flavonoides e os nao-
flavonoides. O primeiro grupo € encontrando, principalmente, nas cascas
das uvas e, ocasionalmente, na polpa. Entre os compostos desse grupo
(flavonoides) podem-se destacar as antocianinas, os flavonois e os
flavan-3-6is. Ja no segundo grupo (nao-flavonoides), encontrado
principalmente na casca e na semente, podemos destacar os derivados
do acido hidroxicinamico e os estilbenos, com destaque para o resveratrol
(Figura 2) (JACKSON, 1994; LAGO-VANZELA, 2011).
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Figura 2. Principais compostos fendlicos classificados como flavonoides e

nao-flavonoides.

Flavonoides N&o — Flavonoides
Antocianinas Acidos Hidréxicinamicos
COOQH
_
R, R,
H
Flavonbis Estilbenos

Flavan-3-6is

Ry

O-R (* aclcar)

OH

Fonte: LAGO-VANZELA, 2011.

Estes compostos tém grande destaque na literatura mundial em
funcd@o das suas possiveis alegacdes de propriedades funcionais. Isto se
deve, em grande parte, a possibilidade de alguns compostos fendlicos
atuarem como sequestradores de radicais livres das células (PRIOR et al.,
1998), alem de participarem da regeneracdo de outros antioxidantes

como a vitamina E o acido ascorbico, o que resulta na protecdo dos
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constituintes  celulares  contra danos  oxidativos  (FRANKEL;
WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995; HERTOG et al. 1993; KAUR;
KAPOOR, 2001, 2002).

Essas habilidades de um composto fendlico e seus metabdlitos
sequestrarem radicais livres, quelar metais com atividade redox e, atenuar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, estao diretamente ligadas a
estrutura quimica da molécula, em especial 0 niUmero, posicdo e tipos de
substituintes presentes (HEIM; TAGLIAFERRO; OBILYA, 2002), por
exemplo, a presenca do grupo orto-dihidroxi (ou grupos catecol) no anel
B, dupla ligacdo (C2-C3) conjugada com a funcdo 4-oxo, e grupos
hidroxilas na posicdo 3 e 5 (LAGO-VANZELA, 2011; HAENEN et al.,
2006; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Para melhor entendimento das caracteristicas quimicas dos
compostos fendlicos presentes nas partes comestiveis da uva e como isto
pode influenciar na sua estabilidade durante o seu processamento na
forma de passas, a seguir esta apresentado com mais detalhes as

principais classes de compostos fendlicos.

3.2.1. Antocianinas

Dentre os compostos fendlicos do tipo flavonoides, as antocianinas
sdo o segundo grupo mais importante de pigmentos de origem vegetal,
atrds apenas da clorofila (HARBORNE; GRAYER, 1995). Responsaveis
pela coloragdo de uvas tintas e seus produtos, ocorrem principalmente
nas cascas das uvas, com excecao de algumas variedades/cultivares, nas
quais estes compostos estdo também presentes na polpa (MONAGAS;
BARTOLOME, 2009; LAGO-VANZELA et al., 2015).

A estrutura basica destes compostos é a aglicona, sendo formada
por dois anéis fendlicos A e B e um anel heterociclico pirano C (Tabela 1)
(HARBORNE; WILLIAMS, 1995). Elas podem atuar como agentes
eletrofilos (forma flavilio) através do seu C-2 e C-4, posicionados no anel
C, ou como nucledfilos formado através do seu C-6 e C-8, posicionados
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no anel A, de acordo com o pH do meio onde estdo inseridas
(MONAGAS; BARTOLOME, 2009).

Tabela 1. Estrutura da aglicona (cation flavilio) e antocianidinas mais

comuns presentes nas uvas.

(s . . Grupos
Estrutura basica da Aglicona Antocianidina o
Substituintes
Pelargonidina (PQ) Ri= R,= H
Cianidina (Cy) R1=0OH; R=H
Peonidina (Pn) Ri= OCHjs; R;=H
Delfinidina (Df) Ri= R;= OH

Petunidina (Pt) R1= OH; R= OCH;

Malvidina (Mv) Ri= Ro= OCH;

Fonte: adaptado de LAGO-VANZELA et al., 2015.

Em meio acido ou neutro, coexistem em equilibrio quatro diferentes
estruturas das antocianidinas: o cation flavilio (vermelho) (Tabela 1), a
base quinoidal (azul), o hemicetal ou pseudo-base carbinol (incolor) e a
chalcona (incolor) (MONAGAS; BARTOLOME, 2009).

As agliconas livres possuem alta reatividade em fungcéo da
deficiéncia eletrébnica do cation flavilio, fazendo com que sejam
encontradas, geralmente, unidas a uma ou mais moléculas de agucar
(glicose, arabinose, ramnose, galactose, etc ou di- e trissacarideos
constituidos por estes agucares) por meio de unides hemiacetalicas
(LAGO-VANZELA et.al., 2015; BROUILLARD, 1982). As antocianinas
podem ser classificadas em mono-, di- e triglicosideos, de acordo com o
namero de acucares ligados a antocianidina (LAGO-VANZELA et.al.,
2015; MAZZA; MINIATI, 1993).
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Em muitos casos, os agucares das antocianinas estao esterificados
com &cidos organicos, os quais estdo normalmente ligados ao carbono 6
da molécula de acucar. Entre os acidos organicos mais comuns estao
acido acético, p-cumarico, cafeico, entre outros, que resultaram nas
antocianinas aciladas denominadas antocianinas acetiladas, p-
cumariladas e cafeiladas, respectivamente. As antocianinas néao
esterificadas sédo denominadas néo aciladas.

Na casca de uvas viniferas (V. vinifera) sdo encontradas,
principalmente, as antocianinas 3-O-monoglicosiladas das seis principais
antocianidinas (pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina
e malvidina), que diferem entre si pelo nimero e posicdo dos grupos
hidroxila e metoxila no anel B da molécula (MONAGAS; BARTOLOME,
2009). Ja em uvas nao viniferas (V. labrusca e variedades americanas
hibridas) ocorrem, principalmente, antocianidinas-3,5-diglicosideos
(BALDI et.al. 1995; VIDAL et al. 2004; MONAGAS; BARTOLOME, 2009).
A concentracdo e propor¢ao das antocianinas nas uvas variam de acordo
com a maturacdo, condicdes climaticas, local de producdo e
variedade/cultivar da mesma (ROGGERO et al., 1986a; GONZALEZ-SAN
JOSE et al.,, 1990; VIVAS et al., 2001). De modo geral, nas uvas V.
vinifera tintas a malvidina-3-glicosideo e seus derivados (principalmente
os derivados acetilados e p-cumarilados) sdo as principais antocianinas
encontradas. Porém, em uvas nao viniferas, a antocianidina majoritaria
pode diferir, tal como relatado para a uva BRS Violeta, no qual houve
predominéncia das antocianinas derivadas da delfinidina (REBELLO et
al., 2013).

Desta maneira, o perfil antocianico tem sido usado como critério
guimiotaxonomico para estabelecer diferencas entre as variedades e/ou
cultivares de uva, sendo que a relagédo entre as concentragdes individuais
e totais das diferentes antocianinas tem sido proposta para a
caracterizacao varietal (ROGGERO et al., 1986b; ORTEGA MEDER et al.,
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1994; BALDI et al, 1993; MATTIVI et al, 2006; MONAGAS;
BARTOLOME, 2009).

Com relacdo a atividade biolégica, estudos revelaram que as
antocianinas apresentam atividade antioxidante, propriedade esta que
desempenha um importante papel na prevencdo de doencas
cardiovasculares, cancer, diabetes, entre outras (KAMEI et al.,, 1995;
KONCZAK; ZHANG, 2004, LULE; XIA, 2005; NICHENAMETLA et al.,
2006). Isto porque as antocianinas sdo capazes de capturar os radicais
livres pela doacdo de atomos de hidrogénio fendlico (CHEN et al., 1996;
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

3.2.2. Flavonois

Nas uvas, os flavondis ocorrem, principalmente, na casca,
geralmente sob a forma de glicosideos (FLINT; JORDAN; CALDWELL,
1985). Além disso, nas uvas brancas sdo o0s principais compostos
contribuintes da atividade antioxidante (RUIZ et al., 2015) e podem ser
utilizados na classificagdo taxondmica das variedades de uvas (MASA et
al., 2007). Assim como os demais compostos fendlicos, a concentracao e
o perfil dos flavondis nas uvas dependem nao somente do fator genético,
mas também do grau de maturacao e das condi¢cdes do ambiente onde as
mesmas se encontram (DOWNEY; DOKOOZLIAN; KRSTIC, 2006).

Estes compostos possuem uma estrutura basica semelhante as
antocianidinas, porém, como caracteristica principal, possuem 0s grupos
carbonilo e hidroxilico no anel C (LAGO-VANZELA, 2011). A Figura 3
apresenta as principais estruturas de flavonois encontradas,
principalmente, nas variedades de uvas tintas (HERMOSIN-GUTIERREZ
et al., 2011). Nestas ultimas, os mais encontrados sdo os derivados da
miricetina e da quercetina (LEONG; OEY, 2012), geralmente, nas formas
glicosiladas e, em menor grau, ligados a galactosideos e glucuronideos
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2009). Embora alguns autores descrevam que

as formas glicosiladas de miricetina e de isoramnetina ocorrem,
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especificamente, em uvas tintas (CHEYNIER; RIGAUD, 1986), alguns
estudos demonstram a presenca destes compostos em variedades de
uvas brancas (RODRIGUEZ-MONTEALEGRE et al., 2006; SERRATOSA
et al., 2008).

Figura 3. Flavonol 3-O-glicosideos identificados em uvas do género Vitis
vinifera: a) flavonol 3-O-glucosideos; b) flavonol 3-O-galactosideos; c)
flavonol 3-O-glucuronideos; d) rutina (quercetina 3-O-(6"-ramnosil)-

glicosideo). Estruturas flavonoides 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 = OCHzs,
R2 = OH); siringetina (R1 = R2 = OCHp3).

Fonte: HERMOSIN-GUTIERREZ et al. (2011).
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Estes compostos tém sido amplamente estudados devido a seus
possiveis efeitos bioldégicos importantes que estdo relacionados com
atividade antioxidante (TAI et al.,, 2012). Dentre suas alegacbes de
propriedade funcional reportadas na literatura tem-se a protecdo contra
patologias tais como varios tipos de cancer (TSIMPLOULI et al., 2012),
doencas cardiovasculares (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE, 2010), além de
suas propriedades antibacterianas (URZUA; ECHEVERRIA; ESPINOZA,

2012).

3.2.5. Flavan3-0is e proantocianidinas
Os flavan-3-6is sdo compostos encontrados em maior quantidade

nas sementes e nos engacos das uvas e sao responsaveis pelo sabor e
adstringéncia, principalmente, em sucos e vinhos. Dentre os flavan-3-6is,
0s principais encontrados nas uvas séo a (+)-catequina e seu isémero (-)-
epicatequina, 0os quais podem estar em parte esterificados pelo acido

galico (Tabela 2) (LAGO-VANZELA, 2011).

Tabela 2. Exemplos de flavan-3-6is presentes nas uvas: C: (+)-catequina;
E: (-)-epicatequina; ECG: (-)-galato-3-epicatequina; GC:. (+)-
galocatequina; EGC: (-)-epigalocatequina; GCG:  (+)-galato-3-
galocatequina; EGCG: (-)-galato-3-epigalocatequina. *G: acido galico.

_ Flavanois o

Estrutura basica _ Grupos substituintes*

agliconas
C R=H; Ri= OH; R,=H
R
s on E R= H; R:= H; R= OH
a7 N

| J: ECG R=H; Ri= H; R;= O-G

\T TN ce R= OH; R;= OH; R,= H
\[// \n/ EGC R= OH; R:= H; Ro= OH
GCG R= OH; R:= H; R>= O-G
EGCG R= OH; R1= O-G; R=H

Fonte: Adaptado de Lago-Vanzela (2011).
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J4 as proantocianidinas (taninos condensados) consistem em
vérias unidades monoméricas de catequinas e epicatequinas associadas,
podendo ser dimeras, trimeras, oligoméricas ou poliméricas (ADAMS,
2006), variacbes essas decorrentes da posicdo de ocorréncia das
ligacBes, quantidade de monémeros ligados, oxigenacdo nos anéis A e B,
e, estereoquimica dos substituintes no anel C (TERRIER; PONCET-
LEGRAND; CHEYNIER, 2009).

As proantocianidinas, quando aquecidas em meio acido e/ou
alcodlico podem liberar antocianidinas mediante a ruptura das ligacdes
entre as unidades monoméricas e posterior oxidacdo (RIBEREAU-
GAYON et al., 2003). Entre as antocianidinas liberadas, no caso da uva,
temos, principalmente, a cianidina e, em menor proporcéao, as delfinidinas,
cujas moléculas precursoras recebem o0 nome de procianidinas,
constituidas de (+)-catequina e (-)-epicatequina, e prodelfinidinas
constituidas de (+)-galocatequina e (-)-epigalocatequina, respectivamente
(LAGO-VANZELA, 2011). Nas cascas das uvas sdo encontradas tanto
prodelfinidinas quanto procianidinas (LABARBE et al., 1999; SOUQUET et
al.,, 1996), enquanto que nas sementes sdo encontrados apenas
procianidinas (LABARBE et al., 1999; PRIEUR et al., 1994).

As procianidinas dimeras séo classificadas de acordo com o seu tipo
de ligacao interflavandlica, sendo divididas em dois grupos: A e B. As
procianidinas do tipo B (CsoH26012) sdo resultantes da condensagédo das
unidades flavan-3-0is através de uma ligagdo entre o carbono 4 do anel C
com o carbono 6 ou 8 do anel A. Os compostos formados pelas ligacdes
C4-C8 compdem a série das procianidinas B1, B2, B3 e B4, enquanto os
compostos formados pelas ligacbes C4-C6 compdem a seérie das
procianidinas B5, B6, B7 e B8 (Figura 4).

As formas polimerizadas das proantocianidinas sdo 0s principais
flavan-3-0is encontrados nas uvas, constituidas por um elevado numero
de unidades monomeéricas, unidas tanto na posicédo terminal, quanto na

posicdo superior, sendo a quantidade, o grau e a estrutura de
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polimerizagao destes compostos alterada de acordo com sua localizagao
nas diferentes partes das uvas (MONAGAS; BARTOLOME; GOMEZ-
CORDOVES, 2005).

Figura 4. Férmula estrutural de procianidinas.

Procianidina

Fonte: Adaptado de QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002.

As proantocianidinas sdo encontradas em todas as partes das uvas,
porém, em uvas V. vinifera as cascas contém menores concentracdes
gue as sementes, e as suas caracteristicas estruturais também se diferem
(BOURZEIX; WEYLAND; HEREDIA, 1986; RICARDO-DA-SILVA et al.,
1991). Ja em uvas hibridas, tal como a uva BRS Violeta, é possivel
observar o oposto, isto €, as cascas podem conter maior concentracao de
proantocianidinas que as suas sementes (REBELLO et al., 2013). Além

disso, as proantocianidinas das cascas tém, normalmente, um maior grau
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de polimerizagdo (mDP) e uma menor porcentagem de subunidades de
galoilacdo do que aqueles provenientes das sementes (CHEYNIER et al.,
1997; MOUTOUNET et al., 1996).

