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RESUMO 

 

Em todo o mundo, o consumo de sucos de uva roxa tem crescido, visto que vários 
estudos apontam os potenciais benefícios à saúde, aliados a uma alimentação 
equilibrada e a prática regular de exercícios físicos. Esses potenciais benefícios 
estão relacionados com os compostos bioativos presentes nesta fruta e em demais 
vegetais, responsáveis pela inibição de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 
formadas em processos oxidativos e inflamatórios no corpo humano. Nesse 
contexto, pesquisadores têm testado e validado metodologias rápidas, baratas, 
precisas e reprodutíveis, que possibilitem estimar o conteúdo de compostos 
bioativos em bebidas e alimentos. Nesse cenário, os objetivos deste estudo foram 
divididos em dois capítulos experimentais, dos quais o Capítulo II objetivou testar e 
validar uma metodologia espectrofotométrica mais seletiva que o Folin-Ciocalteu 
para quantificar o teor de compostos fenólicos totais em suco de uva. Já no Capítulo 
III, objetivou-se caracterizar n=62 sucos de uvas roxas brasileiros de diferentes 
origens geográficas (RS, PR, e SC), agronômicas (orgânicos e convencionais), e 
genotípicas (Bordô, Isabel, e Concord) quanto às suas propriedades físico-químicas, 
químicas, e atividade antioxidante in vitro usando sistemas químicos e biológico. Os 
resultados mostraram que o método do Azul da Prússia apresentou um baixo limite 
de detecção (0,27 mg L-1) e quantificação (0,92 mg L-1), e uma alta associação (r = 
0,923; p<0,0001) com o método padrão de Folin-Ciocalteu para a matriz de suco de 
uva, além de menor tempo de reação e alta seletividade comparado ao ensaio de 
Folin-Ciocalteu. A origem geográfica e a variedade de uva mostraram-se os fatores 
mais importantes na distinção dos sucos (p<0,05) para atividade antioxidante e 
alguns marcadores químicos. Já para os sucos orgânicos e convencionais, com 
exceção para alguns ácidos fenólicos determinados por cromatografia líquida de alta 
eficiência, não foram encontradas distinções estatisticamente significativas (p>0,05). 
Um total de n=18 sucos de uva foram caracterizados por apresentarem alta, 
intermediária e baixa atividade antioxidante in vitro usando quatro metodologias 
diferentes (Seqüestro de radicais ABTS●+; Poder antioxidante de redução do ferro - 
FRAP; Poder redutor total; Potencial redutor dos compostos fenólicos hidrofílicos - 
PRCFH) e foram sujeitados à análise de inibição da peroxidação lipídica a 37 oC por 
meio de um ensaio biológico em meio tamponado em pH 7,4. A inibição da 
peroxidação lipídica dos sucos de uva apresentou uma correlação significativa (r ≥ 
0,505; p ≤ 0,02) com outros ensaios de atividade antioxidante, concluindo-se que a 
atividade antioxidante in vitro de suco de uva roxa brasileiro apresenta associação 
tanto por métodos químico quanto em meio biológico. 
 
 
Palavras-chave: cultivo orgânico, peroxidação lipídica, capacidade redutora, análise 
multivariada, Vitis sp. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Worldwide, the consumption of purple grape juice has grown since several studies 
point to the potential health benefits, combined with a balanced diet and regular 
physical exercise. These potential benefits are related to the bioactive compounds 
present in this fruit and other plants, responsible for the inhibition of reactive oxygen 
and nitrogen species, formed in oxidative and inflammatory processes in the human 
body. In this context, researchers have tried and tested fast, inexpensive, accurate 
and reproducible methods, which are able estimating the content of bioactive 
compounds in beverages and foods. In this scenario, the objectives of this study 
were divided in two experimental chapters, where the Chapter II had as purpose to 
test and validate a more selective spectrophotometric method than the Folin-
Ciocalteu assay, to quantify the content of phenolic compounds in grape juice. 
Already the Chapter III had as purpose to characterize n = 62 juices Brazilian purple 
grapes from different geographic origins (RS, PR and SC), agronomic (organic and 
conventional) and genotypic (Bordo, Isabel and Concord) about its physicochemical 
and chemical properties, and in vitro antioxidant activity using chemical and biological 
systems. The results showed that the Prussian Blue method has low detection (0.27 
mg L-1) and quantification limit (0.92 mg L-1), and a high association (r = 0.923, p < 
0.0001) with the standard method of Folin-Ciocalteu reagent for the grape juice 
matrix, and also a faster reaction and high selectivity compared to the Folin-Ciocalteu 
assay. Furthermore, the geographical origin and the grape variety proved to be the 
most important factors in distinguishing juices (p < 0.05) for antioxidant activity and 
some chemical markers. However for the organic and conventional juices, except for 
some phenolic acids determined by high-performance liquid chromatography, there 
were no statistically significant distinctions (p > 0.05). A total of n = 18 grape juices 
were characterized by presenting high, intermediate and low antioxidant activity in 
vitro using four different methodologies (Scavenging of ABTS●+ radical; Ferric-
reducing antioxidant power - FRAP; Total reducing power; and Reducing potential of 
the hydrophilic phenolic compounds - RPHPC) and were subjected to analysis of the 
inhibition of lipid peroxidation at 37 °C by means of a biological assay in buffered 
medium at pH 7.4. The inhibition of lipid peroxidation of the grape juice showed a 
significant correlation (r ≥ 0.505; p ≤ 0.02) with other antioxidant activity assays, 
concluding that the antioxidant activity in vitro of Brazilian purple grape juice has 
association either by chemical methods or by biological means. 

 

Keywords: organic farming, lipid peroxidation, reducing capacity, multivariate 
analysis, Vitis sp. 
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INTRODUÇÃO 

O suco de uva é um produto consumido em todo o mundo, não só pelo seu 

aroma e sabor, mas também devido aos seus efeitos benéficos à saúde quando 

consumido regularmente. Comparados na sua composição com a própria uva, os 

sucos de uva são uma importante fonte de polifenóis e muitas pessoas estão se 

conscientizando da importância de seu consumo em sua dieta diária. Nesse sentido, 

sucos de uva comerciais já mostraram efeito antioxidante sobre a lipoproteína de 

baixa densidade (LDL) comparável ao do vinho tinto (FRANKEL et al., 1998). Além 

disso, alguns estudos in vivo (VINSON; TEUFEL; WU, 2001; AGUIAR Jr. et al., 

2011; MACEDO et al., 2013) mostraram que os compostos polifenólicos presentes 

em produtos à base de uva, incluindo suco e vinho, atuam como antioxidantes, 

reduzindo assim os efeitos deletérios de espécies reativas no plasma e nos órgãos. 

Assim, a medição da atividade antioxidante usando diferentes sistemas de 

avaliação (in vitro e ex vivo) de produtos de uva é uma abordagem importante e 

complementar para a determinação das vias bioquímicas e também a identificação 

de substâncias químicas que exercem tal atividade em modelos in vivo, obtendo 

assim uma correlação estatisticamente significativa entre estudos in vivo e in vitro.  

Muitos trabalhos tem verificado que as quantidades de compostos fenólicos 

nos sucos de uva são extremamente dependentes dos tratamentos aos quais são 

submetidos a uva e o mosto, como o uso de diferentes binômios de tempo e 

temperatura, aplicação de enzimas pectinolíticas (TOALDO et al., 2014; LAMBRI et 

al., 2015; LIMA et al., 2015). E também do método de cultivo (orgânico, biodinâmico 

e convencional), região produtora e variedade genotípica da uva (BURIN et al., 

2014; GRANATO; KOOT; VAN RUTH, 2014; CRUPI et al., 2015; SILVA et al., 2015). 

A produção orgânica de alimentos é um sistema de gestão de produção 

ecológica baseada no uso mínimo de insumos não-agrícolas e de práticas de gestão 

que restauram, mantém e melhoraram a harmonia ecológica. Um número crescente 

de agricultores estão adotando este sistema de plantio a fim de reduzir os custos em 

insumos, conservar os recursos não-renováveis, e aumentar a renda agrícola.   

Levando em conta essa existência de estudos com produtos e subprodutos 

de uvas produzidas em lugares distintos, porém a ausência de trabalhos que 

abordem a avaliação de sucos de uva de um mesmo país, que ao mesmo tempo são 

advindos de diferentes tipos de cultivo e de diferentes variedades de uva, suas 

composições químicas e atividades antioxidantes devem ser avaliadas e 
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comparadas, com o intuito de verificar o peso desses efeitos na funcionalidade dos 

produtos finais. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

 Avaliar duas metodologias colorimétricas diferentes na quantificação do teor 

de compostos fenólicos totais, bem como os efeitos da origem, varietal e cultivo 

agronômico na composição química e atividade antioxidante de sucos de uva 

brasileiros 

 

Objetivos específicos 

 Examinar metodologias analíticas quanto as suas qualidades potenciais de 

marcadores de tipicalidade de sucos de uva produzidos no Brasil com base 

em: 

 Compostos fenólicos totais, flavonoides, orto-difenólicos, taninos 

condensados, e antocianinas monoméricas, além de acidez, pH e 

sólidos solúveis totais dos sucos de uva; 

 Ácidos fenólicos individuais por cromatografia líquida de alta eficiência  

 Atividade antioxidante in vitro dos sucos de uva baseada em quatro 

ensaios químicos: Potencial redutor de compostos fenólicos 

hidrofílicos, poder redutor, poder antioxidante de redução do ferro 

(FRAP), seqüestro de radicais livres pelo método ABTS; 

 Atividade antioxidante in vitro de inibição da peroxidação lipídica 

usando um modelo biológico; 

 Avaliar o uso de métodos estatísticos multivariados destinados a discriminar 

os sucos de uva em função do sistema de cultivo, origem e variedades de 

uva; 

 Correlacionar as composições químicas com as atividades antioxidantes in 

vitro dos métodos químicos e biológico usando métodos estatísticos 

multivariados; 
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1  REVISÃO DE LITERATURA 

1.1  Produtos orgânicos 

Alimento orgânico é o termo dado aos alimentos produzidos sem o uso de 

pesticidas no caso de produtos de origem vegetal e sem antibióticos ou hormônios 

de crescimento no caso de produtos de origem animal. Ainda, esses alimentos 

devem ser produzidos por métodos ambientalmente seguros, ou seja, o produto 

deve ser sem fertilizantes químicos, organismos geneticamente modificados, 

irradiação, solventes industriais ou aditivos químicos alimentares (PAUL; RANA, 

2012). 

A busca por alimentos isentos de agrotóxicos tem impulsionado a produção 

de alimentos orgânicos. No mundo, o faturamento com produtos orgânicos foi em 

torno de 64 bilhões de dólares no ano de 2013, liderado pelos Estados Unidos (US$ 

35 bilhões) e seguido pela Alemanha (US$ 7 bilhões) e Canadá (US$ 4,4 bilhões). O 

Brasil foi responsável por aproximadamente 2 bilhões de reais desse faturamento 

mundial (ORGANICS BRASIL, 2014). Apesar dessa parcela ínfima, a produção de 

alimentos orgânicos no Brasil cresceu mais de 300% no período de 2003 a 2013 

(WOLFANG, 2013) e atualmente o Brasil se encontra como a quarta maior área de 

produção de alimentos orgânicos da América Latina (FLORES, 2015) e a sexta 

maior área de cultivo mundial de orgânicos (LERNOUD; WILLER, 2015). 

 Yin et al. (2010) a partir de um estudo sobre a intenção de compra de 

alimentos orgânicos com 432 questionários distribuídos na China, verificaram que os 

os principais empecilhos da aquisição de alimentos orgânicos. O principal destes 

empecilhos é o alto preço de produção e certificação, que são repassados aos 

consumidores. O segundo grande empecilho é a pequena credibilidade depositada 

pelos consumidores nos órgãos de fiscalização e supervisão dos produtos, visto que 

o preço mais elevado e o aumento pela procura tendem à existência de produtos 

fraudados (CAPUANO et al., 2013). E por fim, o terceiro empecilho está relacionado 

com a divulgação deficiente da aquisição de alimentos orgânicos, visto seus 

benefícios à saúde e ao meio ambiente.  

 

1.2  Suco de Uva 

A uva é o fruto da videira, ou vinha, sendo uma das frutas mais cultivadas e 

consumidas no mundo, visto que inclusive a produção de uvas orgânicas se 

encontra entre as cinco culturas permanentes com maior área de cultivo no mundo 



16 
 

(LERNOUD; WILLER, 2015). Dados do Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN) 

mostram que no Rio Grande do Sul, de 2001 a 2014, ocorreu um aumento de 40% 

no processamento de uvas americanas/híbridas e aumento de 32% no 

processamento de uvas viníferas. Ainda, de acordo com os dados da IBRAVIN, de 

2004 a 2014 ocorreu uma diminuição na produção de vinhos de uvas viníferas (10%) 

e vinhos comuns (37%), e aumento na produção de derivados da uva e do vinho 

(170%). 

Entre os derivados da uva, encontra-se a elaboração de suco, que acaba por 

apresentar em sua composição todos os constituintes principais da própria uva, 

como açúcares, minerais, vitaminas e compostos bioativos, principalmente 

compostos fenólicos (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). A uva é uma das frutas com 

mais alto conteúdo de compostos fenólicos, sendo este um dos mais importantes 

constituintes do suco de uva, responsáveis pela cor e adstringência (AL BITTAR et 

al., 2013).  

Segundo a Instrução Normativa 01/2000 do Ministério da Agricultura e 

Pecuária – MAPA (BRASIL, 2000), o suco de uva é a bebida não fermentada e não 

diluída, obtida da parte comestível da uva, a partir de processo tecnológico 

adequado. Sua cor deve ser vinho, rosado ou translúcido (branco) e deve ter sabor e 

aroma próprios.  

Os sucos de uva podem ser encontrados como (BRASIL, 2004): 

 Integral (concentração e composição natural, límpido ou turvo e sem adição 

de açúcares);  

 Concentrado (suco parcialmente desidratado, por meio de processo 

tecnológico adequado, apresentando concentração mínima equivalente a 65 

°Brix em sólidos solúveis naturais da fruta);  

 Desidratado (produto sob a forma sólida, obtido pela desidratação do suco de 

uva, cujo teor de umidade não exceda 3%);  

 Reprocessado ou reconstituído (produto obtido pela diluição do suco 

concentrado e/ou desidratado até a sua concentração natural);  

 Adoçado, quando adicionado de açúcar. 

 

A princípio, o suco pode ser elaborado com uva de qualquer variedade, 

americana ou européia, desde que apresente maturação adequada; bom estado 
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sanitário; adequada relação açúcar/acidez e aroma e sabor agradáveis e bem 

definidos. Entretanto, as variedades do grupo das americanas, especialmente da 

espécie Vitis labrusca, devido seu aroma “foxado” – aroma este negativo para vinhos 

finos, porém positivo para sucos – são bastante utilizadas para suco de uva. 

Enquanto que as variedades do grupo das européias (Vitis vinifera) perdem o frescor 

e adquirem o gosto de cozido por ocasião do processamento de suco (RIZZON; 

MENEGUZZO, 2007). No Brasil, as uvas mais utilizadas na fabricação de sucos são 

as uvas americanas (Vitis labrusca) das variedades Isabel, Bordô, Concord e 

Niágara Branca, principalmente devido a seus aromas e sabores únicos, corantes, 

resistência a doenças e fácil manejo agrícola (SUCO DE UVA DO BRASIL, 2015). 

Em geral, (Figura 1.1) o processo de obtenção do suco de uva ocorre 

primeiramente com a recepção das uvas na indústria, onde elas são inspecionadas e 

classificadas. Em seguida, as uvas seguem para a desengaçadeira, onde o engaço 

(parte lenhosa do cacho de uvas) é separado das uvas e ocorre uma leve 

prensagem dos grãos. A seguir as uvas são levemente prensadas e seguem para a 

maceração, com emprego de calor ( 70 °C) e do composto enzimático, a fim de 

facilitar a extração dos componentes presentes nos grãos e na casca da uva. Ao 

final da maceração, isto é, após aproximadamente 2 horas, o conteúdo sólido é 

separado do conteúdo líquido e submetido à prensagem, para extrair o suco e 

pigmentos restantes. Após a prensagem, o suco é submetido a um período de 

decantação a 85 °C para separação dos sólidos em suspensão e aquecimento final 

que antecede o engarrafamento. O suco passa então por uma peneira para evitar 

obstrução dos bicos da enchedora e é engarrafado a 85 °C, não necessitando a 

pasteurização (POSTINGHER, 2015). Nesse processo, para se obter 1 litro de suco 

são necessários aproximadamente 1,3 kg de uvas. 
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Figura 1.1: Fluxograma básico do processamento do suco de uva 

 

Fonte: Adaptado de Postingher (2015). 

 

As quantidades de compostos fenólicos nos sucos de uva são extremamente 

dependentes dos tratamentos aos quais são submetidos a uva e o mosto, como o 

uso de diferentes binômios de tempo e temperatura, aplicação de enzimas 

pectinolíticas (TOALDO et al., 2014; LAMBRI et al., 2015; LIMA et al., 2015), bem 

como o método de cultivo (orgânico, biodinâmico e convencional), região produtora e 

variedade genotípica da uva (BURIN et al., 2014; GRANATO, KOOT, van RUTH, 

2014; CRUPI et al., 2015; SILVA et al., 2015). 

 

1.3  Radicais livres e compostos antioxidantes 

 A troca de elétrons é um dos processos químicos fundamentais para a 

sobrevivência das células (ALVES et al., 2010). O efeito colateral dessa troca é a 

produção de radicais livres de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Os radicais 

livres são produzidos naturalmente nas reações bioquímicas e fisiológicas do corpo 

humano, catalisados por metais como cobre e ferro, porém quando produzidos em 

excesso, ocasionam a oxidação de células, doenças e danos ao organismo 

(HALLIWELL, 2012). 
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 Denham Harman, em 1957, formulou a “teoria dos radicais livres do 

envelhecimento”, onde, o envelhecimento é resultado do acúmulo de danos a 

proteínas e outras células devido o ataque de radicais livres das mitocôndrias 

(BIESALSKI, 2002). Os radicais livres estão ligados a processos fisiopatológicos 

como envelhecimento, câncer, aterosclerose e inflamações, visto que podem atacar 

e danificar qualquer molécula do organismo (YOO; SALIBA; PRENZLER, 2010). 

Segundo Biesalski (2002), as mitocôndrias produzem a maioria dos radicais livres 

em células vivas e os principais alvos deles são as membranas das células e o DNA. 

Estudos evidenciam que danos oxidativos do DNA das células são as causas de 

doenças como insuficiência crônica renal, hipertensão e infarto do miocárdio, além 

de câncer (AGUIAR Jr. et al., 2011). Ainda relacionada à peroxidação lipídica, a 

oxidação das lipoproteínas de baixa densidade, conhecidas também como colesterol 

LDL, se deve ao fato destas apresentarem em sua estrutura elevada concentração 

de ácidos graxos polinsaturados (FRANKEL et al., 1998).  

As formas mais conhecidas de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

compreendem radicais de oxigênio, tais como anion radical superóxido (O2
● -), 

radical hidroxila (OH●), radical alcoxil (RO●), radical peroxil (RO2
●), e agentes 

oxidantes não-radicais, tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido hiplocloroso 

(HOCl), oxigênio singleto (1O2) e ozônio (O3). Já as espécies reativas de nitrogênio 

(ERN) compreendem os radicais nitroxil (NO●; NO2
●) e peroxinitrito (ONOO-) (Craft et 

al., 2013). 

Essas espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio são controladas no corpo 

humano por múltiplos sistemas de defesa, que incluem as enzimas antioxidantes 

endógenas (catalase, glutationa-redutase, glutationa-peroxidase, superóxido 

dismutase), fatores endógenos (glutationa, co-enzima Q), sistemas de seqüestro de 

íons metálicos e substâncias antioxidantes (vitamina E, vitamina C, carotenóides) 

(Craft et al., 2013). 

Os compostos fenólicos, os quais agem como antioxidantes naturais e 

encontram-se amplamente distribuídos no reino vegetal, apresentam em sua 

estrutura pelo menos um anel aromático com um ou mais substituintes hidroxila 

(IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Essa estrutura permite que estes compostos atuem 

como agentes redutores, interrompendo assim reações de oxidação, por meio da 

doação de elétrons ou hidrogênio aos radicais livres, ou ainda complexando-se com 

metais iniciadores de oxidações (MELO et al., 2008),  além de desempenharem o 



20 
 

papel de linha de defesa contra patógenos e oxidação nos vegetais (CATANEO et 

al., 2008). As principais fontes de compostos fenólicos são as frutas vermelhas e as 

frutas cítricas, como uva, mirtilo, cereja, limão e maçã. 

Existem em torno de 8000 variantes estruturais dos compostos fenólicos, 

sendo possível classificá-los de acordo com o número de anéis e elementos ligados 

à estrutura. Os principais grupos de polifenóis são os flavonoides, os ácidos 

fenólicos, os taninos (hidrolisáveis ou condensados) e os estilbenos (IGNAT; VOLF; 

POPA, 2011). Os ácidos fenólicos são os compostos mais simples, formados por um 

anel benzênico e seus substituintes, e podem ser divididos em ácidos 

hidroxibenzóicos (Figura 1.2). Estes compostos apresentam sete átomos de carbono 

em sua estrutura, sendo que várias espécies destes ocorrem nas uvas, como os 

para-hidroxibenzóicos, protocatequico, vanílico, gálico e siríngico. E os ácidos 

hidroxicinâmicos (Figura 1.3), que apresentam nove átomos de carbono em sua 

estrutura, como os ácidos caféico, ferrúlico, para-cumárico e sinápico. 

 

Figura 1.2: Estruturas químicas de alguns ácidos hidroxibenzóicos 
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Destes ácidos, os ácidos hidroxicinâmicos são antioxidantes mais ativos do 

que os ácidos hidroxibenzóicos, devido à dupla ligação que estes apresentam a 

mais na estrutura, o que os torna mais estáveis (ROCKENBACH, 2008). 

 

Figura 1.3: Estruturas químicas de alguns ácidos hidroxicinâmicos 

 

 

Os flavonóides (Figura 1.4) constituem o maior grupo de polifenóis, sendo 

responsáveis pela coloração de flores, frutos e também algas. São formadas por um 

arranjo de quinze átomos de carbono, com dois anéis aromáticos (Figura 1.4 – anéis 

A e B) ligados por uma cadeia de até três carbonos, que formam um anel 

heterocíclico (Figura 1.4 – anel C). Estes compostos são gerados como metabólitos 

secundários nos vegetais, a partir da via do acetato/malonato (anel A) e fenilalanina 

pela via do chiquimato (anel B). A via do chiquimato origina o ácido cinâmico e seus 

derivados. A via do acetato origina um tricetídio com seis átomos de carbono. A 

condensação de um derivado do ácido cinâmico com o tricetídeo gera uma 

chalcona, com 15 átomos de carbono, precursor dos flavonoides. Variações no anel 

heterocíclico resultam nos principais sub-grupos dos flavonoides, ou seja, flavonóis, 

flavonas, flavanonas, flavanóis, isoflavonas e antocianidinas. Substituições nos anéis 

A e B dão origem a diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides 

(IGNAT; VOLF; POPA, 2011). 
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Figura 1.4: Estruturas químicas genéricas de algumas classes de flavonoides  

 

Os flavonóis são comumente encontrados em frutas e legumes e agem como 

co-pigmentos das antocianinas nas uvas, e seu conteúdo varia em função de fatores 

ambientais como cultivo, clima e armazenamento (GONZÁLES-NEVES et al., 2011; 

IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Estes compostos são caracterizados pela ligação 

dupla entre os carbonos 2 e 3, além de um grupamento hidroxila no carbono 3. Os 

principais flavonóis das uvas são a quercetina, a rutina e o kampferol. As flavonas 

são caracterizadas pela ligação dupla entre os carbonos 2 e 3, e ausência do 

grupamento hidroxila no carbono 3. Na uva estão presentes sob a forma de luteolina 

e genisteína. As flavanonas são caracterizados pelos três carbonos saturados e um 

átomo de oxigênio no carbono 4 do anel heterocíclico e geralmente apresentam um 

dissacarídeo no carbono 7. São encontradas em altas concentrações em frutas 

cítricas, no tomate e em plantas aromáticas como hortelã (SANT‟ANNA, 2013).  

Os flavanóis são benzopiranos com uma cadeia de carbono saturado entre os 

carbonos 2 e 3, um grupamento hidroxila no carbono 3 e nenhuma carbonila no 

carbono 4. Na natureza, são encontrados principalmente em madeira e casca de 

árvores, e raramente em frutas (SANT‟ANNA, 2013). Na uva, estão presentes na 
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película e sementes (GONZÁLES-NEVES et al., 2011). As isoflavonas possuem 

semelhanças estruturais com os estrogênios, isto é, grupamentos hidroxila nos 

carbonos 4 e 7. Eles são fitoquímicos encontrados em muitas plantas e seus 

derivados (extratos, sucos). Potenciais efeitos importantes à saúde são atribuídos a 

eles na prevenção de doenças como aterosclerose ou câncer (IGNAT; VOLF; POPA, 

2011). 

As antocianidinas (Figura 1.5) são substâncias derivadas do cátion flavilium, 

que consiste de dois anéis aromáticos unidos por uma unidade de três carbonos e 

condensados por um oxigênio. Elas são os pigmentos responsáveis pela coloração 

das uvas tintas e se localizam nas películas, com exceção de algumas variedades, 

onde também são encontradas na polpa (GONZÁLES-NEVES et al., 2011). Nas 

uvas, cinco antocianidinas estão presentes: cianidina, peonidina, delfidina, 

pelargonidina e malvidina. Na natureza são encontradas geralmente na forma 

glicosilada (ligado a um açúcar), sendo conhecidas como antocianinas (IGNAT; 

VOLF; POPA, 2011; SANT‟ANNA, 2013).  

 

Figura 1.5: Estrutura química de algumas antocianidinas 
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As antocianinas apresentam variação na cor dependente do pH do meio onde 

se encontram, bem como são degradadas, perdendo a coloração, a altas 

temperaturas e quando expostas à luz (FALCÃO et al., 2007). 

Os taninos, Figura 1.6, constituem o terceiro grupo importante de compostos 

fenólicos. Podem ser subdivididos em taninos hidrolisáveis e condensados. As 

proantocianidinas (taninos condensados) são flavonóides poliméricos. Apesar de 

serem compreendidas as vias de síntese dos flavonóides, as etapas que levam à 

condensação e polimerização não o são. Os taninos condensados mais amplamente 

estudados são baseados nos flavan-3-óis; (-)-epicatequina e (+)-catequina. Já os 

taninos hidrolisáveis são derivados de ácido gálico, o qual é esterificado de uma 

base poliol e os grupos galoil podem ser esterificados ou oxidadativamente formar 

ligações cruzadas para produzir taninos hidrolisáveis mais complexos. Os taninos 

têm diversos efeitos sobre os sistemas biológicos, uma vez que são quelantes de 

íons metálicos, precipitantes de proteínas e antioxidantes. (IGNAT; VOLF; POPA, 

2011) 

Os estilbenos, Figura 1.7, são encontrados exclusivamente na película da uva 

e estão vinculados às defesas naturais da videira. Os estilbenos mais conhecidos 

são o resveratrol e seus derivados (GONZÁLES-NEVES et al., 2011). O resveratrol 

pode ser considerado como uma toxina que a fruta utiliza para se defender do 

ataque de fungos e sua concentração decresce com o amadurecimento da fruta 

(SANT‟ANNA, 2013). 
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Figura 1.6: Estrutura química de alguns taninos 

 

 

 

Figura 1.7: Estrutura química de um estilbeno 
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Frankel et al. (1998) verificaram que os compostos fenólicos dos sucos de uva 

se mostraram potentes inibidores da oxidação das lipoproteínas de baixa densidade 

em um ensaio in vitro catalisada por cobre. Um estudo parecido foi conduzido por 

Toaldo et al. (2015), que verificaram uma relação diretamente proporcional entre a 

capacidade antioxidante medida em ensaios in vitro e a inibição da peroxidação 

lipídica do sangue de indivíduos que ingeriram sucos de uva orgânicos e 

convencionais. Aguiar Jr. et al. (2011) investigaram os efeitos da administração de 

suco de uva concentrado sobre a capacidade de proteção das células do fígado e 

sangue de ratos com colesterol induzido. Os resultados mostraram que a 

administração do suco reduziu as lesões oxidativas induzidas ao DNA das células do 

sangue dos ratos.  

Aguiar Jr. et al. (2011) concluíram que os chás fornecem potenciais 

prevenções a inflamações, visto que os conteúdos de compostos bioativos podem 

eliminar o excesso de radicais livres e estimular a regeneração de células e tecidos 

danificados. Camargo et al. (2014) investigaram o perfil fenólico de subprodutos das 

uvas BRS Cora, Isabel, Syrah, e Tempranillo, gerados pelas indústrias de sucos e de 

vinho, obtidas de Pernambuco e Bahia, respectivamente. Esses subprodutos foram 

avaliados por análises de capacidade antioxidante in vitro, inibição da oxidação de 

colesterol LDL e inibição do radical peroxila nos danos causados no DNA. Os 

resultados mostraram uma correlação alta e estatisticamente significativa entre todos 

os ensaios antioxidantes e os conteúdos de compostos fenólicos totais, sugerindo 

que os compostos fenólicos podem desempenhar um papel importante na 

prevenção de doenças relacionadas à oxidação. 

 

1.4 Metodologias para determinação da composição química e atividade 

antioxidante 

O conteúdo total de compostos fenólicos é amplamente determinado pelo 

método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-

RAVENTOS, 1999), onde o complexo metálico formado pela reação de tungstênio e 

molibdênio com os compostos fenólicos é monitorada em  = 725 nm, após uma 

hora de reação em um meio com pH básico. Destes metais presentes no reagente 

de Folin-Ciocalteu, o molibdênio é mais facilmente reduzido do que o tungstênio. Isto 

sugere que a maior transferência de elétrons ocorre entre o agente redutor e o 

molibdênio, que passa do estado de oxidação +6, com cor amarela, para o estado 
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de oxidação +5, com cor azul (Figura 1.8). A amostra é substituída por água 

ultrapura como branco da análise. 

 

Figura 1.8: Reação de elétron transferência entre o molibdênio, metal presente no 

reagente de Folin-Ciocalteu, e um composto redutor, no caso o anion fenolato. 

 

Fenol  
Na2CO3
        Anion Fenolato  +  e- 

 

Mo
+6

  +   e-   →   Mo
+5

 

 

Fonte: Adapatado de Sánchez-Rangel et al. (2013). 

 

 O teor de flavonóides totais é determinado utilizando o método colorimétrico 

descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), empregando cloreto de 

alumínio como agente quelante. A complexação do alumínio com os flavonóides é 

monitorado em  = 510 nm em meio com pH básico (Figura 1.9). A linha de base do 

equipamento é realizada com todos os reagentes, nas proporções da análise, onde 

a amostra é substituída por água ultrapura. 

 

Figura 1.9: Complexação do alumínio com um flavonoide, no caso com a luteolina 

 

Fonte: Adaptado de Mabry et al. (1970). 