Estudos tém mostrado que as proantocianidinas podem desempenhar
um papel positivo na saude humana, em particular sobre a protecéo
cardiovascular (KRUGER et al., 2014) e sua capacidade de sequestrar
radicais (BAGCHI et al., 2014; DE SA et al, 2014). Dessa maneira, as
proantocianidinas sédo consideradas antioxidantes potentes (MANACH;
MAZUR; SCALBERT, 2005). Uma das raz0es para sua alta capacidade
antioxidante é devido a presenca de um grupo catecol no anel B (anel B
di-hidroxilado) capaz de doar hidrogenio para estabilizar radicais livres
(WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004). Deve-se destacar que suas
atividades biolégicas dependem em grande parte de suas estruturas e,
especialmente, do seu grau de polimerizacao.

3.2.3. Derivados dos Acidos Hidroxicindmicos

Os derivados dos &cidos hidroxicindmicos sdo encontrados tanto nas
cascas quanto nas polpas das uvas, principalmente, sob a forma de
ésteres tartaricos, como os acidos caftarico e p-cutarico (LAGO-
VANZELA, 2011; BEER et al.,, 2002; JACKSON, 1994). Apesar de sua
baixa concentracdo, sdo considerados como 0s principais compostos
fendlicos em uvas brancas (SINGLETON, 1992; LAGO-VANZELA, 2011).
Dados recentes apontam efeitos biolodgicos, como fun¢des antioxidantes,
inibicAo de desordens cardiovasculares e neurologicas, redugdo do
desenvolvimento de céancer e de doencas como Alzheimer e Parkinson
(RUIZ et al. 2015), permitindo a esses compostos auxiliar em tratamento
preventivo e/ou como agentes terapéuticos de varias doencas
relacionadas com o estresse oxidativo, tais como a aterosclerose, leséo
inflamatoria, e cancer (FRESCO et al.,, 2006; RAZZAGHI-ASL et al.,
2010). A Figura 5 apresenta a estrutura basica para os derivados do

acido hidroxicinamico.
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Figura 5. Estrutura geral dos acidos hidroxicinAmicos e seus derivados
apresentados neste estudo.
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Fonte: Adaptado de MEYER et al. (1998).

3.2.5. Estilbenos

Os estilbenos sdo compostos naturais que ocorrem nas uvas V.
vinifera, bem como nos produtos derivados, especialmente, vinhos
(BAVARESCO et al., 2007). Dentre os principais compostos pertencentes
a esta classe dos nao flavonoides destacam-se o resveratrol (trans-3,5,4'—
trinidroxiestilbeno), o piceido (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno-3-O-D-
glicosideo) e a astringina (3’-hidroxi-trans-3,5,4’-trihidroxistilbeno-3-O-D-
glicosideo) (FLANZY, 2000). Na uva, o resveratrol se encontra unido a
uma molécula de glicose através de um grupo fenol na posi¢cao 3 (3-O-
glicosideo de resveratrol) também conhecido pelos nomes de piceido e
polidatina, podendo apresentar-se nas formas cis e trans (Figura 6)
(LASTRA,; VILLEGAS, 2007).

A capacidade antioxidante dos estilbenos tem recebido grande
atencdo, sendo esses compostos apontados como auxiliadores na
prevencdo de algumas doencas cronicas como cancer, doencas
cardiacas, diabetes, como também auxiliam no combate a inflamacao
patologica, infeccdo viral, entre outros (BAHT; KOSMEDER; PEZZUTO,
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2001; BAUR; SINCLAIR, 2006; FERNANDEZ-MARIN et al., 2013; GAO et
al., 2002; HUNG et al., 2000; LOPEZ-VELEZ; MARTINEZ-MARTINEZ;
DEL VALLE-RIBES, 2003; URPI-SARDA et al., 2005; VIRGILI;
CONTESTABILE, 2000).

Figura 6. Trans-resveratrol e seus derivados.
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Fonte: Adaptado de LAGO-VANZELA (2011).

3.3. Obtencéo de Uvas Passas: Desafios Tecnologicos e Efeito Sobre
os Compostos Fendlicos Presentes nas Uvas

A uva é uma fruta muito perecivel e, por conseguinte, ha grandes
perdas no periodo de safra, o0 que demanda investimentos na cadeia de
viticultura para melhor aproveitamento do excedente da safra em produtos

derivados.
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Processos de desidratacdo e/ou secagem s&o as mais utilizadas na
conservagao de alimentos em geral, pois sua aplicagdo tem como
principal objetivo reduzir a umidade e a atividade de agua no produto final,
minimizando assim a possibilidade de deterioragcdo microbiana, bem como
de reac¢Bes quimicas e bioguimicas indesejaveis Além disso, possibilita o
armazenamento do produto a temperatura ambiente por um longo periodo
de tempo, permitindo que o produtor comercialize sua producdo a precos
mais competitivos e que isso seja feito também fora da época de safra
(CORNEJO et al., 2003). No entanto, na producdo de uvas passas,
entraves surgem devido a influéncia de algumas caracteristicas das uvas
sobre as operacbes e eficiéncia de processo. Fatores como a
manipulacdo dos cachos colhidos e o tipo de método utilizado para a
secagem de uva, também podem afetar a qualidade final das uvas
passas.

Para melhor entendimento sobre as dificuldades enfrentadas
durante o processo de obtencdo das passas, faz-se necessario uma
descricdo mais detalhada sobre a uva.

A uva é constituida pelas bagas, que é a parte carnosa,
correspondendo a 91 a 97% do cacho e, por uma parte herbacea
chamada de engaco, cuja extremidade € chamada de pedicelo. Este
altimo possui a funcdo de ligar as bagas ao engaco servindo de canal de
transporte de elementos nutritivos. As bagas sdo constituidas pela casca,
polpa e pelas sementes, quando nao for uma variedade/cultivar apirénica
(PEYNAUD, 1981).

A casca da uva, em particular, desempenha papel critico no controle
do processo de secagem, uma vez que constitui 0 envoltério protetor da
baga. E composta por trés camadas sobrepostas, a saber, a externa
(epiderme); a epiderme intermediaria, com uma ou duas camadas; e, a
camada interna, a hipoderme, no qual se encontra a maioria dos
compostos fendlicos das uvas tintas. A camada mais externa da casca é

formada por acidos graxos hidroxilados e recebe o nome de cutina, a qual
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é recoberta com uma camada fina de ceras hidrofébicas, conhecida por
pruina (LAGO-VANZELA, 2011). A pruina é constituida por plaquetas
planas de textura irregular, que se sobrepdem parcialmente. Esse seu
espacamento ordenado e seu arranjo quimico fornecem uma forte
repulsdo a agua e resisténcia a perda de vapor, o que pode levar a
processos de secagem demasiadamente prolongados (CHRISTENSEN;
PEACOCK, 2000; LECAS; BRILLOUET, 1994).

Diferentes técnicas de secagem associadas ou ndo a pré- e pos-
tratamentos tém sido empregadas (CARRANZA-CONCHA et al., 2012;
ESMAIILI et al., 2007) para promover o rompimento da pruina e facilitar o
processo de desidratacdo das uvas. Como pré-tratamento, as uvas sao
comumente imersas em solucdes alcalinas diluidas a base de carbonato
de potassio (K2CO3) (BINGOL et al.,, 2012; TELIS et al., 2006; UHLIG;
WALKER; STOREY, 1996; VAZQUEZ et al., 1997), carbonato de célcio
(CaCOs3) (GABAS; MENEGALLI; TELIS-ROMERO, 1999; TELIS et al.,
2006) ou hidroxido de sédio (NaOH) (BERNA et al., 1991; CARRANZA-
CONCHA et al., 2012; FEMENIA et al., 1998; VAZQUEZ et al., 1997) que,
muitas vezes, sdo combinados a outros tratamentos como o uso de azeite
(TELIS et al., 2006) ou oleato de etila (C20H3802) (BINGOL et al., 2012;
DOYMAZ, 2006; GABAS; MENEGALLI; TELIS-ROMERO, 1999).

A composicdo, concentracdo, pH, temperatura da solucdo de
imerséo e o tempo de pré-tratamento sdo fatores importantes que podem
influenciar na eficacia dessa etapa (ESMAIILI et al., 2007). Telis et al.
(2006), por exemplo, apos avaliarem o efeito de pré-tratamento quimico,
com suspensodes aquosas contendo diferentes concentracdes de K2COs e
azeite, em diferentes tempos de imersao, sobre as taxas de secagem de
uva Rubi (Vitis vinifera) a 50 °C para producdo de passas, observaram
que o azeite tem um importante efeito na aceleracdo do processo de
secagem. Os autores relataram que o melhor pré-tratamento consistiu na
imersdo das uvas, por 2 minutos, em emulsdo contendo 5% de azeite de
oliva e 6% de K2CO:s.
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Levando em consideracdo 0s aspectos nutricionais, Carranza-
Concha et al. (2012), apdés avaliarem a estabilidade de macro- e
micronutrientes, incluindo os compostos fenolicos, durante secagem
convencional (60 °C) de uvas apirénicas Imperial e Thompson (Vitis
vinifera) pré-tratadas com solucdo de NaOH (0,03%) a 95 °C por 45
segundos, observaram que houve decréscimo de todos 0os componentes
das uvas estudados, exceto dos compostos fendlicos. Segundo os
autores, maior facilidade de extracdo destes compostos como resultado
de alteracdes na estrutura das cascas das uvas pré-tratadas com NaOH
pode ser responsavel pelas altas concentracdes de compostos fenélicos
obtidas.

Durante o processo de desidratacdo tanto por secagem
convencional quanto solar podem ocorrer alteracbes na coloragdo das
uvas devido a reacBes de escurecimento enzimatico e ndo-enziméatico
(KARADENIZ; DURST; WROLSTAD, 2000). Em uvas in natura saudaveis
(com o tecido intacto, sem injurias), a enzima polifenoloxidase (PPO) é
encontrada separada dos compostos fendlicos. Entretanto, devido as
alteracdes fisicas promovidas pela desidratacdo (rompimento de parede
celular, murchamento, etc.) as enzimas podem entrar em contato com tais
compostos, que servem como substrato, desencadeando assim as
reacoes de escurecimento (MARQUEZ et al., 2012b).

A PPO apresenta elevada afinidade com os derivados dos acidos
hidroxicinamicos, especialmente, de seus ésteres tartaricos, como o acido
caftarico e, em menor extensdo, o &cido cutarico, oxidando-os nas
respectivas O-quinonas. O acido caftarico, por exemplo, apds ser oxidado
a acido cafeilcaftarico-O-quinona, torna-se um potente oxidante capaz de
oxidar espontaneamente outros componentes da uva, que ndo sao
substratos para a PPO. Assim, ocorre a denominada oxidagéo acoplada.
Outro composto denominado &cido 2-S-glutationil-trans-caftarico (GRP)
pode ser formado devido o contato do acido trans-caftarico com a PPO,

que na presenca de oxigénio induz a producdo enzimatica das O-

35



quinonas (Figura 7) (LAGO-VANZELA et al.,, 2015; MACHEIX et

1991).

Figura 7. Esquema de formacéo do GRP.
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Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

As O-quinonas sdo compostos altamente reativos e muito instaveis,
que podem reagir facilmente com outros compostos fendlicos de modo a
adutos polimerizados (CHEYNIER, OSSE, RIGAUD, 1988;
CHEYNIER et al., 1990). Quando a O-quinona é formada a partir do acido

formar

caftarico (ou cutarico), o peptideo glutationa pode reagir com ele,
regenerando o grupo O-difenol e, formando entdo o GRP (SINGLETON et
al.,1985; CHEYNIER et al, 1986; CEJUDO-BASTANTE; PEREZ-
COELLO; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010).

Além do escurecimento enzimatico, pode ocorrer também o
escurecimento pela reacdo de Maillard (KIM; LEE, 2008). Esta reacéo é
facilitada no processo de desidratacdo das uvas devido a presenca de
aminoacidos e monossacarideos em altas concentragdes decorrentes do
efeito de concentragdo dos compostos durante a desidratacdo das bagas

(MARQUEZ et al., 2012b). Dentre os produtos originarios da reacao de
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Maillard, pode-se destacar o0 5-hidroxi-2-metil-furaldeido (5-HMF)
(BOZKURT; GOGUS; EREN, 1999; ZHAO; HALL, 2008).

Outros compostos formados durante o processo de desidratacao das
uvas tintas sdo as piranoantocianinas. Dentre esta classe de compostos
destacam-se as vitisinas A e B \(Figura 8) (BLANCO-VEGA et al, 2011,
MARQUE?Z et al., 2012a).

Figura 8. Estruturas das vitisinas A e B.
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Fonte: Adaptado de MARQUEZ et al., 2012a.

O é&cido piravico e o acetaldeido sdo formados devido a uma
alteracdo no metabolismo da fruta gerada pela situacdo de estresse
durante o processo de desidratacdo (KAYS, 1997). Bellicontro et al.
(2004) reportaram que essa situacdo de estresse ocorre quando a perda
de massa pela baga de uva encontra-se entre 10-15%, alterando o
metabolismo da fruta de aerdbico para anaerdébico (CHKAIBAN et al.,
2007). Com isso, tem-se a elevacdo da concentracdo de acetaldeido e de

acido piravico nas uvas, compostos estes que reagem com 0S COmMpostos
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fendlicos das uvas para formacdo das piranoantocianinas (VIVAR-
QUINTANA et al., 1999; HAYASAKA; ASENSTORFER et al.,, 2002;
ROMERO; BAKKER, 2000; BENABDELJALIL et al., 2000).

Por altimo, vale ressaltar que os processos de secagem com 0 USO
de calor podem ocasionar inUmeros outros processos de origem quimica
e enzimética que podem levar a formacdo de novos compostos com
coloracdo e atividade biologica diferentes dos originalmente presentes
nas frutas (GAO et al., 2012; LEONG; OEY, 2012).