  

A concentração de o-difenóis é determinado pelo método espectrofotométrico 

em que os compostos fenólicos na posição orto reagem com molibdato de sódio 
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(DURÁN et al., 1991), sendo o produto final da reação monitorado em  = 370 nm 

após 25 min de reação (Figura 1.10). A linha de base do equipamento é realizada 

com todos os reagentes, nas proporções da análise, onde a amostra é substituída 

por água ultrapura. 

 

Figura 1.10: Complexação entre o molibdato de sódio e ácido caféico, um o-difenol, 

em meio aquoso 

 

 

O conteúdo estimado de flavonóis totais é determinado pelo método 

colorimétrico proposto por Yermakov, Arasimov e Yarosh (1987). O produto da 

complexação com cloreto de alumínio hexahidratado e acetato de sódio é 

monitorado em  = 440 nm após 2,5 horas de incubação. A linha de base do 

equipamento é realizada com todos os reagentes, nas proporções da análise, onde 

a amostra é substituída por água ultrapura. 

 O teor de antocianinas monoméricas totais é determinado pelo método do pH 

diferencial (LEE; DURST; WROLSTADT, 2005) empregando soluções padronizadas 

de cloreto de potássio a 0,025 mol L-1 (pH = 1,0) e acetato de sódio a 0,40 mol L-1 

(pH = 4,5), devido à troca estrutural que sofrem as antocianinas nesses diferentes 

pHs, onde em pH 1,0 a estrutura apresenta máxima coloração e em pH 4,5 é incolor. 

As absorbâncias das amostras nos diferentes pHs são medidos em  = 520 nm e  = 

700 nm utilizando um espectrofotômetro e cubeta com 1 cm de caminho óptico 

(Figura 1.11). A linha de base do equipamento é realizada somente com as soluções 

padronizadas de cloreto de potássio a 0,025 mol L-1 (pH = 1,0) e acetato de sódio a 

0,40 mol L-1 (pH = 4,5). 
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Figura 1.11: Formas estruturais predominantes de antocianinas em diferentes pHs: 

o mecanismo do método pH diferencial. 

 

Fonte: Adaptado de Lee, Durst e Wrolstadt (2005). 

  

O conteúdo de taninos condensados hidrossolúveis (flavanóis) é determinado 

pelo método colorimétrico descrito por Horszwald e Wilfried (2011), onde a vanilina, 

em meio ácido (H2SO4), complexa com o anel meta-difenólico dos taninos. Essa 

reação é monitorada em  = 500 nm (Figura 1.12). A linha de base do equipamento 

é realizada com todos os reagentes, nas proporções da análise, onde a amostra é 

substituída por água ultrapura. 
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Figura 1.12: Reação da vanilina com um tanino condensado em meio ácido para 

formar um complexo com coloração porque reage naquele carbono 

 

Fonte: Adaptado de Schofield, Mbugua e Pell (2001). 

 

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é a partir 

da captura do radical 2,2´-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), 

que pode ser gerado a partir de uma reação química (utilizando persulfato de 

potássio), eletroquímica ou enzimática (RE et al., 1999). Com essa metodologia, 

pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica, 

dependendo do solvente utilizado para as amostras. O radical ABTS+ apresenta 

coloração verde-escura e em contato com um antioxidante, há diminuição da 

coloração, proporcional à atividade antioxidante da matriz analisada (Figura 1.13). A 

linha de base do equipamento é realizada com todos os reagentes, nas proporções 

da análise, onde a amostra é substituída por etanol. 

 

Figura 1.13: Estabilização do radical ABTS.+ por um antioxidante e sua formação 

pelo persulfato de potássio. 

 

Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007). 
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O método FRAP (Poder Antioxidante de Redução do Ferro) é um método de 

transferência de elétrons baseado na capacidade de redução do ferro (III) a ferro (II) 

por um extrato ou substância isolada. Em meio ácido (pH 3,6), o complexo férrico 

tripiridiltriazina é reduzido ao ferroso, mudando sua coloração para azul na presença 

de um antioxidante. A mudança de absorção pode ser acompanhada 

espectrofotometricamente em  = 593 nm e a intensidade de coloração azul formada 

é linearmente correlacionada com o conteúdo de compostos antioxidantes presentes 

na amostra-teste (BENZIE; STRAIN, 1996) (Figura 1.14). A linha de base do 

equipamento é realizada com todos os reagentes, nas proporções da análise, onde 

a amostra é substituída por água ultrapura. 

 

Figura 1.14: Representação da reação do FRAP que mostra a redução do complexo 

férrico-tripiridiltriazina (Fe(III)-TPTZ) em complexo ferroso (Fe(II)-TPTZ) em meio 

ácido 

 

 

Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2006). 

 

O potencial redutor dos compostos fenólicos hidrofílicos dos sucos é estimado 

utilizando o método do Azul da Prússia (PRICE; BUTLER, 1977). Esse método 

emprega o ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) e cloreto férrico hexahidratado 

(FeCl3.6H2O) como agentes complexantes dos compostos fenólicos em meio ácido 

(Figura 1.15). A linha de base do equipamento é realizada com todos os reagentes, 

nas proporções da análise, onde a amostra é substituída por água ultrapura. 
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Figura 1.15: Reação de redução do Fe3+ e sua complexação com o ferricianeto para 

formar o complexo metálico hexacianoferrato(II) de ferro(III) 

 

 

O poder redutor total dos compostos hidrofílicos e lipofílicos das amostras é 

avaliado em meio básico utilizando o método de Folin-Ciocalteu modificado por 

Berker et al. (2013), onde o reagente de Folin-Ciocalteu, diluído em isobutanol, 

complexa com compostos redutores hidrofílicos e lipofílicos e o produto é monitorado 

em  = 665 nm. A linha de base do equipamento é realizada com todos os 

reagentes, nas proporções da análise, onde a amostra é substituída por acetona. 

A inibição da peroxidação lipídica (DAKAR et al., 2008) é baseado na reação 

entre o ácido tiobarbitúrico (TBA) e carbonilas produzidas na peroxidação induzida 

por Fe2+ em gema de ovo tamponada em pH 7,4 à temperatura de 37 °C. Esse 

sistema biológico simula o organismo humano, ou seja, simula a peroxidação de 

ácidos graxos insaturados à mesma temperatura e pH do sangue humano, numa 

reação de 45 min. Os produtos da peroxidação lipídica são monitorados em 

espectrofotômetro em  = 532 nm, visto que o composto que costuma ser atribuído 

como produto primário da oxidação lipídica e que reage com o TBA é o 

malondialdeído (MDA). O malondialdeído é um dos produtos secundários da 

oxidação lipídica, que surgem da decomposição de hidroperóxidos por reações de -

clivagem e/ou pela presença de pró-oxidantes como metais (McCLEMENTS e 

DECKER, 2010) (Figura 1.16). 
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Figura 1.16: Reação de peroxidação lipídica induzida por ferro(II), cujos produtos 

reagem com o ácido tiobarbitúrico 
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COMPARAÇÃO ENTRE OS ENSAIOS DE FOLIN-CIOCALTEU E AZUL DA 

PRÚSSIA PARA ESTIMAR O CONTEÚDO FENÓLICO TOTAL DE SUCOS E 

CHÁS USANDO MICROPLACAS DE 96 POÇOS 

 

RESUMO: O ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu (FC) é o ensaio mais 

amplamente utilizado para estimar o conteúdo de fenólicos totais em alimentos, 

bebidas, ervas e outros extratos de plantas, mas muitos compostos químicos podem 

agir como agentes interferentes, gerando uma estimação imprecisa da real 

concentração de compostos fenólicos na matriz. Baseada nesta limitação, o objetivo 

deste estudo foi comparar quantitativamente, os ensaios de Folin-Ciocalteu (FC) e 

Azul da Prússia (PB) na estimativa do conteúdo de fenólicos totais em sucos de uva 

roxa (n=20; Vitis labrusca L.) e chás (n=25) de diferentes origens botânicas, usando 

microplacas de 96 poços. O ensaio de PB apresentou um baixo limite de detecção 

(PB = 0,27 mg/L; FC = 0,25 mg/L) e quantificação (PB = 0,92 mg/L; FC = 0,82 mg/L), 

confirmando seu potencial no rastreamento do conteúdo de fenólicos totais em 

sucos de uva e chás. Os ensaios de FC e PB apresentaram uma alta associação 

(p<0,0001) para chás (r = 0,887) e sucos de uva (r = 0,923). As vantagens do ensaio 

de PB sobre FC são a simplicidade, baixo tempo de reação (15 min de reação 

quando comparado a 60 min do ensaio de FC), baixo uso de reagentes (as soluções 

são preparadas em base mM) e alta seletividade. Adicionalmente, o ensaio de PB 

provou ser reprodutível e repetível e, portanto, pode ser usado como uma alternativa 

ao ensaio de FC. 

 

Palavras-chave: validação de método; método colorimétrico; compostos bioativos; 

Vitis labrusca; Camellia sinensis. 

 

1  INTRODUÇÃO 

 Estudos científicos têm mostrado que existe grande interesse em compostos 

bioativos em alimentos e bebidas consumidas mundialmente devido ao fato que 

estudos experimentais têm indicado que existe uma associação inversa entre o 

consumo e o desenvolvimento de doenças crônicas não-transmissíveis, tais como 

aterosclerose (Milella et al., 2012), alguns tipos de câncer (González-Sarrías et al., 

2012), diabetes (Sreerama et al., 2012), hiperlipidemia, incluindo hipercolesterolemia 

(Sreelatha et al., 2012) e inflamações crônicas devido a desordens metabólicas (Li et 
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al., 2014). Dentre estas substâncias bioativas, flavonóides, estilbenos e ácidos 

fenólicos são os mais notáveis e algumas das classes de compostos bioativos mais 

presentes em alimentos e bebidas (Brewer, 2011; Liu, 2013). 

 Pesquisas têm focado em não somente testar os efeitos benéficos dos 

compostos fenólicos à saúde em protocolos in vitro e in vivo, mas também na 

avaliação de métodos analíticos para estimar o conteúdo fenólico total em bebidas e 

alimentos, tais como chás, frutas e derivados, ervas e plantas medicinais. Para este 

propósito, alguns métodos tem sido desenvolvidos, testados e validados: 

determinação individual de compostos fenólicos usando cromatografia líquido de alta 

eficiência (HPLC) (Granato et al., 2011b); HPLC acoplado com espectrômetro de 

massa (Slatnar et al., 2014); cromatografia a gás (Wang e Zuo, 2011); HPLC em 

arranjo com espectrômetro de massa e espectrômetro de massa de alta resolução 

(Alakolanga et al., 2014); biossensores (Portaccio et al., 2006); ensaios 

espectrofotométricos que empregam cromóforos específicos, tais como o reagente 

de Folin-Ciocalteu e sais inorgânicos específicos que reagem com compostos 

fenólicos soluções aquosas, tais como hexacianoferrato de potássio (III) e sal de 

diazônico de Azul Rápido (González et al., 2003; Lester et al., 2012; Zielinski et al., 

2014). Análises de cromatografia e biossensores são um pouco caras, demoradas, 

necessitam a preparação da amostras, e o uso de solventes na fase móvel do HPLC 

pode representar uma limitação para alguns laboratórios. Assim, o uso de ensaios 

espectrofotométricos para estimar o conteúdo fenólico total de vegetais e extratos de 

alimentos é vantajoso e leva menos tempo para ser realizado no laboratório rotineiro. 

Uma importante observação deve ser feita aqui: técnicas cromatográficas (acopladas 

a diferentes detectores) são capazes de executar a separação e identificação 

individual de cada composto fenólico na amostra. No mesmo sentido, ensaios 

colorimétricos são uma abordagem muito útil para fins de detecção e quantificação 

geral (apresentadas como “conteúdo fenólico total”). Assim, os resultados obtidos 

por métodos colorimétricos e cromatográficos são diferentes (algumas vezes 

complementares) e prós e contras devem ser considerados quando os compostos 

fenólicos necessitam ser estudadas em detalhes. 

 Dentre aqueles métodos mencionados acima, o ensaio mais tradicional e 

usado que tem sido aplicado para uma grande variedade de matrizes é o que 

emprega o reagente de fenol de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965). Neste 

método, molibdênio e tungstênio estão no estado de oxidação 6+, mas em presença 
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de certos agentes redutores, tais como os compostos fenólicos, em um meio 

alcalino, forma um complexo azul [(PMoW11O4)
4-]. A intensidade da cor no meio 

reacional é linearmente proporcional ao nível de substâncias redutoras, tais como 

polifenóis, dióxido de enxofre, ácidos orgânicos (incluindo ácido ascórbico), açúcares 

(frutose e sacarose), e alguns aminoácidos presentes na amostra. A absorção deste 

complexo metálico reside entre 620 e 760 nm, com um máximo em  = 725 nm 

(Sousa et al., 2007). De fato, o método espectrofotométrico usando o reagente de 

fenol de Folin-Ciocalteu é uma estimativa do conteúdo de compostos fenólicos 

presentes na matriz. Contudo, como o ensaio de Folin-Ciocalteu é baseado na 

transferência de elétrons e medida da capacidade redutora do extrato, os quais têm 

sido geralmente expressos como „conteúdo fenólico‟, seria mais adequado ser 

chamado ensaio da capacidade de redutores hidrofílicos levando em consideração 

os interferentes químicos que agem como redutores, presentes em quase todos 

alimentos, bebidas e preparados herbais, tais como tiols, aminoácidos, proteínas, 

algumas vitaminas e íons inorgânicos (Everette et al., 2010; Prior et al., 2005; Chen 

et al., 2015). Apesar dos evidentes inconvenientes deste método em avaliar o real 

(exato) conteúdo de fenólicos totais dos extratos, muitos pesquisadores o tem usado 

não somente em muitas matrizes alimentares, tais como ervas, frutas, cervejas, mas 

também em fluidos biológicos, tais como urina (Medina-Remón et al., 2009; Granato 

et al., 2011a; Mrahi et al., 2013; Campos et al., 2015). Independentemente disto, 

estudos têm mostrado que o método de Folin-Ciocalteu não é a melhor abordagem 

analítica (baixa especificidade) para determinar o conteúdo fenólico (Everette et al., 

2010). Por esse motivo, métodos espectrofotométricos alternativos devem ser 

investigados e validados ou devem ser realizadas modificações do método de Folin-

Ciocalteu (Cicco et al., 2009; Medina, 2011; Bueno et al., 2012; Blainski et al., 2013; 

Bridi et al., 2014). 

 Um desses métodos espectrofotométricos alternativos que podem substituir o 

método de Folin-Ciocalteu é um método que envolve uma reação de complexação 

metálica, em meio ácido, o ensaio de Azul da Prússia. Ele se baseia na redução do 

Fe3+ para Fe2+ pela formação do hexacianoferrato(II) de ferro(III), também conhecido 

como Azul da Prússia, Fe4[Fe(CN)6]3. O complexo metálico de Azul da Prússia não é 

tão solúvel em meio aquoso, então a leitura da absorbância em  = 725 nm deve ser 

realizada dentro de 20 min após todos os reagentes e amostra serem misturados 

para garantir a estabilidade da cor (Price e Butler, 1977). Este método tem sido 
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usado para avaliar o conteúdo fenólico total em alguns alimentos, tais como ameixas 

(Slimestad et al., 2009), ervas (Pueyo e Calvo, 2009), cogumelos (Reis et al., 2012), 

e arroz (Finocchiaro et al., 2010). Uma melhoria da metodologia inicial (isto é, 

concentração dos reagentes) foi realizada por Pueyo e Calvo (2009), na qual uma 

menor quantidade de solventes é utilizada (até 300 L, em comparação com 3-4 mL) 

e leituras da absorbância de um grande número de amostras foi feita 

simultaneamente usando microplacas de 96 poços. Este método otimizado e 

melhorado tem mostrado apresentar baixos limites de detecção e quantificação (< 1 

µg/mL) e um coeficiente de variação intra-diário abaixo de 5%, indicando 

adequação, repetibilidade e reprodutibilidade para analisar o conteúdo fenólico total 

em ervas. Além disso, a redução do uso de solvente, simplicidade e exatidão são 

algumas das características positivas mais importantes do método. 