Assim, considerando-se a escassez de trabalhos cientificos sobre a
influéncia do processo de secagem nos compostos fendlicos presentes
em uvas brasileiras destinadas a elaboracdo de uvas passas, objetivou-se
a determinacéo das alteracdes qualitativas e quantitativas dos compostos
fendlicos, utilizando CLAE-DAD-IES-EM-EM, de passas elaboradas com a
uva apirénica BRS Morena, pré-tratadas ou ndo com azeite extra virgem

como tensoativo natural.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes Quimicos

Todos os solventes utilizados possuiam grau cromatografico (>
99%), todos os produtos quimicos eram de grau analitico (> 95%) e a
agua destilada utilizada era ultrapura (sistema Milli-Q). Foram utilizados
0S seguintes padrdes comerciais da PHYTOLAB (Vestenbergsgreuth,
Alemanha): malvidina-3-glicosideo, acidos caféico e p-cumérico, acido
trans-caftarico, trans-piceido, (-)-epigalocatequina, (-)-galocatequina e
procianidina B1. Do Extrasynthese (Genay, Franca), foram utilizados os
seguintes padrbes comerciais: 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, (-)-epigalocatequina-3-galato. Os
compostos 4cido galico, trans-resveratrol, (+)-catequina, (—)-epicatequina
e (-)-galocatequina-3-galato foram adquiridos Sigma (Tres Cantos,
Madrid, Espanha) enquanto a procianidina B4 foi obtida por doacéo.
Outros padrdes de flavondis ndo comerciais (miricetina-3-glicosideo e
guercetina-3-glucuronideo) foram doados ou isolados a partir da casca da
uva Petit Verdot (laricitrina-3-glicosideo) (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009).
Os isébmeros trans de resveratrol e piceido (resveratrol-3-glucosideo)
foram transformados nos seus respectivos isdbmeros cis utilizando
irradiacdo UV (366 nm de luz durante 5 minutos em ampolas de quartzo)
em solugdo metanolica de 25% dos seus respectivos isomeros trans. Os
padrbes de vitisinas A e B foram obtidos por reacdo de malvidina-3-
glicosideo com acido piravico e acetaldeido, (Schwarz et al., 2003). Além
de metil-celulose e sulfato de aménio ((NH4)2S0a4) obtidos da Sigma.

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

. Antocianinas e derivados dos &cidos hidroxicinamicos: os perfis

molares foram baseados nas areas cromatograficas, ja que foi utilizado
um Unico padrdo (mais representativo de cada familia de compostos
fenolicos) para as determinacbes das concentracdes totais de
antocianinas e de derivados do &cido hidroxicinamico (incluido o GRP),
baseadas nas curvas de calibragcdo construidas com os padrbes
malvidina-3-glicosideo e acido trans-caftarico, respectivamente;

. Vitisinas A (10-carboxi-piranomalvidina-3-glicosideo) e B

(piranomalvidina-3-glicosideo): a quantificacdo destes compostos foi

realizada com base nas curvas de calibracdo construidas com o0s seus
respectivos padroes;
* Flavondis: como ha padrdes para quase todos o0s compostos
identificados, os perfis molares foram baseados nas concentracfes
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
padrdo néo estava disponivel, o perfil molar foi baseado na concentragcao
molar do composto mais similar. A concentracédo total de flavondis foi
baseada na curva de calibrac@o construida com quercetina-3-glicosideo;
+ Estilbenos: a quantificacdo dos compostos identificados (forma
glicosilada do resveratrol - piceido) na sua forma trans e cis foi realizada
com base na curva de calibracdo construida com o padrdo de trans-
piceido.

As concentracdes obtidas da andlise cromatogréfica foram em
mg/L dos extratos referentes a cada amostra injetada no cromatografo>
Os respectivos extratos foram resultado de varias etapas que se iniciaram

nas uvas in natura ou uvas passas. Deste modo, para comparar 0S
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resultados obtidos, foi necessério realizar uma correcdo para obter os
resultados quantitativos expressos em mg/kg de uva in natura, como

descrito a seguir:

Concentracao (mg/kg uva FW) = Conc. em vial (mg/L) * (1/FC) * (V/IESE) *
(ESO/PUF)
Onde,

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

FC — fator de correcao (se necessario)

V — volume do extrato ressuspendido (L) ap6s passar pelos
cartuchos de extracdo em fase sélida

ESE — massa (kg) do extrato liofilizado utilizado para ressuspensao

ESO — massa total (kg) do extrato liofilizado obtido

PUF — massa de uva (kg) utilizada para produzir o extrato

No caso das uvas passas, para possibilitar a comparacdo entre os
valores obtidos com os referentes a uva in natura, o valor da
concentracdo obtido foi multiplicado pelo rendimento do processo de
secagem.

Para o célculo da retencao foi levada em consideracdo a mudanca
de massa durante o processamento e o0 rendimento do processo de
secagem (Massa da uva passa produzida kg/ massa da uva in natura

utilizada kg).

4.2.Uvas

Lote representativo da uva BRS Morena (safra 2014) foi doado pela
Estacao Experimental de Viticultura Tropical da EMBRAPA, da cidade de
Jales, Sdo 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). Para o transporte, as frutas foram acondicionadas em caixas

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

As caracteristicas fisicas e quimicas obtidas para a uva BRS
Morena foram: umidade, 79,48%; sdlidos solluveis totais, 18,03 °Brix;
acucares totais, 16 g/100 g de fruta; acidez total, 0,66 g de &cido
tartarico/100 g de fruta; pH, 3,61; e, tamanho médio das bagas, 2,25 +
0,09 x1,55+0,13 cm.

4.3. Producéo das Uvas Passas

As bagas das uvas foram lavadas com agua potavel, sanitizadas em
solucéo clorada (50 mg/L de cloro ativo) durante 20 minutos, enxaguadas
com &gua potavel para retirada do excesso de cloro e, dispostas sobre
papel toalha em bancada, previamente, higienizada com alcool 70%, para
a retirada do excesso de agua proveniente das etapas anteriores. As
bagas foram entdo pesadas e separadas em seis porcdes, sendo trés
previamente tratadas com azeite extra virgem (agente tensoativo natural,
Marca Andorinha com acidez maxima < 0,50% e indice de peroxidos <
20,00 meq Oc2/kg). Este pré-tratamento foi efetuado a partir da
homogeneizagcdo manual de 5 mL de azeite para cada 3,5 kg de uva,
visando auxiliar no rompimento da cera presente na casca da uva e
favorecer a saida da agua durante o processo de secagem. As uvas
referentes as porgBes pré-tratadas ou ndo foram classificadas por
tamanho (para obtencédo de desidratacdo mais uniforme e homogénea),
pesadas e dispostas em bandejas de secagem (vazadas para melhor
circulacdo do ar quente). A secagem foi conduzida em secador de

bandejas com conveccéo forcada de ar aquecido a 60 °C e velocidade do
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ar controlada (1,0 m/s), sendo o fluxo de ar paralelo as amostras (Figura
9A). Concluiu-se o processo apoés reducdo de 75% da massa inicial das
bagas, que foi controlada por meio da pesagem das bandejas contendo

as bagas (Figura 9B).

Figura 9. llustracdo do secador de leito fixo utilizado para a desidratagéo
das uvas (A) e da pesagem das bandejas ao longo do processo de

secagem (B).

A

ApdOs a desidratacdo, uvas passas produzidas em uma mesma
batelada foram misturadas manualmente e armazenadas em uma Unica
embalagem de polietileno, perfazendo assim uma unidade amostral. Apos
armazenadas, as passas foram deixadas na embalagem fechada por 7
dias, a fim de minimizar as possiveis diferencas de umidade entre uma
bandeja e outra, uma vez que dentro do mesmo ambiente fechado
produtos com conteddo de umidade diferentes tendem a entrar em
equilibrio, e ficar, portanto, com um conteudo final de agua similar.

As caracteristicas fisicas e quimicas obtidas para as passas de uva
BRS Morena sem adicdo de azeite foram: umidade, 18,32%; acguUcares
totais, 87%; atividade de agua a 25 °C, 0,425; acidez total, 3,09 g de acido
tartarico/100 g de passa; pH, 3,48; tamanho médio das bagas desidratas,
1,58 + 0,35, 0,75 + 0,17 cm, ja para as passas de uva BRS Morena com
adicado de azeite os resultados foram: umidade, 18,90%; acUcares totais,
90%; atividade de agua a 25 °C, 0,440; acidez total 2,69 g de &cido
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tartérico/100 g de passa; pH 3,35; tamanho médio das bagas desidratas,
1,52 £ 0,33, 0,72 £ 0,16 cm. Estas uvas passas foram armazenadas sob

congelamento até o momento das analises.

4.4. Obtencao dos Extratos Fendlicos

Para a determinacdo da composicdo fendlica detalhada das
amostras in natura e passas da uva BRS Morena, pré-tratadas ou néo
com azeite, primeiramente, realizou-se uma extracdo dos compostos de
interesse utilizando metodologia descrita por Lago-Vanzela et al. (2011a,
b) com pequenas modificacdes.

Para as uvas in natura, cada 100 g de amostra foi homogeneizada,
com o auxilio de mixer, com 100 mL de solucdo extratora contendo
metanol e &cido férmico (98,5: 1,5, v/v). No caso das uvas passas, cada
10 g de amostra foi homogeneizada, com auxilio de mixer, com 25 mL de
solucéo extratora contendo metanol, dgua e acido formico (50: 48,5: 1,5,
v/v). A mudanca nas propor¢cdes dos solventes utilizados na solucéo
extratora para obtencdo dos extratos fendlicos das uvas passas levou em
conta a sua reducdo da umidade durante o processo de secagem. Apos a
homogeneizac¢éo, as solu¢cdes foram mantidas em banho ultrassénico por
10 minutos e, centrifugadas (Modelo CR-G111 series, Hitachi) a 9400 g
por 5 °C durante 10 minutos para separacdo dos sobrenadantes. Estes
sobrenadantes foram reservados sob refrigeracdo (7 °C), e com o0s
respectivos precipitados realizou-se duas subsequentes extragcdes com 50
e 25 mL de solucdo contendo metanol, agua e acido férmico (50:48,5:1,5,
vivlv), 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 fenélico que foi
utilizado para determinacdo das andlises propostas. Todas as extracfes
foram realizadas em triplicata. Cada extrato produzido foi rotoevaporado
(Modelo Hei-Vap Advantage, Heidolph) a 37 °C para a eliminacdo do

metanol, liofilizado, pesado e acondicionado em frascos de vidro ambar
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adequadamente lacrados e congelados a -80 °C até o momento do envio
para o Laboratério de Investigacion em Enologia da Universidade de
Castilla La-Mancha - UCLM (Ciudad Real, Espanha), onde foram
realizadas as analises dos compostos fendlicos utilizando CLAE-DAD-
ESI-EM/EM.

4.5. Identificacdo e Quantificacdo de Compostos Fendlicos da Uva In
Natura e Passas Com e Sem Azeite de BRS Morena por CLAE-DAD-
ESI-EM"

Antocianinas e os compostos fendlicos ndo antocianicos presentes
nas uvas in natura e uvas passas sem e com pré-tratamento com azeite
de BRS Morena, foram separadamente analisados de acordo com

metodologia descrita por Rebello et al. (2013).

4.5.1. Antocianinas e compostos derivados, flavonéis, derivados do
acido hidoxicindmico e estilbenos

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

Para a determinacdo do perfil qualitativo e quantitativo das
antocianinas e dos compostos derivados (vitisinas A e B), aliquotas dos
extratos liofilizados obtidos das amostras foram ressupensas em solucao
de HCL 0,1N (1:10, v/v), filtradas (0,20 um, membrana de poliester,
Chromafil PET 20/25, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) diretamente em
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vial cromatografico e injetadas (10 pL) na coluna cromatografica. Os
solventes (Sol.) utilizados na fase mdével para andlise de antocianinas
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/v/v; enquanto o gradiente
linear para estes solventes foi: zero minuto, 94% A e 6% B; 10 minutos,
70% A e 30% B; 30 minutos, 50% A e 50% B; 34 minutos, 100% B; 36
minutos, 100% B; 42 minutos, 96% A e 4% B; e, 50 minutos, 96% A e 4%
B.

J& para a andlise de flavondis, derivados do acido hidroxicinamico
e estilbenos, aliqguotas dos extratos liofilizados obtidos foram
ressuspensas em solucdo de HCL 0,1N e 3 mL de cada amostra, em
triplicata, foram submetidas a extracdo em fase soélida com auxilio de
cartucho Bond Elute Plexa PCX (Agilent; 6 cm3, 500 mg de adsorvente),
que combina uma mistura de adsorvente de fase reversa e troca
catidbnica, com o intuito de obter um extrato livre de antocianinas, que
poderiam interferir notoriamente na separacdo cromatogréfica e
identificacdo dos compostos de interesse, particularmente, os flavonais.
Os cartuchos foram previamente condicionados com 5 mL de metanol e 5
mL de agua. Apos a eluicdo das amostras e lavagem dos cartuchos com
5 mL de solucdo de HCI 0,1N seguido de 5 mL de agua, as fracbes dos
extratos livres das antocianinas foram eluidas com 3 vezes de 5 mL de
metanol. Os eluatos foram secos em rotoevaporador (35 °C),
redissolvidos em 1 mL de solugdo aquosa contendo 20% de metanol e,
diretamente, injetados (20 pL), apds acondicionamento em vial
cromatografico. Os solventes (Sol.) utilizados na fase movel para analise
destes compostos foram: Sol. A, acetonitrila/agua/acido formico,
3:88,5:8,5, v/vlv; e, Sol. B, acetonitrila/agua/acido férmico, 50:41,5:8,5,
vivlv; e, Sol. C, metanol/agua/acido férmico, 90:1,5:8,5, v/v/v. O gradiente
linear dos solventes utilizado foi: zero minuto, 98% A e 2% B; 8 minutos,
96% A e 4% B; 37 minutos, 70% A, 17% B e 13% C; 51 minutos, 50% A,
30% B e 20% C; 51,5 minutos, 30% A, 40% B e 30% C; 56 minutos, 50%

46



B e 50% C; 57 minutos, 50% B e 50% C; e, 64 minutos, 96% de A e 4%
de B.

Para a identificacdo, um analisador de massas de armadilha de
ions (ion trap) IES-EM/EM foi usado no modo positivo para determinacao
das antocianinas e, no modo negativo para determinagdo de flavondis e
derivados do &cido hidroxicindmico e estilbenos, de acordo com os
seguintes parametros descritos por Rebello et al. (2013): gas de
secagem, Nz, 8 L/min; temperatura de secagem, 325 °C; nebulizador, N2,
50 psi; parametros de ionizacao e fragmentacao foram otimizados através
da infuséo direta de solucbes padrao apropriadas (malvidina-3-glicosideo
no modo de ionizagdo positivo; quercetina-3-glicosideo, acido caftarico e
resveratrol-3-glicosideo no modo de ioniza¢do negativo, respectivamente,
para flavonois, derivados hidroxicindmicos e estilbenos.

A identificacdo foi, principalmente, baseada nos dados de
espectroscopicos (UV-vis e EM/EM) obtidos de padrbes originais ou
descobertas anteriores (CASTILLO-MURNO?Z et al., 2009; LAGO-VANZELA
et al, 2011, ab; REBELLO et al, 2013). Para quantificacdo, 0s
cromatogramas-DAD foram extraidos a 520 nm (antocianinas), a 510 nm
(vitisina A e B), a 360 nm (flavondis) e a 320 nm (derivados do acido
hidroxicinamico e formas do resveratrol). As andlises foram realizadas em

triplicata.

4.5.2. Flavan-3-6is monémeros e dimeros, e proantocianidinas
(taninos condensados)

Para analisar estes compostos foi realizada, primeiramente, uma
separacdo individual dos compostos por CLAE, seguida de sua
identificacdo, através do uso de um analisador de massas com ionizagao
por eletrospray. Para a quantificacdo destes compostos foi utilizado um
analisador de varredura por monitoramento de rea¢cdes multiplas (MRM),
onde junto com os padrdes disponiveis; foi possivel identificar os flavan-3-
6is mondmeros (C, EC, GC, EGC, CG, ECG, GCG, EGCG) e alguns
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dimeros (proantocianidinas tipo B, como PB1, PB2 e PB4), tal como
descrito por Rebello et al. (2013).