 Baseado no fato que muitos pesquisadores aplicam métodos colorimétricos 

para determinar o conteúdo fenólico total em alimentos, ervas, suplementos 

nutricionais, e bebidas e levando em consideração que a exatidão, simplicidade, 

baixo custo, rapidez, e reprodutibilidade analítica do método são altamente 

necessárias e desejadas em análises rotineiras, o objetivo deste estudo foi de 

comparar, quantitativamente, os ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prússia na 

estimativa do conteúdo fenólico total em sucos de uva e chás de diferentes origens 

botânicas, usando microvolumes em placas de 96 poços. 

 

2  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1  Reagentes 

 Ácido 3,4,5-trihidróxibenzóico monoidratado (ácido gálico, grau HPLC, 99% 

de pureza, Sigma-Aldrich, EUA) foi usado como controle positivo dos experimentos 

(curva analítica). Cloreto férrico hexahidratado (FeCl3.6H2O; Merck, Alemanha), 

ácido clorídrico, reagente de Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich, EUA), metabissulfito 

de sódio, glicose e ácido ascórbico (Vetec, Brasil), e hexacianoferrato(III) de potássio 

- K3[Fe(CN)6] (Merck, Alemanha) foram de grau analítico. Água ultrapura foi usada 

nos experimentos. 

 

2.2  Amostras e preparação dos extratos 

 Um total de 20 sucos de uva roxa (variedades Bordô e Isabel, Vitis labrusca 

L.), sendo 10 convencionais e 10 orgânicos, produzidos no Rio Grande do Sul, 
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Brasil, 21 chás de Camellia sinensis var. sinensis (6 verdes, 5 brancos, 4 vermelhos, 

4 pretos e 2 amarelos), e 4 extratos de erva-mate tostada (Ilex paraguariensis A St.-

Hil.) foram usados para comparar o método de Folin-Ciocalteu com o ensaio de Azul 

da Prússia. Chás (V = 100 mL) foram preparados usando o mesmo procedimento 

experimental (m = 2,0 g; T = 80 °C; tempo de extração de 8,5 min sobre agitação 

magnética) descrito por Granato et al. (2014b). 

 

2.3  Estimativa do conteúdo de fenólicos totais 

2.3.1  Ensaio de Folin-Ciocalteu 

 O conteúdo fenólico total em sucos de uva e chás foi avaliado usando o 

ensaio de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965) adaptado para microplacas com 

96 poços (Granato et al., 2015b). Primeiramente, as amostras foram diluídas 

apropriadamente (1:25 para os sucos e 1:10 para os chás) com água ultrapura, e 25 

L das amostras diluídas foram misturadas com 25 L do reagente de Folin-

Ciocalteu 3 vezes diluído e 200 L de água ultrapura. Depois de 5 min, uma alíquota 

de 25 L de uma solução saturada de carbonato de sódio (10,6 g/100 mL) foi 

adicionada à mistura e a placa foi agitada por 20 s. A mistura foi deixada em repouso 

por 60 min no escuro à temperatura ambiente (25 °C), e a absorbância foi medida 

em  = 725 nm usando uma leitora de microplaca (Epoch, BioteK, EUA). O conteúdo 

fenólico total foi expresso como mg equivalentes de ácido gálico por litro de bebida. 

 

2.3.2  Método do Azul da Prússia 

 Para estimar a concentração de compostos fenólicos totais nos sucos e chás, 

o método do Azul da Prússia, primeiramente sugerido por Price e Butler (1977) e 

modificado por Graham (1992) com adaptação para microplacas (Pueyo e Calvo, 

2009) foi usado, com algumas modificações. Resumidamente, uma alíquota de 100 

L de cloreto férrico hexahidratado (FeCl3.6H2O) 0,5 mM preparado em HCl 0,01 M, 

foi adicionada a 100 L de amostra devidamente diluída (1:50 v/v em água 

ultrapura) e deixado para reagir por 2 min. Então, 100 L de uma solução de 

hexacianoferrato (III) de potássio 0,5 mM foi adicionada e a microplaca foi agitada 

por 20 s. A absorbância foi medida em  = 725 nm depois de 15 min de reação no 

escuro a 25 °C usando uma leitora de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). O 
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conteúdo fenólico total foi expresso como mg de ácido gálico equivalente por litro de 

bebida. 

 Usando o método do Azul da Prússia, os compostos fenólicos presentes no 

extrato reagem com o íon hexacianoferrato (III), [Fe(CN)6]
3-, o qual é reduzido para o 

íon hexacianoferrato (II), [Fe(CN)6]
4-. Este íon reage com o íon férrico, Fe3+, para 

formar o complexo azul metálico, Fe4[Fe(CN)6]3 (Graham, 1992). Em resumo, ambas 

reações podem ser descritas pelas Equações 1 e 2: 

 

 

  

O complexo Azul da Prússia pode precipitar em meio aquoso dependendo da 

concentração de compostos fenólicos no extrato, como mostrado pela Equação 3. 

Portanto, a diluição das amostras é altamente necessária se o método do Azul da 

Prússia é usado como método de detecção. 

 

 

 

2.3.3  Curvas analíticas, repetibilidade, reprodutibilidade, seletividade, e limites de 

detecção e quantificação 

 Soluções padrões com diferentes concentrações de ácido gálico (n = 8 para o 

ensaio de Azul da Prússia e n = 9 para o ensaio de Folin-Ciocalteu) foram 

preparadas para construir as curvas analíticas. As soluções com diferentes 

concentrações de ácido gálico foram preparadas para cada replicata (usando o 

conceito de „replicatas verdadeiras‟) antes das medições e três leituras foram feitas 

para cada concentração (Nunes et al., 2015). Ácido gálico foi utilizado como padrão 

por causa de sua disponibilidade, pureza, e estabilidade química. Os limites de 

detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados usando o declive da curva 

4Fe3+      +     3[Fe(CN) 6]4-                        Fe 4[Fe(CN)6]3                                                             Eq. 3     .(s)
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analítica, os quais foram obtidos pelo método dos mínimos quadrados. Para este 

propósito, a absorbância em  = 725 nm (x) foi plotada contra concentrações de uma 

solução de padrão de ácido gálico (y). Usando a curva analítica, LD e LQ foram 

determinados pelas Equações 4 e 5: 

 

LD =
3s

b
                  (Eq. 4) 

LQ =
10s

b
                (Eq. 5) 

 

onde s é o desvio padrão do intercepto da ordenada e b é o coeficiente angular da 

curva analítica (Shrivastava e Gupta, 2011). 

 A repetibilidade, que é a precisão do método, foi avaliada usando as mesmas 

condições experimentais (amostra, compostos químicos, analista, e equipamento) e 

as mesmas series de análises em um curto intervalo de tempo. Para este propósito, 

não somente a repetibilidade para cada amostra, mas também uma série de dez 

medidas foi feita usando uma solução de ácido gálico a 30 mg/L para o ensaio do 

Azul da Prússia e 100 mg/L para o método de Folin-Ciocalteu. A recuperação foi 

calculada usando seis réplicas independentes e o intervalo de confiança (IC) a 95% 

( = 0,05  t0,025) foi calculado levando em consideração a população de n = 10 

replicas e o respectivo desvio padrão,  (Equação 6): 

 

IC 95% confiança =  𝑥 ± 𝑡𝛼/2


 𝑛
                    (Eq. 6) 

 

 A reprodutibilidade, que se refere à precisão dos resultados obtidos para as 

mesmas amostras, mas usando diferentes condições (isto é, análises em diferentes 

dias, e diferentes analistas) foi analisada três vezes em um período de três 

diferentes dias, usando o mesmo equipamento, com uma solução de ácido gálico a 

30 mg/L para o ensaio do Azul da Prússia e 100 mg/L para o método de Folin-

Ciocalteu. 

  A seletividade dos métodos de Folin-Ciocalteu e Azul da Prússia foi avaliado 

usando ácido ascórbico, metabissulfito de sódio, e açúcar redutor, mais 

especificamente glicose. Para esta proposta, suco de uva roxa puro foi adicionado 

destas substâncias nas concentrações de 212 mg/L, 68 mg/L, e 10 g/L, 
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respectivamente, e imediatamente analisado para conteúdo fenólico total em dois 

experimentos independentes e um total de n = 6 leituras foram realizadas para cada 

experimento. Os dados foram comparados usando análises de variância univariada 

seguida do teste de comparação múltipla de Duncan depois do estabelecimento da 

homocedasticidade ser aplicada (teste de Levene). Um valor de p abaixo de 5% foi 

usado para destacar diferenças. 

 

2.4  Análise de dados 

 Os resultados foram apresentados como média () ± desvio padrão (s) de três 

replicatas. O desvio padrão relativo, %DPR, foi calculado usando a Equação 7: 

 

%DPR = (s/) x 100                      (Eq. 7) 

 

 Análise de correlação linear entre os métodos de Folin-Ciocalteu e Azul da 

Prússia para cada tipo de bebida (ou para chá ou para suco de uva) foi baseada no 

coeficiente de correlação de Pearson (Granato et al., 2014a) e o método dos 

mínimos quadrados foi usado para plotar os resultados graficamente. A significância 

estatística dos modelos (valor p) foi determinada usando análise de variâncias 

univariada e o coeficiente de determinação (R2), R2 ajustado, e erro padrão de 

estimativa também foram calculados. A normalidade dos conjuntos de dados e 

resíduos da análise de regressão foram formalmente verificados usando o teste de 

Shapiro-Wilk. Para as análises descritivas e inferenciais, os programas estatísticos 

Action v. 2.9 (Statcamp, Brasil) e Statistica v. 7.0 (Statsoft, EUA) foram usados. 

Valores de p abaixo de 5% foram usados para rejeitar a hipótese nula. 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A fim de comparar quantitativamente os conteúdos de fenólicos totais 

medidos pelos métodos de Azul da Prússia e Folin-Ciocalteu, um estudo foi 

conduzido para avaliar a linearidade e limites de detecção de quantificação para 

ambos os ensaios (Tabela 2.1). Para este propósito, uma curva analítica usando 

ácido gálico com padrão foi construída usando concentrações eqüidistantes de um 

intervalo definido. É possível observar que ambos métodos analíticos apresentaram 

LD abaixo de 0,5 mg/L e LQ abaixo de 1 mg/L. As curvas analíticas apresentaram 
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altos valores de R2, R2 ajustado e F, indicando que a maior variabilidade 

experimental foi explicada pelo modelo linear e as curvas analíticas foram altamente 

significativas (p > 0,0001) quando a análise de variância foi aplicada. 

Adicionalmente, análise residual foi realizada graficamente para verificar tendências 

e padrões óbvios (normalidade) e o teste de Shapiro-Wilk mostrou que as curvas 

analíticas (modelos de regressão linear) foram adequados para descrever a 

quantificação de ácido gálico como resíduo conforme a distribuição normal (Azul da 

Prússia: W = 0,95; p = 0,75; Folin-Ciocalteu: W = 0,92; p = 0,36). 

 

Tabela 2.1: Parâmetros da curva analítica, limite de detecção (LD) e quantificação 

(LQ) para os ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prússia. 

Ensaio Curva analítica
a
 

Faixa de 
linearidade 
(mg GA/L) 

R
2
 R

2
ajustado F-valor p-valor

b
 LD (mg/L) LQ (mg/L) 

Folin-Ciocalteu y = 244,47x – 21,12 0 – 180 0,977 0,974 296,88 < 0,0001 0,25 ± 0,08 0,82 ± 0,25 

Azul da Prússia y = 44,21x – 2,45 2,5 – 40 0,978 0,973 218,10 < 0,0001 0,27± 0,06 0,92± 0,19 

Nota: 
a
A análise de regressão foi conduzida usando a absorbância no eixo x e as concentrações do 

padrão de ácido gálico no eixo y; 
b
Valor de probabilidade obtida pela ANOVA. 

 

 Os parâmetro de validação para os métodos de Folin-Ciocalteu e Azul da 

Prússia estão apresentados na Tabela 2.2. A precisão intra-diária dos métodos de 

Azul da Prússia e Folin-Ciocalteu, também conhecida como repetibilidade, foi 2,00 e 

6,65% DPR, respectivamente, em que as médias de ambos os métodos 

apresentaram uma adequada precisão sob as mesmas condições de operação em 

um curto intervalo de tempo. Igualmente, a precisão inter-diária, aqui chamada 

reprodutibilidade, foi abaixo do limite máximo aceitável de 10% (Magnusson e 

Örnemark, 2014). Os procedimentos de recuperação analítica, também conhecidos 

como acurácia, está relacionado com a concordância entre os valores teóricos (uma 

conhecida concentração) e experimentais, e os métodos avaliados no corrente 

trabalho demonstraram uma alta recuperação. Para o ensaio do Azul da Prússia um 

valor de recuperação de 109,70 ± 1,69% (n = 10; IC95% = 32,44 – 33,38 mg/L) foi 

obtido, enquanto que para o método de Folin-Ciocalteu a recuperação 98,20 ± 

1,14% (n = 10; IC95% = 93,53 – 102,88 mg/L). Quanto menor a recuperação, maior a 

tendência que afeta o método e, portanto, menor a exatidão (U.S. FDA, 2000). Um 

importante aspecto das recuperações próximas de 100% é que isto é uma indicação 

de um quase completo balanço de massa da recuperação padrão. Adicionalmente, 
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para efeitos experimentais, o método pode ser considerado preciso se as 

porcentagens de recuperação estão entre 85% e 115% (U.S. FDA, 2000). Aqui, 

nossos dados experimentais apresentaram claramente a adequação de ambos 

ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prússia na estimativa de compostos fenólicos 

totais usando microplacas de 96 poços. Os resultados estão de acordo com aqueles 

encontrados por Blainski, Lopes e Mello (2013), que avaliaram algumas 

modificações no método original de Folin-Ciocalteu para medir o conteúdo fenólico 

total de Limonium brasiliense, uma típica erva brasileira usada para o preparo de 

chás, e obteve valores de LD = 1,84 g/mL, LQ = 3,34 g/mL, repetibilidade de 

4,98%, e recuperação ao redor de 90%. 

 

 

Tabela 2.2: Recuperação, repetibilidade e reprodutibilidade dos ensaios Azul da 

Prússia e Folin-Ciocalteu realizadas em microplacas de 96 poços, incluindo o 

intervalo de confiança (IC) de 95% 

 

Validação do Parâmetro Ensaio do Azul da Prússia Ensaio de Folin-Ciocalteu 

Recuperação/Acurácia (%) 
109,70 ± 1,69  

(IC95% = 32,44 – 33,38 mg/L) 
98,20 ± 1,14                     

(IC95% = 93,53 – 102,88 mg/L) 
Repetibilidade/Precisão intra-

dias (%DPR) 
2,00 6,65 

Reprodutibilidade/Precisão inter-
dias (%DPR) 

1,46 1,13 

  

O conteúdo fenólico total dos sucos de uva roxa estão de acordo com aqueles 

reportados para sucos produzidos ou no Brasil (n = 65; 368 – 2307 mg GAE/L)  ou 

em países europeus (n = 31; 343 – 2248 mg GAE/L) (Granato et al., 2015a; Granato 

et al., 2015c). Igualmente, o conteúdo fenólico total dos chás de C. sinensis e I. 

paraguariensis estão de acordo, mas levemente menores quando aos níveis 

reportados por amostras de chá comerciais (140 – 967 mg GAE/L) (Granato et al., 

2015a; Reta et al., 2012; Bassani et al., 2014a; Bassani et al., 2014b; Zielinski et al., 

in press). 