A separacado, identificacdo e quantificacdo destes compostos
presentes nas amostras de uva in natura e passas foi realizada utilizando
sistema cromatografico composto por cromatografo liquido de alta
eficiéncia Agilent 1200 Series (Agilent, Alemanha) equipado com detector
de arranjo de diodos (Agilent, Alemanha) e acoplado ao analisador de
massas do tipo hibrido quadrupolo-armadilha linear de ions (AB Sciex
3200 Q TRAP, Applied Biosystems) por sistema de ionizagdo por
eletronebulizacdo (IES-EM"). Utilizou-se coluna cromatogréafica de fase
reversa Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm; tamanho de particula de 3,5 pum,
Agilent, Alemanha) termostatizada a 16 °C, com uma taxa de fluxo de 0,1
mL por minuto.

Para a andlise dos flavan-3-6is mon6meros, procianidinas dimeras
do tipo B e proantocianidinas poliméricas, primeiramente, 0s extratos
liofilizados obtidos das amostras de uva in natura e passas foram
redissolvidos e, aliquotas de 2 mL de cada extrato foram misturadas com
12 mL de &gua para possibilitar a realizacdo de extracdo em fase sélida
com cartucho SPE-C18 (Waters® Sep-Pak Plus, 820 mg de adsorvente),
gue 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) e, o residuo dissolvido em metanol (2 mL).

Cada 0,25 mL dos extratos, previamente submetidos a extracao
em fase solida, foi diluido com 4,75 mL de solugdo contendo agua e acido
férmico (98,5:1,5, v/v) diretamente em vial cromatografico e injetado (10
puL) na coluna cromatografica. A informacdo estrutural das
proantocianidinas foi obtida pelo método de despolimerizacédo por catalise
acida induzida por pirogalol (BORDIGA et al., 2009). Para tanto, 0,50 mL
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da solucao de pirogalol (composta por 100 g/L de pirogalol e 20 g/L de
acido ascoérbico em solugdo metandlica contendo HCL 0,3 N) foi
adicionado de 0,25 mL de cada extrato, previamente submetido a
extracdo em fase sdlida e, entdo a mistura foi mantida a 30 °C por 40
minutos. Apos finalizada a reagdo foram adicionados a cada mistura 2,25
mL de acetado de sodio 67 mM e 2 mL de &gua, sendo entdo as amostras
preparadas para etapa de inje¢cdo no cromatégrafo.

As amostras (antes e depois da reacdo de despolimerizacdo por
catalise-acida) foram injetadas (10 pL) no cromatégrafo utilizando a
seguinte fase moével: Sol. A, dgua/metanol/acido férmico, 97:2:1, v/vlv;
Sol. B, metanol. O gradiente linear do solvente B foi: zero minuto, 5%; 2
minutos, 5%; 25 minutos, 30%; 40 minutos, 55%; 50 minutos, 65%; 55
minutos, 95%; 65 minutos, 95%; 70 minutos, 5%; e, 80 minutos, 5%.

Para a identificacdo dos compostos citados foi utilizado sistema de
varredura EIS-EM/EM operado no modo de ionizacdo negativo, sendo
utilizado uma combinacédo de experimentos de -EEM (referentes aos ions
moleculares, condicbes EM) e de -EPI (referentes aos ions produtos,
condicbes EM/EM). Ja para a quantificacdo foi utilizado modo de
aguisicdo por monitoramento de reacfes multiplas (MRM, condicdes
EM/EM). As condi¢cdes do analisador de massas para ambos os tipos de
varredura empregados sao similares as relatadas por Rebello et al.
(2013).

Para a identificacdo e quantificacdo dos diversos flavan-3-ais,
foram utilizados os seguintes padrbes: de monémeros, (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-galocatequina, (-)-catequina-3-
galato, e (-)-epicatequina-3-galato e, de dimeros, procianidinas Bl, B2 e
B4. A (+)-catequina foi utilizada como padrdo externo. Obtiveram-se,
primeiramente, os fatores de resposta de cada um dos compostos
anteriores com relacdo ao padrdo de catequina, por injecdo conjunta;
depois, em cada série de analises, o padrdo externo de catequina foi

injetado no inicio e final de cada série para realizar a corre¢cdo de desvios
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que se produzem dependendo do nivel de resposta do detector de
massas. A concentracdo total de proantocianidinas poliméricas foi
expressa como equivalentes de (+)-catequina e também foi investigada as
caracteristicas estruturais dos principais tipos de flavan-3-0is presentes

nas amostras, obtidos apds a realizagdo dos seguintes calculos:

e Grau médio de polimerizacdo (mDP), por meio da equacéo 1:

mDP

Unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM) .
= : — (Equagdo 1)
unidades terminais (mM)

e Porcentagem de galoilacdo, por meio da equacéo 2:

% galoilacdo

— 100 ¥ galatos em unidades terminais e de extensido (E i02)
B * unidades terminais (mM) + unidades de extensio (mM) quacao

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

e Somatorio das unidades de extenséo, por meio da equagéao 3:

Unidades de extensio = I monoméricas pirogaloiladas (Equacio 3)

e Somatdrio das unidades terminais, por meio da equagéo 4:

Unidades terminais
= X mondmeros apds a reacio
— Imondmeros iniciais (Equacio 4)
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e Porcentagens de unidades terminais e de extensdo apresentadas

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

unidade terminal (N)(mM) E 05
T unidades terminais (mM) quacdo

g3 unidade terminal N = 100x

% unidade extensio P — 100 unidade de extensio (P)(mM) (E 50 6)
o uidade extensao £ = * Tunidades de extensio {(mM) quagao

podendo as unidades de extens&o e/ou terminais serem expressas em
funcdo 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
derivacdes de C, EC, GC, EGC, CG ou ECG para as unidades terminais;
e P, as derivacoes de C, EC, GC, EGC e CG para as de extenséo.

e Porcentagem de prodelfinidinas, por meio da equacéao 7:

%% prodelfinidinas
T (GC + EGC + EGCG) terminais e pirogaloiladas

= 104
X unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM)

(Equacio 7)

sendo que para esta porcentagem contribuem todas as unidades
integrantes das proantocianidinas (como unidades de extensdo e
terminais) que contém um anel B do tipo trisubstituido, pelo qual
denomina-se prodelfinidina, dada em funcéo de que ao despolimerizar-se
a proantocianidina, em meio acido, se origina a delfinidina. Para estas
caracteristicas sdo englobados os seguintes compostos: galocatequina
(GC) e (-)-epigalocatequina (EGC).
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4.5.3. Quantificagdo de proantocianidinas por precipitagdo com metil-

celulose

A concentragdo total de proantocianidinas também foi determinada
pelo método de precipitacgdo com metil celulose (SARNECKIS et al.,
2006), que é um polimero que, ao contrario das proteinas usadas em
outros métodos baseados na precipitacdo de taninos, ndo absorvem a
280 nm e, portanto, ndo interfere na medida. Os compostos fenolicos
presentes nos extratos de uva in natura e uvas passas foram medidos a
280 nm antes e depois da precipitacdo das proantocianidinas ao unir-se
com a metil-celulose adicionada. A diferenca de absorvancia se
correlacionou com a concentracdo de proantocianidinas, expressa em
equivalentes de (-)-epicatequina, que se emprega como patrdo de

quantificacdo externo.

4.6. Anédlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparacao de média pelo teste de Student-Newman-Keuls
para permitir verificar diferencas na porcentagem molar de cada composto
fendlico bem como nas concentracfes totais das classes de compostos
fendlicos (antocianinas, flavondis, derivados do acido hidroxicinamico,
estilbenos, flavan-3-6is mondémeros e dimeros e proantocianidinas)
estudadas entre as amostras de BRS Morena in natura e uvas passas,
pré-tratadas ou ndo com azeite extra virgem.

Uma andlise multivariada (analise de componentes principais -
ACP) de cada classe de compostos para as mesmas amostras foi
realizada para reduzir o niumero de variaveis bem como a deteccdo de
“outlier”, tendéncias e uma viséo global do estudo.

Para a construcdo dos graficos foram escolhidos os CPs que
permitiram uma melhor separagdo entre as amostras. No texto foram

consideradas as variaveis (compostos fendlicos de cada classe quimica,
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bem como as concentracdes totais referentes a cada classe) mais
correlacionadas com cada componente principal (CP) (“loadings” em
“‘Rotated Component Matrix” > 0,80). Portanto, apds o nome do composto
fendlico foi descrito em parénteses sua sigla seguida pelo valor de
“loadings”. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa
estatistico IBM SPSS Sytatistics (SPSS Inc., IBM), versao 20.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo das Uvas Passas

As uvas passas foram elaboradas a partir da uva BRS Morena pré-
tratada ou ndo com azeite extra-virgem. Em funcdo das uvas
apresentarem tamanhos muito diferenciados, para melhor controle do
processo de secagem, realizou-se a separacdo das bagas em bandejas
de acordo com o tamanho das mesmas previamente ao processo de
secagem. Em funcado disto, bandejas de uma mesma batelada tiveram
tempos de secagem diferentes, sendo que para as uvas passas
produzidas sem azeite o tempo de secagem variou de 27 a 41 horas,
enquanto que para as passas com azeite a variagdo no tempo de
secagem foi entre 14,5 e 22,5 horas. Ap6s o calculo de um tempo médio
de secagem das uvas, a adicdo do azeite como agente tensoativo
proporcionou uma reducdo média de 45,13% no tempo total de secagem
para a producao das passas.

Reducbes de tempo similares de secagem, porém, ligeiramente
superiores, foram observadas na literatura para pré-tratamentos da uva
Thompson seedless utilizando uma combinacdo de oleato de etila
associado a agente alcalino (carbonato de potassio - K2COgs) visando
facilitar a transferéncia de agua pelo rompimento da casca da uva
(BINGOL et al., 2012). Estes autores pré-trataram as uvas, por imersao,
utilizando solugéo contendo 5% de K2COs e 2% de oleato de etila a
temperatura de 60 °C. ApOs a desidratacdo em secador convencional a 60
°C, observaram reducdo de 50% no tempo de secagem. Também ja foi
empregado como solugdo de imersédo em uvas 0 azeite associado ao
carbonato de potassio. Os autores relataram que a presenca do azeite foi
de fundamental importancia para acelerar o processo de desidratacao,
uma vez que as uvas pré-tratadas com a solucao resultaram em menores

contetdos de umidade do que as pré-tratadas somente com solucao de
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carbonato de potassio, has mesmas condi¢cdes de secagem (TELIS et al.,
2006).

Essas reducbes de tempos de secagem das uvas descritas na
literatura podem ter sido superiores as alcancadas no presente trabalho,
em virtude da combinagdo no pré-tratamento, do azeite e/ou oleato de
etila com uma substancia alcalina. Isto porque o uso de carbonato de
potassio (K2COsz) e o oleato de etila, utilizados sozinhos ou em
combinacdo podem aumentar a taxa de secagem, tanto no principio, pela
formacao de micro poros sobre a superficie da casca, quanto nas fases
posteriores de secagem, melhorando a difusdo de agua interna.
(ESMAIILI et al., 2007).

Supbe-se que um dos componentes do azeite possua um efeito
tensoativo, uma vez que, como ja relatado na literatura, a composicao
especifica de agentes quimicos (enxofre, hidroxido de sddio, carbonato de
potassio e/ou ésteres etilicos de acidos graxos do tipo C10-C18), sua
concentracdo, pH, temperatura, e o tempo de imersdo sdo 0s principais
fatores que controlam a alteracdo da microestrutura na casca da uva
(FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA,
2013; BINGOL et al., 2012; PANGAVHANE; SAWHNEY, 2002). Outros
estudos sdo necessarios para melhor entendimento dos efeitos do azeite
extra virgem sobre as cascas da uva BRS Morena durante o processo de
secagem.

Vale ressaltar que o processo de secagem gera no produto final um
efeito de concentracdo dos constituintes ndo volateis presentes nas uvas
decorrente da remocao da agua, que as tornam um alimento altamente
energeético.

As uvas passas produzidas a partir da BRS Morena apresentaram
umidade entre 18 e 19 %, o que esta de acordo com a Resolugdo CNNPA
(Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos) n® 12 de 1978
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que preconiza que

frutas secas devem apresentar umidade inferior a 25% (BRASIL, 1978).
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Tal como ocorreu para os agucares, os compostos fendlicos, que
sdo os constituintes de interesse no presente trabalho, também foram
concentrados durante o processo de secagem. Este fato ja foi relatado
por outros autores apos estudo da desidratacdo parcial de variedades
tintas distintas de uva para posterior uso na elaboracao de vinhos doces,
como exemplo, Sangiovese, Merlot e Syrah (BELLICONTRO et al., 2014)
e, Merlot e Tempranillo (MARQUEZ et al. 2012a, b). Deve-se destacar
gue, concomitantemente, com este efeito de concentracdo ocorre a
degradacdo daqueles compostos fendlicos mais suscetiveis a oxidacdo
de origem quimica ou enzimatica, provavelmente, apés o rompimento do
tecido celular durante as primeiras horas de secagem das uvas.

Assim, a seguir estdo apresentadas as alteracbes na composicao
qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos presentes nas uvas
apos o processo de secagem utilizando ou ndo pré-tratamento com azeite

extra virgem e as hipoteses para tais alteracoes.

5.2. Determinacdo do Perfil Qualitativo e Quantitativo de Compostos
Fendlicos Presentes na Uva BRS Morena e Suas Respectivas Passas
Produzidas Com e Sem Azeite por CLAE-DAD-IES-EM/EM

5.2.1. Antocianinas

Os perfis cromatograficos tipicos das antocianinas presentes na
uva BRS Morena e suas passas, produzidas sem e com a utilizacdo de
azeite extra virgem como agente tensoativo, estdo apresentados na

Figura 10a, b e c, respectivamente.
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Figura 10. Antocianinas presentes na uva BRS Morena in natura (a), na
uva passa sem azeite (b) e na uva passa com azeite (c): Cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD a 520 nm. A identificacdo dos picos esta

apresentada na Tabela 3.
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Observou-se a presenca das cinco principais antocianidinas
(delfinidina, cianidina, malvidina, peonidina e petunidina), sendo todas
monoglicosiladas, tal como comumente encontradas em uvas V. vinifera
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2009). Com a ajuda dos cromatogramas de
ions extraidos (EIC) obtidos com os valores de m/z correspondentes a
cada uma das diferentes antocianidinas (agliconas), foi possivel detectar
um total de 19 antocianinas na uva in natura, enquanto que nas suas
passas produzidas sem e com azeite foram detectadas 19 antocianinas,
além de mais 2 vitisinas). Foram detectados no espectro EM/EM o0s
seguintes padrdes de fragmentacao (Tabela 3):

i) para antocianinas monoglicosiladas nao aciladas: presenca de ion
molecular ([M]*) de m/z 465, 449, 479, 463 e 493 para 0s respectivos
derivados da dp, cy, pt, pn e mv e ion produto de m/z 303, 287, 317, 301
e 331 gerado a partir da perda de uma unidade de hexose ([M-162]%),
assumida como glicose;

i) antocianinas monoglicosiladas p-cumariladas: presenca de ion
molecular ([M]*) de m/z 611, 595, 625, 609 e 639, respectivamente,
compativel com as estruturas p-cumariladas dos 3-glicosideos das
antocianidinas dp, cy, pt, pn e mv, além de um ion produto de m/z 303,
287, 317, 301 e 331, decorrente da perda do glicosideo ligado ao grupo
cumaril ([M-308]*) na posicédo C-3 no anel C das antocianidinas;

i) vitisinas A e B: presenca de ion molecular ([M]*) de m/z 561 e 517 e,
de seus ions produtos de m/z 399 e 355, respectivamente, gerados a
partir da perda de uma unidade de hexose ([M-162]*), assumida como
glicose.

N&o héa evidéncias cromatograficas (uso de padrdo auténtico) nem
evidéncia de espectro de massas da ocorréncia de antocianinas
derivadas da pelargonidina (m/z 271) nas amostras estudadas. Resultado
similar para a uva BRS Morena in natura foi relatado por Lago-Vanzela et
al. (2011a).
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Tabela 3. Caracteristicas espectrais (EM/EM) das antocianinas identificadas na uva
BRS Morena (in natura, uvas passa sem azeite e com azeite) por CLAE-DAD-IES-
EM/EM (modo positivo de ionizacdo), e propor¢cao molar (média + desvio padrdo, n =
3) e concentracao total expressa em kg de uva in natura e kg de uva passa.
Compostos (C) numerados segundo Figura 10.

proporcéo molar (%)

fon molecular;

c fon (%?Zc;uto Co?rr:at:p?éirgggtel Uva in natura Uva giiistg sem Uva giiistae com
1 465;303 dp-3-glc 11,87a £+ 1,65 7,54b £ 0,75 8,14b £ 0,71
2 449;287 cy-3-glc 3,72ab £ 1,12 4,93a £ 0,43 2,95b + 0,27
3 479;317 pt-3-glc 9,58a + 0,63 8,96a £ 0,55 8,94a £ 0,57
4 463;301 pn-3-glc 11,13b £ 1,41 14,53a £ 0,71 9,61b + 0,57
5 493;331 mv-3-glc 39,19b + 2,85 43,80a + 1,45 45,66a + 0,45
6 507;303 dp-3-acglc 0,74a + 0,05 0,49b + 0,06 0,84a + 0,03
7 491,287 cy-3-acglc 0,23a £ 0,04 0,26b £ 0,00 0,18a £ 0,02
8 521,317 pt-3-acglc 0,77a £ 0,02 0,67b + 0,03 0,75a + 0,02
9 505;301 pn-3-acglc 0,62a £ 0,01 0,63a £ 0,07 0,54a+£0,01
10 535;331 mv-3-acglc 3,13b £ 0,47 3,01b + 0,21 3,82a+0,22
11 611;303 dp-3-cmglc 2,14a + 0,06 1,30c £ 0,11 1,53b + 0,06
12 625;317 pt-3-cis-cmglc 0,09a + 0,00 0,12a + 0,02 0,10a + 0,01
13 595;287 cy-3-cmglc 0,69a £ 0,10 0,76a £ 0,08 0,57a+0,02
14 655;331 mv-3-trans-cfglc 0,09c + 0,01 0,36b + 0,08 0,62a =+ 0,19
15 625;317 pt-3-trans-cmglc 1,86a +0,12 1,57b +0,10 1,77a + 0,04
16 609;301 pn-3-cis-cmglc 0,14b + 0,01 0,20a = 0,03 0,14b + 0,01
17 639;331 mv-3-cis-cmglc 0,49a £ 0,03 0,30b £ 0,08 0,39ab + 0,05
18 625;317 Pn-3-trans-cmglc 2,78a = 0,04 2,71a+0,17 2,37b £ 0,05
19 639;331 mv-3-trans-cmglc 10,75a + 1,58 7,86a £ 0,98 11,08a £1,23

Total (mg mv-3-glc/kg uva)

Total (mg mv-3-glc/kg produto)

498,17a + 29,06
498,17 + 29,06

55,28c + 12,27
251,00 + 55,72

122,49b + 16,99
556,12 + 77,15

Vitisina A (mg/ kg de uva) ND 1,04a £ 0,15 1,17a+0,12
Vitisina A (mg/ kg de produto) 4,73 + 0,68 5,30 + 0,53
Vitisina B (mg/ kg de uva) ND 0,61a + 0,10 0,48b + 0,02
Vitisina B (mg/ kg de produto) 2,77 £ 0,47 2,19+0,10

1 Abreviacdo da nomenclatura: dp, delfinidina; cy, cianidina; pt, petunidina; pn, peonidina; mv, malvidina; gic,
glicosideo; acglc, 6"-acetil-glicosideo; cmglc, 6"-p-cumaril-glicosideo; cfglc, 6"-cafeil-glicosideo. ND, néo
detectado. As proporgdes molares estdo calculadas para as antocianinas monoglicosiladas, totalizando 100%. a,
b, c: letras minGsculas iguais na mesma linha indicam que as amostras de fruta in natura e passas com e sem
azeite da uva BRS Morena nao diferem estatisticamente, com nivel de significancia de 0,05.
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No presente trabalho, foi possivel a identificacdo de mais duas
antocianinas minoritarias, a saber, petunidina-3-cis-p-cumaril-glicosideo e
peonidina-3-cis-p-cumaril-glicosideo. Lago-Vanzela et al. (2011a)
apontaram que o perfil de antocianinas da uva BRS Morena encontra-se
em acordo com sua genealogia (CAMARGO et al., 2003; LEAO, 2008).

Pela Tabela 3 foi possivel observar a série completa das
antocianinas ndo aciladas (Compostos de 1 a 5), acetiladas (Compostos
de 6 a 10) e p-cumariladas (a série completa dos isémeros trans e alguns
dos isémeros cis; Compostos de 11 a 13, e, 15 a 19), sendo a malvidina-
3-glicosideo (mv-3-glc) a antocianina majoritaria nas trés amostras de
BRS Morena (in natura, passas com azeite e passas sem azeite). Apos a
desidratacdo parcial a 40 °C de uvas Merlot e Syrah, para a elaboracao
de vinhos varietais, Marquez et al. (2012a) observaram também que os
derivados monoglicosilados, particularmente, a malvidina-3-glicosideo,
seguida pelos seus derivados acetilados foram as antocianinas
majoritarias. Além disso, a pelargonidina-3-glicosideo foi detectada nas
duas variedades de uva (Merlot e Syrah), sendo suas propor¢cdes
reduzidas nas respectivas uvas desidratadas.

Nas uvas passas de BRS Morena, além das antocianinas
presentes na uva in natura, foram identificados os compostos vitisina A e
vitisina B, os quais sdo derivados antocidnicos da categoria das
piranoantocianinas, compostos estes que foram formados a partir da
reacdo do acido piravico e do acetaldeido, respectivamente, com a
malvidina-3-glicosideo. Tal presenca pode ser justificada pelo estresse
inicial sofrido pelas uvas quando submetidas ao processo de secagem.
Nestas condi¢des, 0 seu processo de respiracao passe do aerdbico para
0 anaerodbico, promovendo assim a elevacdo dos indices de 4cido pirtvico
e acetaldeido nas uvas, os quais influenciam diretamente a formagéo das
vitisinas A e B, nesta ordem (VIVAR-QUINTANA et al., 1999; HAYASAKA;
ASENSTORFER, 2002; ROMERO; BAKKER, 2000; BENABDELJALIL et
al., 2000).
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Marquez et al. (2012a) relataram também a sintese de vitisinas A e
B durante a desidratacéo parcial de uvas Merlot e Syrah para producao
de vinhos, sendo a vitisina B a majoritaria para ambas as variedades
estudadas. Os autores também apontaram que a sintese de vitisinas
ocorre em maior grau para uvas desidratadas fora da vinha, pois nestes
casos ha um maior rompimento das camadas da casca da uva,
favorecendo a difusdo das antocianinas presentes na casca da fruta para
a sua polpa, o que, consequentemente, leva a um aumento da formacéao
destes compostos. Vale ressaltar que os autores concluiram o processo
da desidratacdo quando a concentracdo de acguUcar redutor do mosto
obtido destas uvas alterou-se de 211 e 231 mg/L, para as uvas Merlot e
Syrah, respectivamente, para 300 mg/L.

Em outro estudo realizado por Marquez et al. (2014), apos avaliar o
efeito da desidratacdo parcial em secador, a temperatura de 40 °C, de
trés variedades de uva (Merlot, Tempranillo e Syrah), foi observada
alteracdes na composicdo das antocianinas durante o processo. Os
autores relataram que ao comparar as proporc¢oes individuais presentes
nas uvas in natura e nas respectivas uvas desidratadas, a dp-3-glc exibiu
discreta reducdo, enquanto que os derivados glicosilados da malvidina
exibiram os maiores aumentos nas proporcfes apdés o processo. De
forma geral, o processo de desidratacdo parcial destas uvas, durante 24
horas, resultou em um aumentou na concentragdo das cinco antocianinas
monoglicosiladas identificadas.

No presente estudo, as concentracdes totais de antocianinas nas
passas sem e com azeite, expressas em mg de mv-3-glc/kg de uva passa,
foram significativamente inferiores a quantificada nas uvas in natura
(expressos em mg de mv-3-glc/kg de fruta). Ao expressar os resultados
de passas por quilo de uva in natura e calcular a retencdo de antocianinas
nas passas foi possivel notar que as passas produzidas com azeite
retiveram 24,59% das antocianinas, enquanto que as produzidas sem

azeite retiveram apenas 11,10%.
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As antocianinas glicosiladas (flavonoides do tipo o-difendis
glicosilados), usualmente, ndo estdo envolvidas, de forma direta, nas
reacoes catalisadas pela polifenoloxidase. Em contrapartida, esses
compostos podem ser oxidados diretamente pela lacase ou pela
peroxidase. A autoxidacao dos o-difendis pode ainda potencializar a acédo
catalitica da peroxidase, ao formar além da correspondente o-diquinona
também o peréxido de hidrogénio como sub-produto, que por sua vez
pode participar da reacdo de oxidacao catalisada por esta enzima. Além
disso, os o-difendis glicosilados podem ser hidrolisados por B-glicosidases
para suas respectivas agliconas, que sédo substratos potenciais para as
enzimas oxidativas, acelerando o processo de degradacdo destes
compostos (HE et al., 2010; LAGO-VANZELA et al., 2015).

Associado as reacdes de degradacao oxidativa, é consenso geral
entre o0s autores que as antocianinas presentes nas frutas s&o
relativamente instaveis e sofrem degradacdo devido a exposicdo a altas
temperaturas e oxigénio durante o processamento (FIGUEIREDO-
GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013). Segundo
Figueiredo-Gonzalez, Cancho-Grande e Simal-Gandara, (2013) e Torres
et al. (2010), as antocianinas estdo presentes, majoritariamente, nas
cascas das uvas, que por sua vez estdo diretamente expostas ao ar
guente de secagem e, por conseguinte, mais vulneraveis que outros
compostos (que predominam-se na polpa ou sementes, por exemplo) aos
processos de degradacao térmica.

Diante destes fatos, sugere-se que 0 pré-tratamento com azeite
acelerou o processo de desidratacdo da uva, expondo a mesma a
temperatura elevada por um periodo menor, quando comparado as uvas
ndo pré-tratadas. Estes fatos refletiram positivamente na retencdo das
antocianinas destas passas. Supdem-se que, associado as reacoes
oxidativas, nas passas sem pré-tratamento tenha ocorrido maior

fragmentacdo das moléculas através do anel C heterociclico de sua
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estrutura devido ao prolongado tempo de exposicdo das uvas ao
tratamento térmico

A analise de componentes principais foi realizada entre a
composicao de antocianinas presentes nas amostras de uva BRS Morena
in natura, passas sem azeite e passa com azeite. O primeiro componente
principal (CP 1) explicou 37,61% da variagdo, enquanto CP 2 explicou
36,57%, totalizando assim 74,18% da variacao.

O gréfico apresentado pela Figura 1la mostra a dispersdo das
amostras de uva BRS Morena in natura e passas, sendo que no CP 1
permitiu a diferenciagcdo das amostras de uva passa sem e com azeite,
enquanto CP 2 permitiu diferenciar as amostras de uva in natura das uvas
passas. As amostras de uva in natura encontraram-se no lado positivo do
CP 2, enquanto que as amostras referentes a uva passa sem azeite foram
engquadradas no lado negativo do CP 2 e positivo do CP 1, e as amostras
da uva passa com azeite no lado negativo do CP 1 e CP 2. As amostras
ficaram proximas entre si, exceto uma amostra da uva in natura (MUINT-
2).

Analisando a Figura 11b, notou-se que o lado positivo do CP 1 foi
carregado, principalmente, pelo composto monoglicosilado acetilado da
cianidina (cy-3-glc, 0,98; cy-3-acglc, 0,94), pela peonidina monoglicosilada
(pn-3-glc, 0,93) e, pelo composto cumarilado na forma trans da cianidina
(cy-3-cmglc). Ja o lado negativo do CP 1 foi carregado, principalmente,
pelo derivado cumarilado monoglicosilado da malvidina na forma trans
(mv-3-t-cmglc, -0,92) e, pelo derivado acetilado da malvidina (mv-3-acglc,
-0,91).
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Figura 11. Andlise dos componentes principais (a) das amostras de uvas BRS Morena in natura (MUINT-1, 2,3), passas

de BRS Morena sem azeite (MPSA-1,2,3) e passas de BRS Morena com azeite (MPCA-1,2,3); (b) do perfil das

antocianinas.
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Abreviacao da nomenclatura: dp, delfinidina; cy, cianidina; pt, petunidina; pn, peonidina; mv, malvidina; glc, glicosideo; acglc, 6"-acetil-glicosideo;

cmglc, 6™p-cumaril-glicosideo; cfglc, 6"-cafeil-glicosideo; Total Ant., Antocianinas Totais).
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O lado positivo de CP 2 foi carregado, principalmente, pela
concentracédo total de antocianinas (Total Ant., 0,92) e pelo derivado
cumarilado monoglicosilado da delfinidina na forma trans (dp-3-cmaglic,
0,90), enquanto que o lado negativo de CP 2 foi -carregado,
principalmente, pelas vitisinas A e B (Vitisina A, -0,98; Vitisina B, -0,94) e
pela malvidina monoglicosilada (mv-3-gic, -0,80).

As amostras de uva BRS Morena foram alocadas proximas as
variaveis (compostos) que as caracterizam. Desta forma, analisando
conjuntamente as Figuras 1la e 11b, nota-se que as amostras de uva
passa sem azeite diferenciaram das com azeite, principalmente, pela
maior concentracdo da vitisina B. JA as amostras de uva passas com
azeite, foram diferenciadas, principalmente, pela presenca majoritaria da
malvidina monoglicosilada (mv-3-glc). As amostras de uva passas foram
diferenciadas da uva in natura, principalmente, pela presenca das vitisinas
A e B. Estes compostos nao foram encontrados na uva in natura (Tabela
4) e, como descrito anteriormente, sao oriundos de rea¢des quimicas
inerentes ao processo de secagem devido ao estresse pelo qual a uva é
submetida. Também é possivel notar que a uva in natura foi
caracterizada, principalmente, pelo derivado cumarilado da delfinidina (dp-

3-t-cmgic).