 Em geral, os dados apresentados para o conteúdo fenólico total pelo método 

de Folin-Ciocalteu para os sucos de uva variaram entre 709 e 3580 mg GAE/L e 

para os chás este número foi na faixa de 524 – 1820 mg GAE/L (Tabela 2.3). Os 

dados para o método do Azul da Prússia, no geral, apresentaram níveis menores de 
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conteúdo fenólico: 380 – 1865 mg GAE/L para chás (14 dos 25 valores médios com 

níveis menores) e 449 – 1783 mg GAE/L para os sucos de uva. É digno de nota que 

todas os valores médios de conteúdo fenólico total nos sucos de uva, determinados 

usando o método do Azul da Prússia, foram menores que aqueles determinados 

pelo ensaio de Folin-Ciocalteu, corroborando com os resultados obtidos por Padda e 

Picha (2007) para batata-doce (Ipomoea batatas L.) e para alcachofra cruas e 

cozidas (Cynara scolymus L.) (Lutz et al., 2011). 

 González et al. (2003) avaliaram o conteúdo fenólico total de 14 amostras de 

própolis da Argentina por meio dos métodos de Folin-Ciocalteu, Azul da Prússia e o-

fenantrolina, usando ácido gálico, vanilina, ácido cafeico, quercetina e ácido 3,4-

dihidroxibenzóico como padrões químicos para a curva analítica. Os autores 

concluíram o método de Folin-Ciocalteu forneceu os maiores valores entre os 

métodos, enquanto que o ensaio do Azul da Prússia apresentou resultados 

intermediários e a mais alta sensibilidade, corroborando com observações anteriores 

(Budini et al., 1980). Ao contrário do que foi observado no presente estudo, 

Deshpande e Cheryan (1987) quantificaram o conteúdo de compostos fenólicos em 

10 variedades de feijão (Phaseolus vulgaris L.) usando quatro diferentes 

metodologias, incluindo os ensaios de Vanilina-HCl, Azul da Prússia, Folin-Ciocalteu, 

e teste de proteína precipitada por fenol. Os autores verificaram que o método de 

Azul da Prússia forneceu maior conteúdo fenólico total (p < 0,05) do que o ensaio de 

Folin-Ciocalteu, mas estes métodos apresentaram uma forte correlação. Estes 

resultados, de modo geral, que existe um forte efeito da matriz no valor quantitativo 

dos ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prússia. 

 

Tabela 2.3: Compostos fenólicos totais de chás e sucos de uva comerciais 

determinados usando o método Azul da Prússia e Folin-Ciocalteu. 

Códigos das 
Amostras 

Método do Azul da 
Prússia (mg/L) 

Método de Folin-Ciocalteu 
(mg/L) 

Chás 

1 1654 ± 84,71 1449 ± 85,65 

2 1679 ± 28,99 1663 ± 94,57 

3 1650 ± 91,84 1610 ± 99,72 

4 1775 ± 9,40 1711 ± 12,76 

5 1731 ± 32,87 1819 ± 39,45 

6 1113 ± 27,64 1431 ± 45,40 

7 1824 ± 53,84 1404 ± 170,69 

8 1673 ± 31,10 1251 ± 52,14 
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9 1865 ± 30,39 1717 ± 212,38 

10 1315 ± 52,84 1213 ± 22,91 

11 1753 ± 30,39 1517 ± 140,62 

12 466 ± 11,31 544 ± 43,84 

13 1185 ± 27,35 1387 ± 116,90 

14 544 ± 27,59 882 ± 97,47 

15 624 ± 5,26 859 ± 89,07 

16 1008 ± 29,31 1037 ± 97,54 

17 817 ± 30,19 1208 ± 75,42 

18 880 ± 34,93 1229 ± 29,87 

19 656 ± 11,49 1091 ± 73,09 

20 1409 ± 14,11 1587 ± 180,82 

21 1280 ± 24,31 1120 ± 20,46 

22 380 ± 27,16 598 ± 9,76 

23 527 ± 21,91 525 ± 35,43 

24 901 ± 30,84 901 ± 122,60 

25 977 ± 13,54 1109 ± 61,12 

Sucos de uvas 

1 645 ± 24,35 709 ± 35,56 

2 1347 ± 138,30 2166 ± 100,29 

3 1626 ± 62,54 3394 ± 212,65 

4 983 ± 42,31 1410 ± 151,00 

5 1782 ± 65,13 3377 ± 266,26 

6 1623 ± 44,15 3385 ± 141,93 

7 1133 ± 51,70 1727 ± 71,74 

8 1765 ± 70,22 3579 ± 19,68 

9 1509 ± 19,31 2952 ± 240,71 

10 1422 ± 31,34 1856 ± 71,74 

11 1228 ± 29,35 1977 ± 193,85 

12 1091 ± 33,56 1092 ± 164,17 

13 1184 ± 14,72 1951 ± 226,25 

14 449 ± 7,76 890 ± 58,15 

15 1197 ± 14,72 1736 ± 82,84 

16 858 ± 28,85 1264 ± 158,33 

17 1089 ± 24,35 1564 ± 182,83 

18 789 ± 36,48 1495 ± 180,39 

19 1136 ± 41,08 1981 ± 226,99 

20 1314 ± 50,21 2617 ± 253,80 

  

Embora PB e FC envolvam reações redox para produzir complexos com 

aumento da absorbância em um comprimento de onda específico ( = 620 – 760 

nm), diferenças nos valores entre os ensaios de FC e PB são relatadas para 

sensibilidade do reagente, potencial redox do meio e, mais importante, pela 

capacidade redutora dos compostos no meio reacional. Deve-se ter em mente que o 

ensaio de FC emprega um meio básico (pH ~10) melhorando a dissociação de 

prótons dos compostos fenólicos em fenolatos (alta capacidade redutora da 
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amostra), enquanto que a reação do ensaio de PB ocorre em meio ácido que por 

sua vez pode suprimir a capacidade de reduzir a amostra por causa da baixa taxa de 

protonação (Apak et al., 2013). Isto pode explicar baixos resultados obtidos aqui e 

em outros estudos. 

 Embora que os valores médios entre os métodos foram diferentes, análise de 

correlação foi aplicada para verificar a associação entre os ensaios. A correlação 

entre ambos os métodos analíticos usando cada chá de C. sinensis e I. 

paraguariensis ou sucos de uva é mostrado na Figura 2.1. Para as amostras de chá 

(n = 25), um coeficiente de correlação r = 0,887 (p < 0,0001) junto com um alto R2 

ajustado (0,777) foi obtido (Figura 2.1A), enquanto que para os sucos de uva roxa (n 

= 20), um coeficiente de correlação r = 0,923 (p < 0,0001) e uma concordância 

próxima entre R2 e R2 ajustado foram obtidos (Figura 2.1B). A análise de resíduos 

não mostrou tendência óbvia (dados não mostrados) e o teste de Shapiro-Wilk 

revelou que para ambas análises de regressão, os resíduos foram normalmente 

distribuídos (W = 0,94; p = 0,15 para chás; W = 0,95; p = 0,35 para sucos de uva). 

Estes resultados mostram que embora os ensaios de FC e PB forneçam diferentes 

valores quantitativos em termos de ácido gálico equivalente, existe uma alta 

correlação entre os valores dos dois ensaios. 
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Figura 2.1: Análise de regressão entre os ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da 

Prússia na determinação do conteúdo fenólico total em I. paraguariensis e C. 

sinensis (A), e em sucos de uva roxa (B). 

 

 Assim como para outros métodos analíticos, o ensaio do Azul da Prússia 

também apresenta algumas limitações. Por exemplo, Budini et al. (1980) avaliaram o 

conteúdo fenólico total de morangos e verificaram que o ácido ascórbico parece ser 

um agente interferente naquelas amostras, indicando que açúcares e compostos 

baseados em nitrogênio não afetaram a reação redox. Então, o método do Azul da 

Prússia tem provado ser uma estratégia analítica rápida e efetiva para determinar o 

conteúdo fenólico de vegetais (e seus graus de maturação). No entanto, algumas 

observações devem ser feitas sobre o ensaio do Azul da Prússia: temperatura, pH, e 

ordem em que os reagentes são adicionados nos tubos/ poços da microplaca devem 

ser monitorados uma vez que podem afetar a formação de Fe4[Fe(CN)6]3 (complexo 

metálico Azul da Prússia). Adicionalmente, como a formação do complexo PB é 

dependente do tempo, um curto (< 20 min) período de incubação é recomendado 

para evitar o aumento da densidade de cor fora da faixa de linearidade (seguindo a 

lei de Lambert-Beer) (Bravo e Mateos, 2008). 
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 Usando o teste de Levene (valor F = 2,071; p = 0,136 para Azul da Prússia e 

valor F = 2,141; p = 0,129 para Folin-Ciocalteu), os dados experimentais foram 

considerados como homocedásticos e um valor p < 0,0001 foi obtido para ambos os 

métodos quando comparados os tratamentos (agentes redutores: glicose, ácido 

ascórbico, e metabissulfito de sódio) por análise de variâncias univariada. Quando o 

teste múltiplo de Duncan foi usado para comparar as médias, foi possível observar 

que os resultados obtidos pelo ensaio de PB somente tiveram aumento para a 

adição de ácido ascórbico, mas os valores médios dos sucos adicionados de 

metabissulfito de sódio e glicose foram estatisticamente similares ao suco puro 

(controle) (Tabela 2.4). Por outro lado, o ensaio de Folin-Ciocalteu pareceu sofrer 

interferências de ácido ascórbico, glicose, e metabissulfito de sódio, quando o teste 

de Duncan foi usado, corroborando com observações anteriores de que o ensaio de 

FC apresenta baixa seletividade (Sánchez-Rangel et al., 2013; Olgun et al., 2014). 

Adicionalmente, usando todo o conjunto de dados (n = 24 observações), a análise 

de correlação mostrou que os dados de PB e FC foram convergentes (r = 0,732; p < 

0,001), embora altos valores serem observados para o ensaio de FC. 

 

Tabela 2.4: Seletividade dos métodos de Azul da Prússia e Folin-Ciocalteu frente a 

alguns compostos interferentes em suco puro de uva roxa 

 

Experimento Azul da Prússia Folin-Ciocalteu 

Suco puro - controle (n=6) 1275,82
b
 25,99 1638,62

b
 46,17 

Ácido ascórbico
*
 (n=6) 1486,56

a
 57,15 1748,22

a
 58,08 

Metabissulfito de sódio
**
 (n=6) 1275,09

b
 25,58 1551,01

c
 62,65 

Glicose
***

 (n=6) 1272,14
b
 31,63 1532,68

c
 93,86 

Nota: 
*
Concentração de 212 mg/L; 

**
Concentração de 68 mg/L; 

***
Concentração de 10 g/L. Letras 

diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05) de acordo 

com teste de comparação múltipla de Duncan 

 

Do ponto de vista prático, o uso do método do Azul da Prússia na avaliação 

do conteúdo fenólico total de frutas e chás tem vantagens como baixas quantidades 

de reagentes necessárias (até 300 L contra ~3 mL usados no ensaio de Folin-

Ciocalteu), somente 15 min de reação são requeridos (contra 60 min usando o 

ensaio de Folin-Ciocalteu) e este método provou ser mais seletivo, comparado ao 

ensaio de FC. 

 



56 
 

4  CONCLUSÕES 

 Como uma conclusão, estes resultados analisados todos juntos, mostraram 

que o método do Azul da Prússia apresentou ser reprodutível e repetível, mostrando 

ser possível seu uso como um método de rastreamento para estimar o conteúdo 

fenólico total de sucos de uva e chás. A análise de correlação entre o método mais 

utilizado (Folin-Ciocalteu) e o ensaio do Azul da Prússia evidenciou uma associação 

alta e estatisticamente significativa entre os métodos. As vantagens do ensaio do 

Azul da Prússia sobre Folin-Ciocalteu são a simplicidade, baixo de tempo de reação 

(15 min quando comparado aos 60 min do método de Folin-Ciocalteu), menor uso de 

reagentes (as soluções são preparadas na base mM) e alta seletividade. Neste 

sentido, o uso do ensaio do Azul da Prússia para estimar o conteúdo fenólico total 

de extratos alimentícios, ervas e outras matrizes alimentares é estimulado. 
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EFEITO DA ORIGEM GEOGRÁFICA, VARIEDADE E SISTEMA DE CULTIVO NOS 

COMPOSTOS BIOATIVOS E FUNCIONALIDADE in vitro DE SUCOS DE UVA, 

USANDO SISTEMAS QUÍMICOS E BIOLÓGICO                                

 

RESUMO 

 Os efeitos do sistema de cultivo, origem geográfica, e variedade da uva na 

funcionalidade in vitro, algumas propriedades físico-químicas e a composição 

química foram investigados usando diferentes métodos estatísticos. Compostos 

fenólicos principais e minoritários, ensaios antioxidantes e redutores usando 

sistemas químicos e biológicos foram empregados para analisar n=62 sucos 

brasileiros de uva roxa puros (Vitis labrusca L.) de sistemas de cultivo orgânico e 

convencional das três grandes regiões produtoras. Resultados foram sujeitados à 

ANOVA e análise de componentes principais. Distinções não foram observadas 

entre os sucos de uva orgânicos e convencionais em relação às capacidades 

redutoras e antioxidantes in vitro, mas somente a partir das análises de ácidos 

fenólicos por HPLC. A origem geográfica e a variedade de uva demonstraram um 

papel mais importante na distinção de sucos de uva brasileiros de acordo com a 

atividade antioxidante e alguns marcadores químicos. A inibição da peroxidação 

lipídica foi significativamente (p < 0,05) correlacionada ao potencial redutor de 

compostos fenólicos hidrofílicos e à atividade de seqüestro de radicais ABTS. 

 

Palavras-chaves: peroxidação lipídica, análise estatística multivariada, 

antioxidantes, ácidos fenólicos, alimento funcional, Vitis sp. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Na procura por alimentos saudáveis, o consumo de produtos orgânicos tem 

aumentado, junto com a produção dos mesmos. O Brasil é hoje um dos mais 

importantes mercados consumidores, quarta maior área de produção de orgânicos 

na América Latina (Flores, 2015) e sexta maior área de produção orgânica mundial, 

e a produção de uvas orgânicas está entre as cinco culturas permanentes com maior 

área de cultivo no mundo (Lernoud e Willer, 2015). 

O suco de uva integral obtido de uvas não-viníferas (Vitis labrusca L.) é um 

produto amplamente consumido na América do Sul e em alguns países europeus, 

não somente devido ao seu sabor, cor e aroma, mas também pelos potenciais 
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efeitos benéficos à saúde quando consumido regularmente (Hyson, 2015; Di 

Lorenzo et al., 2015). Os potenciais efeitos benéficos à saúde atribuídos aos 

compostos fenólicos presentes em diversos alimentos, em especial nas frutas e 

hortaliças, estão relacionados com a atividade antioxidante. Atividade esta obtida por 

diferentes mecanismos, como a transferência de átomos de hidrogênio, transferência 

de elétrons e quelação de metais (Craft et al., 2012), que tamponam e inibem o 

efeito deletério de espécies reativas e oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) formadas 

pelos processos oxidativos e inflamatórios no corpo humano (Yoo, Saliba, Prenzler, 

2010; Macedo et al., 2013; Toaldo et al., 2015).   