5.2.2. Derivados do acido hidréxicinamico e estilbenos

Os derivados dos acidos hidroxinamicos (DAHC), comumente,
encontrados em uvas viniferas como o acido trans-caftarico, os acidos cis-
e trans-cutarico e o acido trans-fertarico (picos 2 a 5) foram detectados
nas amostras de BRS Morena in natura (Tabela 4, Figura 12a). Este perfil
de DAHC foi igual ao relatado por Lago-Vanzela et al. (2011) ao estudar a
mesma cultivar. Ja as uvas passas sem e com azeite (Figuras 12b e, c,
respectivamente) apresentaram, além dos compostos da uva in natura, o

acido 2-S-glutationil-trans-caftarico (GRP) (pico 1).
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Tabela 4. Caracteristicas espectrais (EM/EM) dos derivados dos &cidos hidroxicinamicos (DAHC) e estilbenos
identificados na uva BRS Morena (in natura, uvas passa sem azeite e com azeite) por CLAE-DAD-IES-EM/EM,
proporcao molar (valor médio + desvio padréo, n = 3) e concentracéo total. Compostos numerados segundo Figura 12.

fon ] L.
Derivados do acido

Uvain natura

Uva passa sem azeite Uva passa com azeite

Composto pseudomolecular; hidroxicinamico
jon produto (m/z) Proporcéo molar (%)
1 GRP ND 2,82ab + 0,45 8,70a + 5,20
2 311:179,149,135 ac. trans-caftarico 72,38a + 0,45 67,70a + 0,23 58,27a + 14,66
3 295:163,149,119 ac. trans-cutarico 17,52a + 0,69 13,57b £ 1,01 9,97c + 1,52
4 295:163,149,120 ac. cis-cutarico 5,67a+ 0,36 8,89a + 0,23 4,48a + 4,11
5 325; 193, 149 ac. trans-fertérico 4,42a + 0,67 7,02a + 0,69 18,59a+ 11,83
Concentracédo de Derivados Hidréxicindmicos Totais
(mg/kg de uva in natura) 88,52a + 10,14 36,01b + 11,49 13,04c + 9,55
Concentracdo de Derivados Hidréxicindmicos Totais 8852 + 10,14 163,49 + 52,17 59,18 + 43.37

(mg/kg de produto)

fon

Uvain natura

Uva passa sem azeite Uva passa com azeite

. Estilbeno
Composto pseudomolecular; C dent
jon produto (m/z) orrepondente mg/kg de uva fresca (mg/kg de produto)
6 389; 227 trans-piceido 3,06a+ 0,51 1,08b+0,17 (4,91 £0,75) 0,40c £ 0,04 (1,81 + 0,18)
7 389; 227 cis-piceido 1,47a + 0,08 0,30b +0,15 (1,37 £0,67) 0,64b+0,64 (2,92 +2,92)

1 Abreviacdo da nomenclatura: GRP, 2-S-glutationil-trans-caftarico. As proporcdes molares estdo calculadas para as DAHC, totalizando 100%. a,
b, c: letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as amostras de fruta in natura e passas com e sem azeite da uva BRS Morena néo

diferem estatisticamente, com nivel de significancia de 0,05.
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Figura 12. Derivados dos acidos hidroxicinamicos e estilbenos presentes
na uva BRS Morena (in natura, a), ha uva passa sem azeite (b) e na uva
passa com azeite (c): Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD a 320 nm.
A identificacdo dos picos esté apresentada na Tabela 5.
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A identificacdo destes compostos foi realizada com o auxilio dos
respectivos cromatogramas de ions extraidos (EIC) (Figura 12), no modo
de ionizacdo negativo, observados no espectro EM/EM e foram
confirmados pelos seus espectros obtidos no UV-Vis-DAD, que estédo de
acordo com os dados disponiveis na literatura (LAGO-VANZELA et al.,
2011a; REBELLO et al., 2013). Apenas o composto GRP foi identificado
utilizando os EIC no modo de ionizacdo positivo.

Os derivados do tipo caftarico, trans- e cis-cutarico e fertérico
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 ) e
com formacgéo do ion do &cido hidroxicindmico ionizado correspondente
de m/z 135, 119, 120 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 funcéo da perda
da parte do acido hidroxicinamico. A principal fragmentacdo detectada
para o GRP foi com a formacgé&o do ion molecular de m/z 264.

Tanto para as uvas in natura, quanto para as passas, 0 DAHC
predominante foi o &cido trans-caftarico, resultado esse de acordo com o
encontrado em outro estudo com passas produzidas a partir da variedade
Thompson seedless (WILLIANSON; CARUGHI, 2010). Observou-se
também, para ambas as passas, uma reducdo nas concentracdes de
todos DAHC presentes (quando os resultados foram expressos em mg/ kg
de uva in natura), em relacdo a concentracdo apresentada pela uva BRS
Morena in natura.

Karadeniz et al. (2000), apds determinar a composicéo fendlica de
passas de uva Thompson Seedless, desidratadas em tunel de
desidratacéo a 71 °C, relataram perdas dos acidos caftarico e cutarico na
ordem de aproximadamente 90%. Peinado et al. (2009) e Serratosa et al.
(2008), em estudo com a desidratagdo de uvas da variedade Pedro
ximenez, também relataram degradacdo dos acidos caftarico, cutarico e

fertarico.
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As passas obtidas das uvas sem pré-tratamento apresentaram
retencdo de 35,29% enquanto as passas obtidas das uvas submetidas ao
pré-tratamento apresentaram retencdo de 13,07%. Reducbes na
concentracdo dos DAHC nas passas ocorreram, provavelmente, devido a
reacoes de oxidacdo catalisadas pela PPO durante as primeiras horas de
secagem (FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-
GANDARA, 2013; LAGO-VANZELA et al., 2015). Isto porque a quebra da
integridade fisica da baga de uva pelo pré-tratamento ocasiona a
descompartimentalizacdo das organelas das células do tecido vegetal,
promovendo a liberagdo dos DAHC, especialmente o é&cido caftarico,
presentes no vacuolo, juntamente com as enzimas oxidativas. Além disso,
0 pré-tratamento da uva tornou-a mais permeavel tanto a agua, que tem
que evaporar-se desde o interior da baga, quanto ao oxigénio do ar
exterior que pode difundir pela baga favorecendo estas reacdes oxidativas
de origem enzimética.

O &cido caftarico € um dos principais substratos para a PPO.
Assim, o GRP detectado nas passas, em maior concentracdo nas com
azeite, é formado devido o contato do &cido caftarico com a PPO, que na
presenca de oxigénio induz a producdo enzimatica das O-quinonas. Esta
maior concentracdo de GRP nas passas com azeite auxilia na hipétese de
que o acido caftarico das uvas pré-tratadas sofreram maior processo de
oxidac&o. Obviamente, as O-quinonas sao compostos altamente reativos
e muito instaveis, condensando facilmente com outros compostos
fendlicos. Assim, a oxidacdo dos compostos fendlicos presentes nas
passas com azeite, provavelmente, prosseguiu, além destes primeiros
compostos, o que refletiu negativamente na retengdo dos DAHC destas
passas.

Para a classe dos estilbenos foram encontradas as formas cis e
trans do composto conhecido como piceido, 0s quais sdo compostos
derivados do trans-resveratrol (Tabela 4). O padrédo de fragmentacao

observado no espectro EM/EM para estes compostos foi a presenca de
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ion pseudomolecular ([M-H]) de m/z de 389 e um ion produto de m/z 227,
gerado a partir da perda de um glicosideo (m/z 162). Estes compostos,
uma vez que sdo isdmeros (mesma m/z) foram diferenciados e
identificados em funcéo do tempo de retencdo na coluna cromatografica
por diferenciagdo de suas formas estruturais, sendo que o composto do
tipo trans- tem menor tempo de retencdo que seu respectivo isbmero cis-.

As caracteristicas espectrais (ion molecular e ions produtos com
ESI-MS/MS), e a concentracdo total dos estilbenos estdo presentes na
Tabela 4, sendo os compostos numerados igualmente ao que foi
apresentado na Figura 12 para todas as amostras. Dentre os estilbenos
identificados, pode-se observar na uva in natura ha a presenca tanto do
cis-piceido quanto do trans-piceido, porém este ultimo foi o majoritario. O
isbmero trans € a forma naturalmente encontrada na uva, embora possa
hidrolisar-se (sob luz ultravioleta) a seu correspondente isémero cis
(LAGO-VANZELA et al., 2015). Nas passas sem azeite, o trans-piceido
apresentou-se ainda em maior concentragdo enquanto que nas passas
com azeite o cis-piceido foi o composto majoritario.

ApoOs realizar a soma dos isdbmeros cis e trans da classe dos
estilbenos e comparar os resultados de passas de BRS Morena foi
possivel verificar que as concentracdes totais das passas diminuiram com
relacdo as uvas in natura. Durante o processo de secagem da uva ha a
concentracdo dos acidos, porém, segundo Zupancic, Lavric e Kiristl
(2015), o trans-resveratrol é mais estavel nestas condi¢cdes. Estes
mesmos autores relataram que o trans-resveratrol foi rapidamente
degradado a temperatura de 37°C e que 0 aumento da temperatura pode
acelerar este processo. Adicionalmente, Callemien et al. (2005) relataram
que a presenca de oxigénio pode desencadear reacfes de oxidagdo que
levam a degradacédo do trans-resveratrol. Deste modo, sugere-se que 0
efeito de concentracdo dos constituintes presentes nas bagas das uvas
BRS Morena, com e sem pré-tratamento, durante o processo de

desidratacéo foi menor que o efeito de degradacao devido a exposi¢céo a
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temperatura e ao oxigénio, levando a reducdo na concentracdo dos
estilbenos das passas quando comparado as frutas in natura.

Ao expressar os resultados em mg de piceido por kg de passas,
observou-se que os valores médios encontrados ndo apresentaram
diferenca significativa, variando entre 4,73 e 6,28. Tayoub, Sulaiman e
Alorfi (2014), apOs determinar a concentracdo de resveratrol em passas
comerciais derivadas das variedades de uvas apirénicas Zaini, Hilwani,
Baladi e Rouni, observaram concentracbes entre 1,21 e 8,2 mg de
resveratrol/100g de produto, sendo a menor concentracdo determinada
para a variedade Roumi enquanto a maior determinada para a variedade
Baladi.

Com o intuito de diferenciar as amostras para estas classes de
compostos fendlicos, os estilbenos e o0s derivados dos acidos
hidroxicinamicos foram avaliados em conjunto por ACP (Figura 13). O
primeiro componente principal (CP 1) explicou 47,41% da variacao,
enguanto o CP 2 explicou 47,28%, totalizando 94,69% da variagao.

Na Figura 13a foi possivel a diferenciacdo das amostras de uva in
natura das amostras processadas em CP 1, e entre as amostras de
passas em CP 2, com exce¢do de uma amostra de passa com azeite
(MCPA-3). As amostras de uva BRS Morena in natura foram enquadradas
no lado negativo de CP 1; as amostras de passas sem azeite no lado
negativo de CP 1 e positivo de CP 2; enquanto que as amostras de
passas com azeite foram enquadradas no lado negativo de CP 1 e CP 2,
exceto por uma amostra MCPA-3 (enquadrada no lado negativo de CP 1

e positivo de CP 2).
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Figura 13. Andlise dos componentes principais (a) das amostras de uvas BRS Morena in natura (MUINT-1, 2, 3),
passas de BRS Morena sem azeite (MPSA-1, 2, 3) e passas de BRS Morena com azeite (MPSA-1, 2, 3); e (b) da

composicao de estilbenos e derivados hidroxicinamicos.
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Na Figura 13b, foi possivel observar que o lado positivo do CP 1
foi carregado pelos estilbenos trans e cis-piceido (t-piceido, 0,93; c-
piceido, 0,90), pelo &cido trans-cutarico (t-cutarico, 0,90) e pela
concentracdo total de derivados do acido hidroxicinamicos (DAHC, 0,89).
Ja o lado positivo de CP 2 foi carregado pelos acidos trans-caftarico (t-
caftarico, 0,92) e cis-cutarico (c-cutéarico, 0,89), enquanto que o lado
negativo de CP 2 foi carregado pelo &cido trans-fertarico (t-fertarico, -
0,94) e pelo GRP (GRP, -0,87).

Pode-se inferir, portanto, que as amostras de uva in natura
apresentaram maior concentracdo dos estibenos cis-piceido (c-piceido) e
trans-piceido (t-piceido), do 4&cido trans-cutarico (t-cutarico) e da
concentracdo total de derivados do acido hidroxicinamico (DAHC). As
amostras de uva passa sem azeite apresentaram maior concentracdo do
acido cis-cutérico (c-cutarico), enquanto duas amostras de uva passa com
azeite apresentaram maior concentracdo do acido trans-fertarico (t-
fertarico) e do GRP (GRP).

5.2.3. Flavondis

As amostras estudadas apresentaram apenas flavonois
monoglicosilados e alguns compostos em sua forma livre, tendo sido
detectados um total de 19 flavondis na uva in natura (Figura 14a),
enquanto que em suas passas produzidas sem e com azeite foram
detectados 21 flavondis (Figura 14b e c, respectivamente). O perfil
observado para a BRS Morena in natura foi similar ao relatado por Lago-
Vanzela et al. (2011), porém, o presente trabalho apontou ainda a
presenca do kaempferol-3-rutinosideo e de miricetina, quercetina,
iIsoramnetina e siringetina livres. Além disso, as uvas in natura
apresentaram apenas flavonéis monoglicosilados, sendo a ocorréncia de
agliconas livres de flavonois, provavelmente, atribuida a extracao
realizada em condi¢bes acidas (HERMOSIN-GUTIERREZ et al., 2011). O

grau de hidrdlise pode ser dependente da estrutura do flavonol e também
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do tipo de agucar unido a aglicona. Em vinhos, os derivados da
guercetina, especialmente, a rutina mostram uma tendéncia muito forte a
hidrolise, gerando quercetina livre (LAGO-VANZELA et al., 2015). No
presente trabalho, observa-se também que a aglicona livre presente em
maior porcentagem molar nas passas foi a quercetina.

As caracteristicas espectrais (ion molecular e ions produtos com
ESI-MS/MS, propor¢cBes molares médias para os flavondis individuais,
bem como a concentracéo total na uva BRS Morena in natura, e em suas
passas produzidas sem e com a utilizacdo de azeite extra virgem como
agente tensoativo estdo presentes na Tabela 5. Os flavondis que foram
identificados no estudo incluem seis agliconas, seguindo o0 seguinte
padrdo de substituicdo no anel B: quercetina (Q; 2 x OH), isoramnetina (I;
1 x OH, 1 x OCHs), kaempferol (K; 1 x OH), miricetina (M; 3 x OH),
laricitina (L; 2 x OH, 1 x OCH?3) e siringetina (S; 1 x OH, 2 x OCHs).

A identificacdo destes compostos foi baseada nos seus sinais IES-
EM/EM correspondentes aos ions pseudomoleculares ([M-H]) de m/z de
479 para os derivados do flavonol do tipo miricetina, 463 para 0s
derivados do flavonol tipo quercetina; 447 para os do tipo kaempferol; 493
para os do tipo laricitrina; 477 para os do tipo isoramnetina; e, 507 para 0s

do tipo siringetina.
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Figura 14. Flavondis presentes na uva BRS Morena (in natura, a), ha uva
passa sem azeite (b) e na uva passa com azeite (c): Cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD a 360 nm. A identificacdo dos picos esta
apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas espectrais (EM/EM) dos flavonois identificados
nas amostras de BRS Morena (in natura, passa sem azeite e com azeite)
por CLAE-DAD-IES-EM/EM (modo de ionizacdo negativo), proporcdes
molares (valor médio = desvio padrdo, n = 3) e concentracao total.

Compostos numerados segundo Figura 14.

fon Propor¢ao molar (%)
Composto  pseudomolecular; Denominagao Uvain Uva passa sem Uva passa
jon produto (m/z) natura azeite com azeite
1 493; 317 M-glcU 3,61a £ 0,20 2,04b +0,24 1,25c £ 0,54
2 479; 317 M-gal 1,20a+0,18 0,55b £ 0,05 0,50b £ 0,12
3 479; 317 M-glc 30,922 £ 2,28 15,75b + 1,13 24,29ab + 9,14
4 463; 301 Q-gal 1,41a+0,19 2,23a+£0,19 1,24a +0,70
5 477; 301 Q-glcU 22,412+ 1,31 27,36a £ 2,22 17,05a + 9,68
6 463; 301 Q-glc 14,89b £1,94 23,11a+1,30 17,81b + 2,66
7 609; 301 Q-rut 1,04a 0,10 1,68a + 0,27 1,58a+0,41
8 493; 331 L-glc 9,88a+1,17 5,31b £ 0,43 9,03a+2,21
9 447; 285 K-gal 0,49ab + 0,37 0,84a+0,11 0,16b £ 0,11
10 461; 285 K-glcU 0,89a £+ 0,05 1,41a+0,19 1,20a + 0,61
11 447,285 K-glc 1,76a £ 0,09 3,49a = 0,38 291a+241
12 593; 285 K-rut 0,52a +£0,24 0,83a+£0,18 0,87a £ 0,35
13 477; 315 I-gal 0,28b £ 0,10 0,29b + 0,06 0,64a+0,14
14 477; 315 I-glc 2,98b + 0,09 4,57a = 0,56 4,58a £ 0,43
15 507; 345 S-glc 2,91a + 0,47 3,312+ 0,45 6,30a + 2,61
16 317; 317 M livre 2,13a £ 0,47 0,72b £ 0,17 1,72a + 0,66
17 301 Q livre 0,36b + 0,10 4,252 + 0,65 4,47a 0,17
18 331 L livre ND 0,25b £0,10 0,57a £ 0,07
19 285 K livre ND 0,202 £ 0,07 0,15a = 0,02
20 315 I livre 0,46a £ 0,15 0,652 £ 0,03 0,97a £ 0,33
21 345 S livre 1,86a+0,78 1,152+ 0,29 2,69a + 1,37
C?;Zegt_%a_‘é?& ?(eg';'g"uov”aéf'rselgg‘;”s 52212+7,29 31,73ab+7,17 24,53b + 1547
Concentracéo de Flavonois Totais 52214729 144.04+3254 111,39 + 70,25

(mg Q-3-glc/ Kg produto)

1 Abreviacdo da nomenclatura:K, Kaempferol; Q, Quercetina; I, Isoramnetina; M, Miricetina; L,
Laricitrina; S, Siringetina. ND, ndo detectado. As propor¢cdes molares estdo calculadas para as
antocianinas monoglicosiladas, totalizando 100 %. a, b, c: letras minUsculas iguais na mesma linha
indicam que as amostras de fruta in natura e passas com e sem azeite da uva BRS Morena
diferem estatisticamente, com nivel de significancia de 0,05.

Foram identificados os derivados 3-galactosideos e 3-glicosideos

do tipo miricetina, quercetina, kaempferol e isoramnetina, enquanto que
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para a sirigetina e laricitrina foram detectados apenas os derivados 3-
glicosideos. Os ions produtos de m/z 317, 301, 285, 331, 315 e 345
correspondem respectivamente, aos flavondis agliconas (-M, -Q, -K, -L, -I,
e —S) que foram gerados pela perda de um fragmento de hexose para
ambos derivados 3-galactosideo (gal) e 3-glicosideos (glc) ([M-162—-H]).
Vale ressaltar que o espectro UV-vis dos diferentes derivados (3-
glc e 3-gal) do mesmo flavonol aglicona sdo praticamente idénticos.
Assim, os derivados 3-galactosideo e 3-glicosideo da mesma aglicona da
miricetina e da siringetina foram distinguidos devido a uma notavel
caracteristica: os derivados 3-galactosideo sempre eluem antes de seus
respectivos derivados 3-glicosideos sob condigcbes cromatograficas em
que foi usada coluna de fase reversa (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009).
Nos compostos derivados 3-glucuronideo da miricetina, quercetina
e kaempferol observa-se a presenca de um ion pseudomolecular ([M-H])
de m/z de 493, 477 e 461, respectivamente, e ions produtos de m/z de
317, 301 e 285, respectivamente, devido a caracteristica perda de um
fragmento de m/z de 176 correspondente a molécula do &cido
glucurdnico. No caso da quercetina e do kaempferol, a presenca de um
diglicosideo na posicédo 3 (3-O-(6"-ramnosil)-glicosideo de quercetina ou
quercetina-3-rutinosideo, ou também conhecido como rutina, e 3-O-(6"-
ramnosil)-glicosideo de kaempferol ou kaempferol-3-rutinosideo) foram
encontrados parcialmente coeluidos com o0os compostos quercetina-3-
glicosideo e kaempferol-3-glicosideo, respectivamente. Para os derivados
do 3-rutinosideo da quercetina e do kaempferol, observa-se a presenca
de um ion pseudomolecular ([M-H]) de m/z de 609 e 593,
respectivamente, e ions produtos de m/z de 301 e 285 respectivamente,
devido a caracteristica perda de um fragmento de m/z de 308
correspondente ao diglicosideo rutinosideo ([ramnose (1->6) glicose])).
Dentre os compostos descritos para as amostras de uva in natura
notou-se que a miricetina-3-glicosideo (M-3-gic) foi o flavonol majoritario,

seguido pela quercetina-3-glucuronideo (Q-3-glcU). Estes resultados
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corroboram com os descritos por Lago-Vanzela et al. (2011) que apontam
que perfis similares de flavonois sdo comumente encontrados em uvas V.
viniferas. Desta maneira, o perfil apresentado de flavondis encontrado
para a uva BRS Morena se encontra de acordo com a sua genealogia
descrita pela Embrapa (CAMARGO et al., 2003; LEAO, 2008).

Ja as uvas passas sem azeite, apresentaram como composto
majoritdrio a quercetina-3-glucuronideo, seguido pela quercetina-3-
glicosideo e pela miricetina-3-glicosideo. O contrario foi detectado para as
amostras de uva passa com azeite, isto €, o majoritario foi miricetina-3-
glicosideo, seguido por quercetina-3-glicosideo e quercetina-3-
glucuronideo. Ainda sobre a composicdo das passas, todos 0s seis
principais flavondis foram encontrados em sua forma livre (agliconas),
mesmo que em pequenas porcentagens. Figueiredo-Gonzalez et al.
(2013) e Marquez et al. (2012a) relataram também o surgimento de
agliconas apés o processo de secagem das uvas, que ndo haviam sido
previamente identificadas/detectadas nas uvas frescas.

Quanto a concentracdo total de flavondis foi possivel notar que,
pela quantificacdo total em mg de quercetina-3-glicosideo/kg de uva in
natura, a concentracao total de flavondis das passas em relagdo a uva in
natura foi menor, sendo que as passas produzidas sem azeite
apresentaram uma retencao de flavondis igual a 60,77%, enquanto que
as produzidas com azeite apresentarem uma retencao de 46,98%.

Pelos resultados foi possivel observar que os flavonois degradaram
mais nas passas com azeite extra virgem, embora a duragdo do processo
de secagem e, por conseguinte, do tratamento térmico das uvas tenha
sido menor. Uma possivel explicacdo para este fato € que, ao ser mais
permedvel, as cascas das uvas pré-tratadas expdéem os flavondis mais
intensamente aos processos de oxidagdo. Além disso, ao avancar o
processo de desidratacdo, a acidez aumenta devido a concentracdo dos

acidos da uva e, assim, os flavonois glicosideos podem ter sofrido
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hidrélise nas passas com azeite. As agliconas livres resultantes sdo muito
insolaveis e instaveis, sobretudo frente a processos oxidativos.

Em estudo realizado por Panceri et al. (2013), ap6s avaliar o efeito
do processo de desidratacdo parcial de uva viniferas, foi relatado um
significativo aumento nas concentracdes de quercetina e kaempferol em
uvas Cabernet Sauvignon e nas concentragdes de miricetina para as uvas
Merlot. Vale ressaltar que neste caso, ocorreu uma desidratacdo pos-
colheita a 7 °C até uma porcentagem entre 30 e 40% (m/m). Um aumento
na concentracao de flavonadis, principalmente, a quercetina, ja havia sido
observado em outros estudos (BONGHI et al, 2012; MENCARELLI et al.,
2010). Porém, neste caso, 0 estresse abidtico, causado pela perda de
agua pode aumentar a concentracdo de flavondis através da inducdo das
vias metabdlicas, que gera precursores de muitas categorias diferentes de
compostos fendlicos, além do efeito de concentragcdo dos compostos
fendlicos, ja citado no caso das antocianinas (BONGHI et al., 2012,
FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2013).

Comparativamente com as antocianinas e os derivados dos acidos
hidréxicinamicos, os flavondis sdo menos suscetiveis aos processos de
degradacdo enzimatica, tal como observado por Amiot et al. (1992) em
tecido de maca.

A analise de componentes principais foi realizada entre a
composicdo de flavonois das amostras de uva BRS Morena in natura,
passas sem e com azeite (Figura 15). O CP 2 explicou 38,47% enquanto
o CP 3 explicou 13,03%, totalizando 51,50% da variacdo. Estes
componentes principais foram escolhidos pois permitiram diferenciar as
amostras em relacdo a composicao de flavondis, sendo que o CP2
permitiu a diferenciacdo das amostras in natura das processadas e o CP3
permitiu diferenciar as amostras de passas sem e com azeite (Figura
15a).
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CP 3 (13,03%)

Figura 15. Andlise dos componentes principais (a) das amostras de uvas BRS Morena in natura (MUINT-1, 2, 3),
passas de BRS Morena sem azeite (MPSA-1, 2, 3) e passas de BRS Morena com azeite (MPSA-1, 2, 3); e (b) da
composicao de flavonais.
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As amostras de uva BRS Morena in natura (MUINT) foram
enquadradas no lado negativo do CP 2, enquanto que as amostras de
passas sem azeite (MPSA) foram enquadradas no lado positivo de CP 2 e
negativo do CP 3. Ja as amostras de passas com azeite (MCPA) foram
enquadradas no lado positivo de CP 2 e CP 3, com excecdo de uma
amostra (MPCA-1).

Na Figura 15b foi possivel observar que o lado positivo de CP 2 foi
carregado, principalmente, pelas agliconas livres da isoramnetina (I livre,
0,94) e siringetina (S livre, 0,86), pela presenca do derivado glicosilado da
siringetina (S-glc, 0,99) e pelo derivado galactosideo da isoramnetina (I-
gal, 0,81), enquanto o lado negativo de CP2 foi carregado, pelo
glucuronideo da quercetina (Q-glcU, -0,86).

Dessa maneira, pode-se inferir que as amostras de uva BRS
Morena in natura apresentaram maiores concentracfes, principalmente,
do glucuronideo da quercetina (Q-glcU), enquanto que as amostras de
passas sem azeite apresentaram maiores concentracdes, principalmente,
das agliconas livres da isoramnetina (I livre) e siringetina (S livre), e
também pela presenca do derivado glicosilado da siringetina (S-glc). Ja as
passas com azeite apresentaram maior concentracdo, principalmente, do

galactosideo da isoramnetina (I-gal).

5.2.4. Flavan-3-6is monomeros e dimeros e proantocianidinas

Cinco flavan-3-6is monémeros foram detecdos nas amostras de
BRS Morena in natura e passas sem e com azeite (Tabela 6), onde o
majoritario foi a (+)-catequina(C), seguido por concentragcdes menores de
(-)-galocatequina (GC) para as amostras in natura e passas sem azeite, e
por menores concentragcdes de (-)-epicatequina (EC) para as passas com
azeite. O dimero, proantocianidina B1 (PB1) foi encontrado em
qguantidades superiores as encontradas para os dimeros B2 (PB2) e B4
(PB4). Estes resultados sao similares aos relatados por Figueiredo-
Gonzalez, Cancho-Grande e Simal-Gandara (2013), Peinado et al. (2009)
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e Serratosa et al.

parcialmente.

(2008), em uvas Pedro ximenez desidratadas

Tabela 6. Concentracdes dos flavan-3-6is mondémeros e dimeros (tipo
procianidinas B) de BRS Morena in natura e passas sem e com azeite.

Equivalentes de catequina — mg/ kg de uva in

natura
Flavan-3-ol ~ BRS Morena- BRS Morena.-
BRS Morena - in
passas sem passas com
natura (n=3) _ _
azeite(n=3) azeite (n=3)

(+)-catequina 13,26a+ 1,19 5,21b + 1,07 5,69b + 0,66
(-)-epicatequina 2,39a + 0,40 0,57b + 0,07 0,83b + 0,18
(-)-galocatequina 3,62a + 0,28 0,59b + 0,08 0,72b £ 0,40
(-)-epigalocatequina 0,86a = 0,29 0,21b £ 0,07 0,24b £ 0,03
(-)-epicatequina-3-galato 0,56a+ 0,09 0,11b £ 0,02 0,14b £ 0,04
Soma monbmeros (mg/kg
de uvain natura,

. 20,27a + 2,07 6,61b + 1,00 7,53b £ 1,11
equivalentes de
catequina)
Procianidina B1 19,51a + 2,29 6,43b + 1,18 9,44b + 1,39
Procianidina B2 3,46a + 0,38 0,97b + 0,22 1,46b £ 0,13
Procianidina B4 1,89a £+ 0,29 0,60b + 0,21 0,81b + 0,31
Soma dimeros (mg/kg de
uva in natura,

_ 12,47a + 1,26 4,01b £ 0,60 5,88b £ 0,83
equivalentes de
catequina)
Total (mg/kg de uvain
natura, equivalentes de 32,74a + 3,27 10,62b +1,59 13,41b +1,94

catequina)

A soma total dos mondmeros e dimeros de flavan-3-0is para a uva

BRS Morena in natura foi de aproximadamente 32,74 mg equivalentes em
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(+)-catequina por kg de uva in natura (mg/kg), quantidade essa inferior
aos valores habituais encontrados para cultivares V. vinifera. Porém, tais
valores podem ser justificados devido a auséncia de sementes na
variedade estudada, uma vez que os flavan-3-6is sdo compostos
encontrados em maior concentragdo nas sementes e engago da uva,
(LAGO-VANZELA et al.,, 2015). Ao mesmo tempo o valor acima
apresentado é superior aos valores relatados na literatura para a mesma
cultivar (LAGO-VANZELA et al., 2011), fato esse que pode ser justificado
devido a diferenca inerente a safra das uvas utilizadas nos respectivos
estudos.