A funcionalidade de sucos de uva integrais comercializados em diversos 

países está relacionada diretamente com o conteúdo e perfil de compostos bioativos, 

em especial dos compostos fenólicos. Estes compostos são dependentes das 

técnicas de processamento do suco (Toaldo et al., 2014; Lambri et al., 2015; Lima et 

al., 2015) e também do método de cultivo (orgânico, convencional, biodinâmico), 

região produtora, manejo agrícola, características climáticas, e variedade da uva 

utilizada (Granato, Koot, van Ruth, 2014; Crupi et al., 2015; Silva et al., 2015). Em 

relação ao sistema de cultivo, Dani et al. (2007) analisaram n=8 sucos de uva roxa e 

branca oriundos do sistema convencional e orgânico e verificaram diferenças 

significativas (p<0.05) entre as amostras. Já Granato et al. (2015a) analisaram o 

perfil de sabor instrumental, marcadores químicos e atividade antioxidante de n=31 

sucos de diferentes países da Europa dos sistemas orgânicos, biodinâmicos e 

convencional e não observaram diferença estatística entre os métodos de cultivo, 

mas o local de produção afetou consideravelmente a funcionalidade dos sucos. Por 

outro lado, em outro estudo de Granato et al. (2015b) compararam sucos orgânicos, 

convencionais e biodinâmicos do Brasil (n=65) e Europa (n=31), e verificaram que os 

sucos brasileiros, independentemente do sistema de cultivo, apresentaram maiores 

níveis de conteúdo de compostos fenólicos totais e flavonóides, antocianinas 

monoméricas, proantocianidinas, flavonóis, flavanóis, cianidina-3-glicosídeo, 

delfinidina-3-glicosídeo e malvidina-3,5-diglicosídeo. 

Os estudos com sucos de uva produzidos em localidades distintas mostram 

que diferenças na composição química e na funcionalidade baseada na atividade 

antioxidante e capacidade redutora são claras e bem documentadas, mas não foram 

encontrados estudos revelando as diferenças nas amostras provenientes de 

diferentes locais no mesmo país. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi 
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avaliar a existência de diferenças na composição química e bioatividade em 

sistemas químicos e um sistema biológico de sucos comerciais brasileiros obtidos a 

partir de uvas não-viníferas (Vitis labrusca L.), em função de três variáveis: método 

de cultivo (orgânico e convencional), região de cultivo (principais locais de produção 

no Brasil) e variedade genotípica da uva utilizada.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Reagentes 

 Reagente de Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), ácido 2,2‟-azino-

bis(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfônico) (ABTS), ácido tiobarbitúrico (TBA),(+)-

catequina, quercetina e ácido ascórbico foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, 

EUA). Padrões analíticos (HPLC; grau de pureza> 97%) dos ácidos gálico, 

protocatecuico, siríngico, caféico, clorogênico, p-cumárico e ferúlico foram obtidos da 

Sigma (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros reagentes utilizados nos experimentos 

foram de grau analítico. As soluções aquosas foram preparadas usando água 

ultrapura pelo sistema Milli-Q (Millipore, São Paulo, Brasil). 

 

2.2 Amostras de suco de uva 

 Um total de 62 sucos de uva brasileiros integrais (37 convencionais e 25 

orgânicos) elaborados a partir de uvas não-viníferas (Vitis labrusca L.) sem adição 

de água ou sacarose foram adquiridos no comércio de diferentes regiões do Brasil 

entre Julho de 2014 e Janeiro de 2015; n=49 sucos do Rio Grande do Sul, n=6 de 

Santa Catarina, n=5 do Paraná, n=1 de Minas Gerais e n=1 do Sergipe. Ressalta-se 

que essas regiões produzem mais de 95% das uvas no Brasil. As variedades de uva 

estudadas foram Niágara, Isabel, Bordô, Concord e suas misturas. Todos os sucos 

orgânicos eram certificados por no mínimo, uma empresa certificadora (IBD, 

EcoCert, Tecpar). 

 

2.3 Análises físico-químicas 

O pH dos sucos a 25 °C foi medido de acordo com a AOAC (2005), utilizando 

um pHmetro com um eletrodo previamente calibrado. A acidez titulável total foi 

determinada por volumetria potenciométrica (AOAC, 2005). O teor de sólidos 

solúveis (SST) dos sucos foi determinado utilizando um refratômetro portátil (modelo 

Atago N-1, 0-32 °Brix, Japão) contra um branco (água) de acordo com AOAC 
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(2005), e os resultados expressos em oBrix. A relação SST/acidez também foi 

determinada para estimar o grau de maturação da uva destinada à fabricação do 

suco. A intensidade de cor e a tonalidade instrumental dos sucos foi determinada 

analiticamente utilizando um espectrofotômetro (Mini UV 1240, Shimadzu, Kyoti, 

Japão), a partir da leitura das absorbâncias em 420, 520 e 620 nm em cubeta de 1 

cm de caminho óptico dos sucos diluídos (1:4, razão de volume) em água ultrapura 

(OIV, 2014). Para os cálculos de intensidade de cor (IC) e tonalidade (T), foram 

utilizadas as Equações (1) e (2): 

 

Intensidade de Cor = A420+A520+A620                     (1) 

 

Tonalidade = A420 / A520     (2) 

 

2.4 Marcadores químicos 

 O conteúdo de compostos fenólicos totais dos sucos foi determinado pelo 

método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos, 

1999) com modificação para microplacas (Granato, Karnopp e van Ruth, 2014), onde 

a formação do complexo metálico com os compostos fenólicos foi monitorada em  = 

725 nm por um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram 

expressos em mg de equivalentes de ácido gálico por litro (mg GAE L-1). 

 O teor de flavonóides totais foi determinado utilizando o método colorimétrico 

descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), empregando cloreto de 

alumínio como agente quelante. A complexação do alumínio com os flavonóides foi 

monitorada em  = 510 nm por um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os 

resultados foram expressos como mg de equivalentes de catequina por litro (mg 

CTE L
-1

). 

 A concentração de o-difenóis totais dos sucos foi determinado pelo método 

espectrofotométrico adaptado para microplacas, em que os compostos fenólicos na 

posição orto complexam com molibdato de sódio (Durán et al. 1991), com pequenas 

modificações. O produto final da reação monitorado em  = 370 nm por um leitor de 

microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram expressos como mg de 

equivalentes de ácido clorogênico por litro (mg CAE L-1). 
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 O conteúdo estimado de flavonóis totais foi determinado pelo método 

colorimétrico proposto por Yermakov, Arasimov e Yarosh (1987), com modificações 

para microplacas. O produto da complexação com cloreto de alumínio hexahidratado 

e acetato de sódio foi monitorado em  = 440 nm por um leitor de microplacas 

(Epoch, BioteK, EUA) e os resultados foram expressos em mg equivalentes de 

quercetina por litro (mg QE L-1). 

 O teor de antocianinas monoméricas totais foi determinado pelo método do 

pH diferencial (Lee, Durst e Wrolstadt, 2005) empregando soluções padronizadas de 

cloreto de potássio a 0,025 mol L-1 (pH = 1,0) e acetato de sódio a 0,40 mol L-1 (pH = 

4,5). Os sucos nos diferentes pHs foram medidos em  = 520 nm e  = 700 nm 

utilizando um espectrofotômetro (modelo Cary 50 UV-Vis Varian, Agilent, EUA) e 

cubeta com 1 cm de caminho óptico. O conteúdo de antocianinas monoméricas 

totais foi expresso como mg equivalentes de malvidina-3,5-diglicosídeo por litro 

(coeficiente de absorção molar de 37000 L cm-1 mol-1 e massa molar de 724,5 g mol-

1). 

 O conteúdo de taninos condensados hidrossolúveis (flavanóis) foi 

determinado pelo método colorimétrico descrito por Horszwald e Wilfried (2011), 

onde a vanilina, em meio ácido (H2SO4), complexa com os taninos hidrossolúveis. 

Essa reação foi monitorada em  = 500 nm por um leitor de microplacas (Epoch, 

BioteK, EUA) e os resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina por 

litro (mg CTE L-1). A estimativa do grau de polimerização das proantocianidinas foi 

determinada pela razão entre os teores de compostos fenólicos totais e flavanóis, 

como descrito por Souza et al. (2008). 

 O teor de ácido ascórbico (mg L-1) foi determinado empregando as condições 

experimentais e sistema eluente propostos por Scherer, Rybka e Godoy (2008) num 

cromatógrafo líquido de alta eficiência – CLAE (modelo Alliance e2695, Waters, 

EUA) acoplado a um sistema de diodos e detecção por fluorescência (HPLC-DAD-

FL). A fase móvel foi constituída de uma solução aquosa de fosfato monobásico de 

potássio 0,01 mol L-1, com pH ajustado para 2,6 com ácido fosfórico, onde um fluxo 

de 0,5 mL min-1 e um volume de 20 L foram empregados numa corrida de 15 

minutos. Os sucos foram diluídos (1:4) com a fase móvel e filtrados em membrana 

de difluoreto de polivinilideno (Kasvi, China) com poro de 0,22 m. A quantificação 

foi realizada utilizando uma coluna Gemini NX-C18 (150 x 4,6 mm; 3,5 m; 
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Phenomenex) mantida a 10 °C e a detecção ocorreu em  = 210 nm. Uma curva 

analítica com seis diferentes concentrações equidistantes de ácido ascórbico foi 

construída (0 – 100 mg L-1; R2 = 0,9971) para quantificar os teores de ácido 

ascórbico dos sucos. 

 Os teores dos ácidos hidroxibenzóicos (gálico, protocatecuico, e siríngico) e 

hidroxicinâmicos (caféico, clorogênico, p-cumárico e ferúlico) foram determinados 

empregando as condições experimentais e sistema eluente propostos por Andrade 

et al. (2014) num cromatógrafo líquido de alta eficiência – CLAE (série 1200, Agilent 

Technologies, EUA) acoplado a um sistema de diodos (HPLC-DAD) contendo uma 

bomba quaternária e injeção automática das amostras. Os sucos foram diluídos (1:2) 

com uma solução de ácido fosfórico 0,85% e filtrados em membrana de difluoreto de 

polivinilideno com poro de 0,45 m (Whatmann, GE, EUA). A quantificação foi 

realizada utilizando uma coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm; 5 m; 

Agilent Technologies, EUA) e a detecção ocorreu em  =278nm. A fase móvel foi 

constituída de uma solução A (ácido fórmico 1%) e solução B (metanol). O gradiente 

de eluição iniciou com 75% da solução A e ajustado para 40% da solução B em 

40min; 75% da solução B em 50 min; 25% da solução B em 65 min. A taxa de fluxo 

foi de 1,0 mL min-1 e um volume de 10 L de injeção foram empregados. As 

soluções padrões dos compostos químicos foram preparadas em metanol e as 

curvas analíticas foram obtidas com cinco concentrações equidistantes. Os 

compostos químicos de cada suco foram identificados por comparação com os 

tempos de retenção e espectros UV-Vis dos padrões analíticos. 

 

2.5 Capacidade redutora e atividade antioxidante in vitro: sistemas químicos 

 É bem aceito que a funcionalidade de extratos alimentícios e bebidas medidos 

por métodos químicos in vitro são confiáveis e devem basear-se em pelo menos três 

ensaios diferentes (Apak et al., 2013). No presente estudo, nós avaliamos as 

propriedades antioxidantes baseado no seqüestro de radicais livres e no poencial 

redutor de materiais hidrofílicos e lipofílicos presentes no suco de uva.  

 A atividade de sequestro de radicais livres pelo mecanismo de doação de 

elétrons foi determinada pelo ensaio de descoloração do radical ABTS, como 

descrito por Re et al. (1999) com modificações. As soluções de estoque de ABTS (7 

mmol L-1) e de persulfato de potássio (140 mmol L-1) foram misturadas na proporção 
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625:11 (v/v) para formar o radical ABTS+. Antes da análise, a solução contendo o 

radical ABTS+ foi diluída em etanol (1:49). Uma curva analítica com diferentes 

concentrações de ácido ascórbico foi obtida para o ensaio. A absorbância das 

amostras foi medida em  = 734 nm em um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, 

EUA). Os valores foram expressos em mg equivalentes de ácido ascórbico por litro 

(mg AAE L-1). 

O poder antioxidante de redução do ferro (FRAP) foi medido pelo método 

descrito por Benzie e Strain (1996), adaptado para microplacas. O reagente de 

FRAP foi obtido pela mistura de uma solução de TPTZ (10 mmol L-1) diluída em 

ácido clorídrico (40 mmol L-1) com uma solução tampão de acetato de sódio 0,3 mol 

L-1 (pH 3,6) e uma solução de cloreto férrico hexahidratado 20 mmol L-1). As 

amostras foram colocadas para reagir por 5 min a 37 °C com o reagente de FRAP, e 

em seguida a absorbância foi lida em  = 593 nm em um leitor de microplacas 

(Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de ácido 

ascórbico por litro (mg AAE L-1). 

 O potencial redutor dos compostos fenólicos hidrofílicos dos sucos foi 

estimado utilizando o método do Azul da Prússia (Price e Butler, 1977) com 

modificações propostas por Margraf et al. (2015). Esse método emprega o 

ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6], 0,5 mmol L-1) e cloreto férrico hexahidratado 

(FeCl3.6H2O, 0,5 mmol L-1) como agentes complexantes em meio ácido. Os valores 

foram expressos como mg de ácido gálico equivalente por litro (mg GAE L-1). 

 O poder redutor total dos compostos hidrofílicos e lipofílicos das amostras foi 

avaliado em meio básico utilizando o método de Folin-Ciocalteu modificado por 

Berker et al. (2013). O reagente de Folin-Ciocalteu, diluído em isobutanol na 

proporção 1:2 (v/v) foi adicionado a uma alíquota da amostra diluída em propanona, 

seguida da adição de uma solução de hidróxido de sódio 0,1 mol L
-1

 e água 

ultrapura. A absorbância do complexo colorido formado foi registrada em  = 665 nm 

num leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA) e os valores foram expressos como 

mg de quercetina equivalentes por litro (mg QE L-1). 

 

2.6 Inibição da peroxidação lipídica induzida em sistema biológico 

Com a finalidade de associar as propriedades antioxidantes/redutoras 

medidas usando meios químicos e a funcionalidade usando um sistema biológico, os 
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sucos de uva foram testados na inibição da peroxidação induzida por Fe2+ em 

fosfolipídios, triacilgliceróis e proteínas presentes em gema de ovo, seguindo os 

procedimentos descritos por Dakar et al. (2008), com modificações. Este ensaio foi 

usado como uma alternativa aos microssomas e ácido linoléico de fígado/cérebro de 

rato, que como são lipídeos insaturados, são propensos à oxidação pelos radicais 

hidroxila gerados pela reação de Fenton, induzida por FeSO4. 

Resumidamente, alíquotas de 50 L de suco foram misturados com 500 L de 

homogenato de gema (gema de ovo emulsificada com tampão fosfato de sódio 0,1 

mol L-1, pH 7,4, na proporção de 25 g L-1) e 50 L de sulfato ferroso 4 mmol L-1. Essa 

mistura permaneceu a 37 °C por 45 min em um banho-maria, sendo então 

adicionados 500 L de ácido acético 20% (pH 3,5) e 1000 L de uma solução de 

ácido tiobarbitúrico 0,67%. A mistura foi aquecida a 95 ºC por 30 min. A formação 

dos produtos da peroxidação foi monitorado com o sobrenadante da mistura, em um 

leitor de microplacas a  = 532 nm (Epoch, BioteK, EUA). Ao mesmo tempo, um 

ensaio controle (sem antioxidantes) foi conduzido da mesma forma que descrito para 

as amostras, utilizando água ultrapura em lugar da amostra. A inibição da 

lipoperoxidação foi calculada pela Equação (3): 

 

% inibição = [(Acontrole – Aamostra) / Acontrole]                  (3) 

 

2.7 Análise Estatística 

 Todas as análises foram realizadas em triplicata e os dados estão 

apresentados como média ± desvio padrão. Para verificar diferenças entre os grupos 

(orgânicos e convencionais), foram realizados teste t de Student para amostras 

independentes. Já a comparação entre os grupos de sucos das três principais 

regiões produtoras e sucos elaborados com varietais de uva diferentes, a análise de 

variância univariada (ANOVA) foi aplicada após a confirmação da homogeneidade 

das variâncias pelo teste de Brown-Forsythe. Diferenças nos valores médios foram 

apontadas pelo teste de Fisher LSD (Granato, Calado e Jarvis, 2014).  

Devido à grande quantidade de dados, análise de componentes principais 

(PCA) foi realizada para observar as correlações entre os marcadores químicos e a 

funcionalidade in vitro de forma simultânea. PCA é uma ferramenta estatística 

multivariada exploratória que facilita a observação de semelhanças e diferenças 
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entre as amostras por meio do agrupamento de variáveis correlacionadas, 

denominado componentes principais (PCs), permitindo a projeção das amostras em 

função de duas ou três PCs (Zielinski et al., 2014). Todas as análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o software Statistica v. 7.0 (Statsoft, EUA). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Propriedades Físico-Químicas 

 Com relação às propriedades físico-químicas, conforme mostra a Tabela 3.1, 

não foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p>0.05) entre os 

sucos convencionais (n=37) e orgânicos (n=25) para os atributos de pH, acidez, 

sólidos solúveis totais, grau de maturidade das uvas utilizadas, intensidade de cor, e 

tonalidade. Quando as propriedades físico-químicas dos sucos de uva vindos de 

diferentes regiões foram avaliadas, somente sólidos solúveis totais (p = 0,002) foi 

diferente entre as regiões, na qual os sucos de uva produzidos no Paraná 

apresentaram os menores valores médios (Tabela 3.2). Os dados corroboram com 

as observações feitas por Toaldo et al. (2015), que também não encontraram 

diferenças estatisticamente significativas (p>0,05) entre os sucos convencionais e 

orgânicos, produzidos sem adição de água ou açúcar e elaborados com uvas Vitis 

labrusca L. das variedades Bordo e Isabel, cultivadas no Rio Grande do Sul, Brasil. 

Bem como para as propriedades físico-químicas de pH, densidade, acidez titulável, e 

sólidos solúveis totais. Igualmente, Granato et al. (2015b) não encontraram 

diferenças significativas entre os sucos europeus biodinâmicos (n=6), orgânicos 

(n=7), e convencionais (n=18) para pH (p=0,34) e sólidos solúveis totais (p=0,40). 

Valores de acidez e sólidos solúveis totais similares aos do presente trabalho foram 

encontrados por Toaldo et al. (2015) (0,59±0,15 g TAE 100 mL-1 e 0,66±0,15 g TAE 

100 mL-1 para a acidez, e 15,03±0,06 °Brix e 16,73±0,06 °Brix para sólidos solúveis 

totais dos sucos orgânicos e convencionais, respectivamente). 
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Tabela 3.1: Propriedades físico-químicas e composição química dos sucos de uva 

em função do método de cultivo 

Variáveis de resposta 
Convencional 

(n=37) 
Orgânico (n=25) t-valor p-valor 

A
 

Propriedades Físico-Químicas 

pH 3,88 ± 0,10 3,90 ± 0,14 -0,557 0,580 

Acidez (g TAE/L) 6,68 ± 1,03 6,81 ± 0,96 -0,491 0,625 

SST (°Brix) 16,15 ± 1,72 15,44 ± 1,56 1,666 0,101 

Grau de maturação 24,75 ± 4,75 23,13 ± 4,04 1,400 0,167 

Intensidade de cor 1,72 ± 0,80 1,71 ± 0,67 0,041 0,968 

Tonalidade 1,02 ± 0,14 1,04 ± 0,21 -0,487 0,628 

Composição Química 

Fenólicos Totais (mg GAE/L) 2011,16 ± 586,20 1914,13 ± 609,96 0,629 0,532 

Flavonóides Totais (mg CTE/L) 987,18 ± 328,16 1007,35 ± 318,90 -0,240 0,811 

orto-difenóis (mg CAE/L) 607,61 ± 152,76 612,28 ± 165,87 -0,114 0,910 

Flavonóis (mg QE/L) 162,18 ± 34,91 162,10 ± 39,53 0,008 0,993 

Antocianinas (mg M3,5DE/L) 204,08 ± 159,18 213,28 ± 235,57 -0,184 0,855 

Taninos Condensados 
Hidrossolúveis (mg CTE/L) 

805,78 ± 514,13 813,36 ± 623,48 -0,052 0,959 

Grau de polimerização 3,02 ± 1,25 3,19 ± 1,55 -0,453 0,244 

Ácido Ascórbico (mg/L) 21,28 ± 11,06 18,71 ± 10,91 0,902 0,370 

Ácido Gálico (mg/L) 9,56 ± 3,96
a 

7,72 ± 2,87
b 

2,001 0,050 

Ácido Protocatecuico (mg/L) 68,49 ± 14,89 69,35 ± 18,23 -0,203 0,840 

Ácido Clorogênico (mg/L) 27,90 ± 16,62 23,52 ± 28,05 0,771 0,444 

Ácido Caféico (mg/L) 5,81 ± 2,78 4,48 ± 2,90 1,828 0,072 

Ácido Siríngico (mg/L) 4,09 ± 3,17
a 

2,03 ± 1,73
b 

2,961 0,004 

Ácido p-cumárico (mg/L) 7,24 ± 4,42
a 

4,51 ± 3,54
b 

2,574 0,013 

Ácido Ferúlico (mg/L) 0,26 ± 0,81 0,18 ± 0,62 0,431 0,668 
A
 Valores de probabilidade obtidos pelo teste t de Student para amostras independentes; SST = 

sólidos solúveis totais 
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Tabela 3.2: Propriedades físico-químicas e composição química dos sucos de uva 

em função da região de cultivo 

Variáveis de 
resposta 

RS (n=49) PR (n=5) SC (n=6) p-valor 
A 

p-valor 
B
 

Propriedades Físico-Químicas 

pH 3,89 ± 0,12 3,85 ± 0,10 3,83 ± 0,12 0,763 0,342 

Acidez (g TAE/L) 6,81 ± 0,93 6,82 ± 1,31 6,50 ± 1,10 0,683 0,756 

SST (°Brix) 16,19 ± 1,61
a
 13,56 ± 0,49

b
 15,52 ± 1,46

a
 0,254 0,002 

Grau de 
maturação 

24,21±4,31 20,39±3,41 24,65±5,96 0,426 0,178 

Intensidade de cor 1,73 ± 0,75 2,17 ± 0,57 1,57 ± 0,65 0,408 0,368 

Tonalidade 1,04 ± 0,16 0,91 ± 0,13 1,07 ± 0,25 0,575 0,227 

Composição Química 

Fenólicos Totais 
(mg GAE/L) 

1951,88 ± 575,71
b
 2711,72 ± 463,74

a 
1649,50 ± 436,19

b
 0,447 0,007 

Flavonóides Totais 
(mg CTE/L) 

992,22 ± 313,39
b 

1361,90 ± 303,92
a
 805,76 ± 189,70

b
 0,495 0,012 

orto-difenóis (mg 
CAE/L) 

612,26 ± 153,83
b
 779,97 ± 111,03

a
 503,23 ± 90,25

b
 0,313 0,011 

Flavonóis (mg 
QE/L) 

164,49 ± 35,34
ab

 190,50 ± 31,64
a
 136,69 ± 27,61

b
 0,529 0,042 

Antocianinas 
Monoméricas (mg 
M3,5DE/L) 

198,94 ± 188,13
b
 424,09 ± 210,61

a
 111,15 ± 106,67

b 
0,675 0,018 

Taninos 
Condensados 
Hidrossolúveis (mg 
CTE/L) 

774,01 ± 517,54
b
 1578,45 ± 705,61

a
 507,46 ± 209,22

b
 0,392 0,002 

Grau de 
polimerização 

3,12 ± 1,32 1,93 ± 0,71 3,82 ± 1,87 0,132 0,071 

Ácido Ascórbico 
(mg/L) 

21,35 ± 11,41 15,99 ± 5,46 13,74 ± 10,58 0,236 0,199 

Ácido Gálico 
(mg/L) 

8,36 ± 3,27
b
 13,09 ± 3,94

a
 8,12 ± 4,55

b 
0,789 0,017 

Ácido 
Protocatecuico 
(mg/L) 

70,14 ± 15,34
a
 80,44 ± 13,98

a
 52,35 ± 15,33

b
 0,706 0,009 

Ácido Clorogênico 
(mg/L) 

25,29 ± 22,43 35,32 ± 25,50 24,55 ± 18,52 0,749 0,626 

Ácido Caféico 
(mg/L) 

5,34 ± 2,89 6,64 ± 3,81 3,95 ± 2,00 0,634 0,312 

Ácido Siríngico 
(mg/L) 

3,03 ± 2,59 4,60 ± 1,50 4,20 ± 5,43 0,436 0,376 

Ácido p-cumárico 
(mg/L) 

5,84 ± 4,41 9,25 ± 4,26 5,05 ± 2,54 0,210 0,205 

Ácido Ferúlico 
(mg/L) 

0,15 ± 0,55
b
 1,39 ± 1,68

a
 ND 0,001 0,001 

A
 Valores de probabilidade de homogeneidade de variância obtidos pelo teste de Brow-Forsythe; 

B
 

Valores de probabilidade obtidos por ANOVA univariada. Letras diferentes na mesma linha 
representam resultados estatisticamente diferentes para o teste de Fisher LSD; RS= Rio Grande do 
Sul; PR= Paraná; SC= Santa Catarina; ND= não detectado. 
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Tabela 3.3: Propriedades físico-químicas e composição química dos sucos de uva 

em função da variedade de uva 

Variáveis de 
Resposta 

Isabel (n=6) Bordô (n=19) IB (n=18) IBC (n=4) p-valor 
A 

p-valor 
B 

Propriedades Físico-Químicas 

pH 4,00 ± 0,12 3,86 ± 0,13 3,89 ± 0,09 3,86 ± 0,04 0,315 0,056 

Acidez (g TAE/L) 6,89 ± 1,02 6,52 ± 1,13 6,98 ± 0,78 6,18 ± 1,24 0,473 0,364 

SST (°Brix) 15,52 ± 0,78 15,64 ± 1,41 16,46 ± 1,73 16,53 ± 1,71 0,473 0,297 

Grau de 
maturação 

22,82 ± 2,60 24,57 ± 4,37 23,99 ± 4,70 27,24 ± 3,58 0,530 0,440 

Intensidade de 
cor 

1,93 ± 0,73 1,79 ± 0,54 1,84 ± 0,89 1,10 ± 0,63 0,264 0,283 

Tonalidade 1,09 ± 0,09 0,98 ± 0,16 1,04 ± 0,13 1,13 ± 0,05 0,434 0,108 

Composição Química 

Fenólicos Totais 
(mg GAE/L) 

1351,13 ± 
450,42

b
  

2247,95 ± 
480,22

a
 

1952,77 ± 
506,72

a
 

1708,02 ± 
480,61

ab
 

0,907 0,002 

Flavonóides 
Totais (mg 
CTE/L) 

750,00 ± 
181,64

c
 

1112,26 ± 
296,82

a 
1020,39 ± 
269,02

ab 
771,44 ± 
119,02

bc 0,326 0,014 

orto-difenóis (mg 
CAE/L) 

470,12 ± 
70,15

b 
690,07 ± 
132,99

a
 

623,57 ± 
151,34

a
 

450,83 ± 
37,62

b
 

0,166 0,001 

Flavonóis (mg 
QE/L) 

138,61 ± 
26,23

b
 

173,89 ± 
28,14

a
 

173,43 ± 
35,37

a
 

131,60 ± 
20,02

b
 

0,619 0,012 

Antocianinas 
Monoméricas 
(mg M3,5DE/L) 

86,36 ± 
42,49

b 
301,28 ± 
234,35

a 
163,50 ± 
105,37

b 
78,86 ± 
30,12

b 0,173 0,010 

Taninos 
Condensados 
Hidrossolúveis 
(mg CTE/L) 

471,65 ± 
210,75

b 
1036,64 ± 
589,52

a 
677,41 ± 
311,18

b 
399,50 ± 
76,39

b 0,381 0,007 

Grau de 
polimerização 

3,64 ± 2,09
ab 

2,52 ± 0,83
b
 3,33 ± 1,38

ab
 4,29 ± 0,92

a 
0,094 0,038 

Ácido Ascórbico 23,49 ± 11,93 20,22 ± 8,45 20,25 ± 12,66 25,58 ± 18,18 0,356 0,785 

Ácido Gálico 
(mg/L) 

9,62 ± 3,02 8,39 ± 3,89 7,51 ± 2,66 11,24 ± 5,64 0,775 0,231 

Ácido 
Protocatecuico 
(mg/L) 

66,63 ± 13,29 74,61 ± 13,80 67,89 ± 16,87 59,44 ± 29,90 0,141 0,319 

Ácido 
Clorogênico 
(mg/L) 

45,92 ± 14,63 25,32 ± 27,47 21,30 ± 16,22 22,24 ± 2,56 0,609 0,111 

Ácido Caféico 
(mg/L) 

2,80 ± 0,77 6,12 ± 3,24 5,79 ± 3,02 5,26 ± 2,18 0,285 0,117 

Ácido Siríngico 
(mg/L) 

2,50 ± 0,49
b 

3,49 ± 3,24
b 

2,80 ± 2,09
b 

8,11 ± 4,60
a 

0,059 0,009 

Ácido p-cumárico 
(mg/L) 

5,80 ± 3,18 7,11 ± 4,18 6,14 ± 5,17 8,53 ± 1,83 0,347 0,706 

Ácido Ferúlico 
(mg/L) 

ND 0,38 ± 0,84 ND ND NA NA 

A
 Valores de probabilidade de homogeneidade de variância obtidos pelo teste de Brow-Forsythe; 

B
 

Valores de probabilidade obtidos por ANOVA univariada. Letras diferentes na mesma linha 
representam resultados estatisticamente diferentes para o teste de Fisher; IB= blend de Isabel e 
Bordô; IBC= blend de Isabel, Bordô e Concord; NA= não aplicável; ND= não detectado 
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Uma leve diferença nos valores de pH (p=0,056) foi observada para os sucos 

produzidos com diferentes variedades de uva (Tabela 3.3), onde a Isabel apresentou 

os maiores valores (pH 4,00±0,12). O mesmo não foi observado por Lima et al. 

(2014), onde foram encontradas diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) 

entre os sucos obtidos das uvas (Vitis labrusca L.) Isabel Precoce, BRS Cora, BRS 

Violeta, BRS Magna, mistura de Isabel Precoce e BRS Violeta, e mistura de Isabel 

Precoce e BRS Cora, cultivadas em Pernambuco, Brasil, para os atributos de pH, 

sólidos solúveis totais, acidez titulável, grau de maturidade das uvas, e intensidade 

de cor. 

 

3.2 Composição química e atividade antioxidante dos sucos 

 A diferenciação da composição química dos sucos produzidos com uvas 

cultivadas pelo sistema orgânico e convencional foi verificada pelos teores de ácido 

gálico (p=0,050), ácido siríngico (p=0,004) e ácido p-cumárico (0,013), sendo que os 

maiores valores desses atributos pertencem aos sucos convencionais, como 

mostrados na Tabela 3.1. Para a composição química, Toaldo et al. (2015) 

obtiveram diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre o suco orgânico, 

produzido com uvas Bordô, e o suco convencional, produzido com uvas Bordô e 

Isabel, para os conteúdos de fenólicos totais, antocianinas monoméricas totais, 

ácidos orgânicos (cítrico, málico e tartárico), e ácidos fenólicos (vanílico, 

protocatecuico, cafeico, ferúlico). Já Granato et al. (2015a) verificaram diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) somente para os conteúdos de ácido 

clorogênico e miricetina, entre os sucos orgânicos (n=46) e convencionais (n=19) 

brasileiros. Não houve diferença estatisticamente significativa (p0,256) na atividade 

antioxidante e capacidade redutora entre sucos orgânicos e convencionais (Figure 

3.1A), corroborando os resultados obtidos por Granato et al. (2015a,b) e se 

diferenciando dos obtidos por Dani et al. (2007) e Toaldo et al. (2015) que obtiveram 

diferenças estatisticamente significativas para a atividade antioxidante pelos ensaios 

de sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS), entre os sucos elaborados com uvas 

Bordô orgânicas e com uvas Bordô/Isabel convencionais. 