Os pares de transi¢cdo (m/z) monitorados por varredura utilizando o
monitoramento de reac¢des multipla (MRM) e os compostos que foram
quantificados em funcédo desta selecdo dos pares de transicdo estao
descritos a seguir: (+)-catequina e (-)-epicatequina (289-245);
procianidinas B1 e B2 (577-425 e 577-407); (-)-epigalocatequina e (-)-
galocatequina (305-221 e 305-219); (-)-epicatequina 3-galato (441-289); e
(-)-galocatequina 3-galato (457-331 e 457-305). Além da identificacdo e
quantificacdo dos flavan-3-6is, foi realizada também uma reacdo de
despolimerizacdo das proantocianidinas assistida com um reagente que
captura as unidades liberadas (pirogalol). Nesta despolimerizacao foi
liberada uma “unidade terminal” como flavan-3-0is mondmeros e, o
restante do composto foi denominado como “unidade de extensao”, grupo
no qual se encontram os derivados de cada um dos flavan-3-0is
mondmeros liberados das proantocianidinas, a medida que ocorre sua
despolimerizacéo. Esta reacéo teve por objetivo avaliar as caracteristicas
estruturais por meio de todos aqueles flavan-3-6is que nao sejam
mondmeros, isto €, desde dimeros, trimeros, oligdbmeros até polimeros.
Encontram-se apresentados na Tabela 7 a concentragdo total de

proantocianidianas e sua caracterizacao estrutural.
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Tabela 7. Caracterizagcdo estrutural das proantocianidinas (MV = SD:
MDP, grau médio de polimerizacdo; % Galoilacdo, % de unidades 3-
galato; % Prodelfinidinas, % de epigalocatequina; e % de cada um dos

mondmeros de flavan-3-ol sob a forma de extensdo e unidades terminais)

de BRS Morena in natura, e passas sem e com azeite.

. BRS Morena- BRS Morena -
. BRS Morena- in

Proantocianidina natura (n=3) passas sem passas com

B azeite(n=3) azeite (n=3)

mDP 5,42b + 0,24 6,86a + 0,28 6,42a + 0,17

% Galoilagéo 2,72a+ 0,16 2,38a+0,10 2,55a+ 0,19
% Prodelfinidinas 18,08a * 3,39 17,77a+ 0,52 17,54a+ 1,12
% C-term 68,77b + 1,54 73,42a + 1,17 75,38a + 2,43

% EC-term 10,81a + 0,78 10,59a + 1,33 9,28a + 0,46
% GC-term 14,44a + 1,05 11,72a+ 1,34 11,43a + 1,55

% EGC-term 2,83a+0,35 1,78b + 0,35 1,51b + 0,56

% ECG-term 3,15a + 0,49 2,49a + 0,15 2,41a+ 0,30

% C-ext 1,84ab + 0,05 1,75b + 0,09 2,10a+ 0,21
% EC-ext 78,35a + 3,97 78,06a + 0,98 77,51a+ 1,25
% EGC-ext 17,27a + 3,88 17,89a + 0,78 17,86a + 1,27

% CG-ext 2,54a+ 0,10 2,30a+0,11 2,52a+ 0,18

PA (mg/kg de uva in

natura)*

555,90a + 96,98 149,95b + 5,10

210,62b + 2,35

PA

1186,90a +
224,30

767,07a £
162,03

785,80a *
108,61

* Em equivalentes de (+)-catequina, calculado pela soma total das concentracdes de
extensdo e unidades terminais. CE, (-)-epicatequina; C, (+)-catequina; EGC, (-)-
epigalocatequina; ECG, (-)-epicatequina 3-galato. (a, b) indicam diferencas significativas
(ANOVA; a = 0,05) entre os produtos apresentados. **Taninos condensados
determinados pelo método de precipitacdo com metil-celulose.

Pelos resultados apresentados, é possivel inferir que com relagéo a
concentracédo total de proantocianidinas, as amostras de passas sem

azeite retiveram 26,97%, enguanto que as passas com azeite retiveram,
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37,88%, resultados esses em acordo com os relatados por Ferreira et al.
(2000) e por Tomas-Barberan e Gil (2008). Karadeniz et al. (2000)
indicaram que os polifendis mais labeis durante o processo de
desidratacéo foram as procianidinas e os flavan-3-0is, uma vez que eles
haviam sido completamente degradados em todas as amostras de
passas, bem como em uvas congeladas.

Ao analisar os resultados obtidos entre as uvas passas, ndo houve
diferenca significativa, entretanto, esta metodologia possui algumas
limitacdes, sendo a mais importante com relagdo ao fato de que sé é
possivel avaliar as caracteristicas estruturais das proantocianidinas que
apresentam uma ligacao do tipo B (ligacao interflavan, que sédo as que se
rompem com a reacdo de despolimerizacdo), uma vez que as
proantocianidina do tipo A (com ligacdo éter) ndo se despolimerizam, pois
a ligacdo éster ndo se rompe nestas condi¢des, impedindo, portanto, a
analise das mesmas por esta metodologia.

Para o caso da ocorréncia de proantocianinas mistas, em que ha
presenca tanto de ligacao interflavan (tipo B) como ligacao éter (tipo A),
nas uvas, hd uma despolimerizacdo parcial, onde sdo rompidas apenas
as ligacdes do tipo B. No caso dos polimeros, as proantocianidinas unem-
se a uma antocianina, a qual blogueia a reacdo de despolimerizacao, o
que € uma importante limitacdo da metodologia quando se analisa frutas
processadas na qual a formacao de polimeros € normalmente elevada.

Em funcgéo do descrito, realizou-se uma segunda determinacdo de
proantocianidinas pelo método de precipitacdo com metilcelulose
(MONTEDORO; FANTOZZ1,1974; SARNECKIS et al., 2006). Isto porque
era possivel uma diminuicdo na concentracao de proantocianidinas, assim
como a formacdo de taninos mais complexos, os quais ndo se pode
analisar pelo método de despolimerizacdo com pirogalol, mas pode-se
pelo método de metilcelulose. Provavelmente, devido a estes fatos, os

resultados determinados por esta Ultima metodologia foram
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significativamente mais elevados quando comparados aos obtidos por
CLAE.

ApoOs a despolimerizacdo das proantocianidinas, houve a formacgéao
de flavan-3-6is como unidades terminais e de extensdo. Para
caracterizagdo estrutural destes compostos foi calculado a % de
galoilacdo e de prodelfinidinas. As prodelfinidinas s&o proantocianidinas
gue em meio acido e/ou alcodlico liberam a antocianidina delfinidina, do
contrario seriam procianidinas. Deve-se ressaltar que para os calculos
descritos no item 4.5.2 de % de galoilacdo e de prodelfinidinas, s6 foram
levados em conta as unidades de CG e ECG (para a % galoilagdo) e as
unidades de GC e EGC (para a % prodelfinidina) que foram liberadas
durante a despolimerizacdo da proantocianidinas e ndo as que ja existiam
na forma livre (como mondmero), antes da despolimerizacdo da
proantocianidina.

De modo geral, a analise estrutural das proantocianidinas da BRS
Morena in natura, apresentou resultados consistentes com dados de
estudos anteriores (Lago-Vanzela et al., 2011a). As unidades de extenséo
gue formaram as proantocianidinas na variedade de BRS Morena in
natura foram as mesmas que as quatro encontradas em cascas de uva
vinifera (Souquet et al., 1996), e na literatura para a mesma cultivar.
Neste estudo, (-)-epicatequina foi a principal unidade de extensédo, com
78,35%, seguido pela (-)-epigalocatequina (17,27%), e pela (+)-catequina
e (-)-epicatequina-3-galato, que foram as menores unidades de extensao
encontradas na BRS Morena (cada uma contribuindo para ndo mais do
gue 5%). Com relacdo as passas, ndo ha conhecimento na literatura de
dados sobre as caracteristicas estruturais de proantocianidinas, porém, os
resultados obtidos para as passas com e sem azeite diferiram muito
pouco dos apresentados pela uva in natura.

A analise de componentes principais dos flavan-3-0is e das

proantocianidinas (Figura 16) foi realizada em conjunto.
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Figura 16. Andlise dos componentes principais (a) das amostras de uvas BRS Morena in natura (MUINT-1, 2, 3),

passas sem azeite (MPSA-1, 2, 3) e passas com
proantocianidinas.

azeite (MPSA-1, 2, 3); e (b) da composicdo de flavan-3-0is e
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Abreviagcdo: Total P, Proantocianidinas totais; C,

CP 1 (61,84%)

catequina, EC, epicatequina; ECG, galato de epicatequina;, EGC,

epigalatocatequina; GC, galatocatequina; CG, galato de catequina; PB1, procianidina B1; PB2, procianidina B2; PB4, procianidina

B4:; -t, unidade terminal; -e, unidade de extenséo; T, total.
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Para a anadlise destas classes de compostos foram utilizadas as
seguintes variaveis: flavan-3-6is monémeros e dimeros (expressos em mg
de cada composto por kg de fruta in natura), somatério expresso
separadamente dos flavonois monémeros e dimeros, bem como da
concentracdo de flavan-3-6is totais (mg equivalentes de catequina/kg de
fruta), proantociandinas (expresso em mg de catequina/kg de fruta), bem
como os resultados das caracteristicas estruturais das proantocianidinas,
a saber, média do grau de polimerizacdo, porcentagem de galoilacéo,
porcentagem de prodelfinidinas, porcentagem de unidades de extenséo e
terminais especificas para cada tipo de flavan-3-6is (%) referentes as
amostras de uva BRS Morena in natura, passas sem e com azeite.

O primeiro componente principal (CP1) explicou 61,84%, enquanto
CP3 explicou 8,58%, totalizando 70,42% da variagdo. Na Figura 16a,
referente as amostras de BRS Morena in natura, passas sem e com
azeite, foi possivel diferenciar em CP1 as amostras de BRS Morena in
natura das amostras processadas, enquanto que no CP3 foi possivel
diferenciar as amostras de passas sem e com azeite.

As amostras de uva BRS Morena in natura foram enquadradas no
lado positivo de CP1, enquanto que as amostras de passas sem azeite de
BRS Morena foram enquadradas no lado negativo do CP1 e positivo de
CP3 e as amostras de passas com azeite de BRS Morena foram
enquadradas no lado negativo do CP1 e CP3.

Para a classe dos flavan-3-6is (monbmeros e dimeros) e das
proantocianidinas, pela Figura 16b, foi possivel verificar que o lado
positivo do CP1 foi carregado principalmente pela (+)-catequina (C, 0,98),
(-)-epicatequina (EC, 0,98), (-)-galocatequina (GC, 0,97), (-)-
epigalocatequina (EGC, 0,95) e (-)-epicatequina-3-galato (ECG, 0,90),
pela soma dos flavan-3-6is monémeros (S.M., 0,98), bem como pelas
procianidinas B1 (PB1, 0,99), B2 (PB2, 0,98) e B4 (PB4, 0,91), pelo total
de flavan-3-6is (Total Flavan-3-06is, 0,99) e, pela soma de dimeros (S.D.,

0,99). Com relacdo as caracteristicas estruturais das proantocianidinas,
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as quais fazem parte da composi¢cdo dos flavan-3-6is dimeros, o lado
positvo do CP1 foi carregado, principalmente, pelo total de
proantocianidina (Total PA, 0,99) e pela porcentagem de unidade terminal
de epigalocatequina (%EGC-t, 0,80). J& o lado negativo do CP1 foi
carregado principalmente pelo grau médio de polimerizacdo (mDP, -0,89),
enquanto que o lado negativo de CP3 foi carregado, principalmente, pela
porcentagem de unidade de extensao de catequina (%C-ext, -0,95).

Podemos inferir, a partir da Figura 16, que as amostras de passas
com azeite apresentaram maior concentragéo, principalmente, de unidade
de extensédo de catequina (%C-ext), enquanto que as amostras de passas
sem azeite apresentaram maior concentracdo, principalmente, do grau
médio de polimerizagcdo (mDP) e as amostras de uva BRS Morena in
natura apresentaram principalmente maior concentracao dos flavan-3-0is
mondmeros catequina (C), epicatequina (EC), galocatequina (GC),
epigalocatequina (EGC) e epicatequina-3-galato(ECG), do total de flavan-
3-6is, da somatéria de mondmeros (S.M.) e dimeros (S.D.), das
procianidinas B1 (PB1), B2 (PB2) e B4 (PB4), do total de proantocianidina
(PA), além da unidade terminal do tipo epigalocatequina (% EGC-t).

As Figuras 11, 13, 15 e 16 complementaram a analise estatistica
apresentadas nas Tabelas 3 a 7, uma vez que ambas estdo em

concordancia.
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6. CONCLUSOES

O processo de secagem das uvas sem e com pré-tratamento
utilizando azeite extra virgem foi responsavel por alteracdes no perfil
qualitativo e quantitativo de compostos fendlicos dessas uvas, resultado
esse evidenciado pela analise de componentes principais (ACP).

As uvas passas produzidas sem nenhum pré-tratamento, devido ao
extenso tempo de secagem, apresentaram menores retengdes de flavan-
3-6is, proantocianidinas e, principalmente, de antocianinas, quando
comparado as retencbes obtidas para 0S mesmos compostos
quantificados nas uvas pré-tratadas com azeite de oliva.

A aplicagédo de azeite no processo de secagem das uvas BRS
Morena para producdo de uvas passas promoveu uma aceleracdo na
desidratacdo das uvas. Em contrapartida, favoreceu o rompimento da
pruina, tornando assim as bagas das uvas ao longo da secagem mais
permeaveis 0 oxigénio externo, o que provavelmente acelerou o0s
processos oxidativos. Deste modo, os flavondis, os derivados do acido
hidroxicinamico e estilbenos foram mais intensamente degradados nas
uvas passas pré-tratadas.

Assim conclui-se que o processamento com a adicdo de AO se
mostrou mais eficiente do ponto de vista industrial, uma vez que
promoveu significativamente a redug¢ao do tempo total de secagem. De
forma adicional, 0 menor tempo de tratamento térmico do processamento
com adicao de azeite preservou uma concentracdo maior de antocianinas
e proantocianidinas, o que torna esse produto interessante também do
ponto de vista da salude, uma vez que essas categorias de compostos
possuem importantes alegacdes de atividades bioldgicas e encontram-se

em altas concentragOes nas uvas passas produzidas.
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