Na verdade, não há consenso sobre as diferenças nos marcadores químicos 

e atividade antioxidante de produtos à base de vegetais provenientes de sistemas de 

cultivo orgânico e convencional. Parece que as diferenças estão relacionadas às 

outras características, tais como a origem geográfica e botânica da planta. Em 
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alguns casos, para os produtos à base de plantas específicas e alguns dos seus 

compostos químicos, a distinção entre sistemas de cultivo é possível de ser 

detectado, quantificado, e marcadores quimiotaxonômicos podem ser propostos 

(Dani et al., 2007; Hallmann e Rembiałkowska, 2012; Vallverdú-Queralt et al., 2012). 

No entanto, as diferenças são insignificantes (ou abaixo do limite de detecção dos 

métodos de análise) para alguns cultivares e mesmo entre sistemas de culturas 

(Luthria et al., 2013; Tassoni, Tango e Ferri, 2013). 

 

Figura 3.1: Atividade Antioxidante e Capacidade Redutora dos sucos de uva em 

função do método de cultivo (A), região de cultivo (B) e variedade de uva (C). 
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Nota: FRAP, Poder antioxidante redutor do ferro; ABTS, atividade de seqüestro de radicais ABTS
+.

; 
PRCFH, Potencial redutor de compostos fenólicos hidrofílicos; O, Orgânico; C, Convencional; RS, Rio 
Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR, Paraná; B, Bordô; I, Isabel; IB; blend de Isabel e Bordô; IBC, 
blend de Isabel, Bordô e Concord. 
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maiores valores médios para os compostos bioativos analisados, bem como maior 

capacidade redutora do ferro (FRAP) e captura de radicais ABTS (Figure 3.1B) ao 

passo que não foram observadas diferenças entre os estados do Rio Grande do Sul 

e Santa Catarina. É notável que apesar dos valores médios do grau de 

polimerização dos taninos nos sucos produzidos em diferentes regiões serem não 

estatisticamente significativos (p=0,071), os produzidos no Paraná tiveram um valor 

de médio de 2 unidades, enquanto que os sucos produzidos no Rio Grande do Sul e 

Santa Catarina apresentaram três ou quatro unidades, e portanto, assim, um maior 

peso molecular. Este fato implica que o solo e outras condições ambientais 

altamente afetam o desenvolvimento de compostos fenólicos (isto é, taninos) com 

diferentes estruturas químicas. 

Em função da região de cultivo, Vilanova et al. (2015) verificaram diferenças 

nos níveis de flavanóis, antocianinas, flavonóis, ácidos fenólicos, e resveratrol nos 

mostos da uva Mencía (Vitis vinifera), cultivadas em diferentes localidades do 

noroeste da Espanha. Mphahlele et al. (2014) em seu estudo com sucos de romãs 

obtidas de três diferentes localidades da África do Sul, obtiveram diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) para antocianinas monoméricas totais, 

conteúdo de fenólicos totais, flavonóides totais e taninos totais. Granato et al. 

(2015a) obtiveram diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) nos sucos 

oriundos do Brasil (Vitis labrusca L.) e na Europa (Vitis sp), em relação aos 

conteúdos de fenólicos totais, flavonóides, antocianinas totais, ácido clorogênico, 

ácido p-cumárico, rutina, e quercetina. 

Alguns trabalhos claramente reportam que a composição química de sucos de 

uva é influenciada pela região em que a uva é produzida (Lima et al., 2014), 

enquanto outros autores atestam que a composição química e as propriedades 

funcionais de bebidas baseadas em uva não podem ser marcadores adequados 

para autenticar sua origem geográfica (Tassoni, Tango e Ferri, 2013). Como a 

pesquisa experimental tem mostrado resultados divergentes, nossos dados 

claramente indicam que o efeito da origem geográfica da uva é altamente 

significativa sobre a composição química e propriedades antioxidantes/redutoras de 

sucos de uva roxa. 

Da mesma forma que a origem geográfica, a variedade de uva afetou de 

forma significativa a composição química dos sucos de uva (Tabela 3.3). No geral, 

foram encontradas diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) nos sucos de 
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uvas Bordô (n=19), Isabel (n=6), mistura de Bordô e Isabel (n=18), e mistura de 

Bordô, Isabel e Concord (n=4) para a composição química, em relação aos valores 

de compostos fenólicos totais, flavonóides totais, o-difenóis, flavonóis, antocianinas 

monoméricas, taninos condensados hidrossolúveis, e teor de ácido siríngico. O grau 

de polimerização dos sucos de uva Bordô foram menores do que os encontrados 

para os sucos elaborados com a mistura de Bordo, Isabel e Concord. Os maiores 

valores médios de teor de compostos fenólicos totais, flavonoides, o-difenóis, e 

flavonóis foram verificados para os sucos elaborados a partir da uva Bordô e 

Isabel/Bordo, ao passo que sucos de uva Bordo apresentaram o maior teor de 

antocianinas monoméricas e taninos condensados hidrossolúveis em relação aos 

demais tipos de suco. Essa tendência também foi observada para a atividade 

antioxidante frente ao radical ABTS e para o poder antioxidante de redução do ferro 

(FRAP), ao passo que os sucos oriundos de uva Isabel apresentaram a menor 

atividade antioxidante (Figure 3.1C). Apesar de não ser estatisticamente significativo 

(p = 0,111), o teor de ácido clorogênico de sucos Isabel foram cerca de 200% maior 

do que nos outros sucos. Esses resultados corroboram com observações anteriores 

sobre o efeito da variedade de uva na composição química de sucos de uva roxa 

integrais (Lima et al., 2014; Silva et al., 2015). Os valores encontrados para os 

ácidos fenólicos, ainda que diferentes dos resultados encontrados por Toaldo et al. 

(2015), apresentam a mesma tendência. Os sucos elaborados com a uva Bordô 

apresentam valores maiores de ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido caféico e 

ácido p-cumárico do que os sucos elaborados com a mistura de uvas Bordô e Isabel. 

Igualmente para os valores dos ácidos fenólicos encontrados por Silva et al. (2015) 

para o suco de uva Isabel, os mesmos são bem diferentes dos encontrados no 

presente trabalho. O maior e menor valores encontrados por Silva et al. (2015) para 

a uva Isabel correspondem respectivamente ao ácido siríngico e ao ácido p-

cumárico, enquanto que no presente trabalho estes valores correspondem 

respectivamente ao ácido protocatecuico e ácido ferúlico.  

 

3.3 Análise multivariada do efeito da origem geográfica, variedade e sistema de 

cultivo na composição química e atividade antioxidante 

 Para verificar de forma simultânea a composição química e a funcionalidade 

in vitro dos sucos, e explicar os efeitos da origem, variedade e método de cultivo, foi 

utilizada a análise multivariada de componentes principais. As duas componentes 
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principais, compostas de 11 variáveis de resposta, explicaram 73.18% da 

variabilidade total dos sucos. Assim como mostra a Figura 3.2A, a partir da análise 

de componentes principais, não foi possível separar os sucos convencionais dos 

sucos orgânicos, entretanto, é possível observar os sucos orgânicos mais 

centralizados e alguns sucos convencionais distribuídos na região superior da 

projeção, onde estão os maiores valores dos ácidos gálico, siríngico e p-cumárico. 

 Para o efeito da região de cultivo (Figura 3.2B), observa-se que os sucos 

oriundos do Rio Grande do Sul apresentaram os menores valores de compostos 

fenólicos totais, flavonóides totais, o-difenóis, flavonóis, antocianinas monoméricas, 

taninos condensados, atividade antioxidante de redução do ferro (FRAP), e potencial 

redutor de compostos fenólicos hidrofílicos (PRCFH). O mesmo é observado para os 

sucos oriundos de Santa Catarina, com exceção de uma amostra, enquanto que os 

sucos de origem do Paraná apresentaram os maiores valores de compostos 

bioativos e potencial antioxidante/redutor. 

 Com relação à variedade de uva (Figura 3.2C), não foi possível diferenciar os 

sucos elaborados com as uvas Bordô e Bordô/Isabel. No entanto, os sucos 

elaborados com a uva Isabel se encontram distribuídos no lado esquerdo da 

projeção, onde estão os menores valores de compostos fenólicos totais, flavonóides 

totais, o-difenóis, flavonóis, antocianinas monoméricas, taninos condensados, 

atividade antioxidante de redução do ferro (FRAP), e potencial redutor de compostos 

fenólicos hidrofílicos (PRCFH), enquanto que os sucos de uva Bordô se encontram 

distribuídos no centro e lado direito da projeção, com maior potencial 

antioxidante/redutor e maior teor de compostos bioativos. 

 

Figura 3.2: Análise de componentes principais (PCA) para projeção dos sucos em 

função do método de cultivo (A), região produtora (B) e variedade de uva (C). 
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Nota: PRCFH, Potencial redutor de compostos fenólicos hidrofílicos; FRAP, Poder antioxidante de 
redução do ferro; O, Orgânico; C, Convencional; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR, 
Paraná; MG, Minas Gerais; SE, Sergipe; B, Bordô; I, Isabel; IB; blend de Isabel e Bordô; IBC, blend 
de Isabel, Bordô e Concord; IBCS, blend de Isabel, Bordô, Concord e Seibert; BT, blend de Bordô e 
Terci; IC, blend de Isabel e Concord; N, Niágara; NI, não identificado 

 

3.4 Correlação entre as capacidades antioxidantes químicas e biológica in vitro 

Sabe-se que métodos químicos para avaliação do potencial antioxidante 

apresentam críticas por não serem conduzidos em meio com pH fisiológico e não 

considerarem a composição química, temperatura de reação e envolverem espécies 

químicas não existentes no corpo humano. Assim, a inibição da peroxidação lipídica 

induzida por reações de Fenton (H2O2 + Fe2+
 Fe3+ OH- +OH-; Fe3+ + H2O2 → Fe2+ 

+ HOO• + H+) foi avaliada em um sistema biológico tamponado (pH 7,4), em que a 

reação de formação de radicais livres foi conduzida em T = 37 °C, simulando as 

condições fisiológicas de oxidação lipídica in vivo.  

Com a finalidade de associar as capacidades antioxidantes e redutoras 

medidas por métodos químicos in vitro, uma projeção multivariada dos sucos foi feita 

usando análise de componentes principais, e um total de 18 sucos foram 

selecionados e analisados na inibição da peroxidação induzida por Fe2+ nos lipídeos 
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de gema de ovo tamponada. Para este propósito, n = 8 sucos de uva foram 

classificados como alta atividade antioxidante (HAA), n = 5 como atividade 

antioxidante intermediária (IAA), e n = 8 como um grupo com baixa atividade 

antioxidante (LAA), como observado na Figura 3.3A. Quando os resultados (maiores 

e menores composições químicas e capacidades antioxidantes/redutoras) foram 

analisadas em conjunto, foi possível observar uma alta similaridade entre a atividade 

antioxidante medida por diferentes métodos in vitro e o ensaio que empregou a 

peroxidação lipídica em um sistema biológico (Figura 3.3B). De fato, a inibição da 

peroxidação lipídica foi significativamente correlacionada com o potencial redutor de 

compostos fenólicos hidrofílicos (r = 0,533; p = 0,013) e com a atividade de 

seqüestro de radicais livres a partir do radical ABTS (r = 0,505; p = 0,020). 

 

Figura 3.3: Análise de componentes principais (PCA) para escolha dos sucos a 

serem utilizados na análise de lipoperoxidação (A) e classificação dos dados de 

inibição da lipoperoxidação em função da composição química e atividade 

antioxidante in vitro (B) 
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Nota: FRAP, Poder antioxidante redutor do ferro; ABTS, atividade de seqüestro de radicais ABTS
+.

; 
PRCFH, Potencial redutor de compostos fenólicos hidrofílicos;O, Orgânico; C, Convencional; AA, 
Atividade antioxidante; HAA, Atividade antioxidante alta; IAA, Atividade antioxidante intermediária; 
LAA, Atividade antioxidante baixa. 

 

Estudos relacionando protocolos in vitro e in vivo não são conclusivos e não 

há consenso sobre o efeito antioxidante de produtos à base de frutas. Por exemplo, 

Stinco et al. (2015) tentaram avaliar uma possível relação entre a capacidade 

antioxidante in vitro de sucos de laranja, obtidos de seis variedades diferentes, com 

a resistência ao stress oxidativo induzido quimicamente em células de 

Saccharomyces cerevisiae. Os resultados obtidos não apresentaram uma correlação 

significativa entre as diferentes metodologias in vitro e in vivo. Por outro lado, 

Camargo et al. (2014) investigaram o perfil fenólico, capacidade antioxidante in vitro, 

inibição da oxidação de colesterol LDL e inibição do radical peroxila nos danos 

causados no DNA  de subprodutos das uvas BRS Cora, Isabel, Syrah, e Tempranillo 

produzidas no Brasil. Os resultados mostraram uma correlação alta e 

estatisticamente significativa entre todos os ensaios antioxidantes e os conteúdos de 

fenólicos totais (p<0,01), com exceção da oxidação induzida ao colesterol LDL 
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(p>0,05). Assim os autores sugerem que os compostos fenólicos podem 

desempenhar um papel importante na prevenção de doenças relacionadas à 

oxidação. 

Em relação aos sucos de uva, os estudos conduzidos por Camargo et al. 

(2014) e Toaldo et al. (2015) corroboram com os dados obtidos no presente estudo. 

Estes últimos autores citados obtiveram maiores decréscimos nos níveis de 

hidroperóxidos lipídicos e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico do sangue dos 

sujeitos que ingeriram sucos de uva Bordô orgânicos, em comparação com sujeitos 

que ingeriram sucos de uva Bordô/Isabel convencionais. Estes sucos de uva Bordô 

orgânica apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante in vitro, 

seguidos dos sucos elaborados com as uvas Bordô/Isabel convencionais. 

 

4. CONCLUSÕES 

 Usando diferentes técnicas estatísticas, foi possível confirmar que não foram 

observadas distinções entre os sucos de uva orgânicos e convencionais em relação 

às capacidades antioxidantes e redutoras, mas somente a partir da análise de 

ácidos fenólicos por HPLC. A origem geográfica e a variedade genotípica das uvas 

demonstraram um papel mais importante na distinção de sucos brasileiros de uva 

roxa de acordo com a atividade antioxidante (ABTS), capacidade redutora (FRAP) e 

alguns marcadores químicos. Foi possível também observar uma similaridade entre 

a atividade antioxidante medida por métodos químicos e o ensaio de atividade 

antioxidante analisado por método biológico para a matriz de suco de uva. Este 

estudo apresentou que as capacidades redutoras e antioxidantes medidas por 

sistema químico podem fornecer uma forte associação com a atividade antioxidante 

que ocorre em um sistema vivo. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir dos dados experimentais obtidos no presente trabalho, conclui-se 

que: 

 

 O ensaio de Azul da Prússia fornece uma estimativa mais fidedigna do 

conteúdo de compostos fenólicos totais em suco de uva, visto sua maior 

seletividade, comparado ao ensaio padrão de Folin-Ciocalteu; 

 O efeito do método de cultivo (orgânico e convencional) não foi 

estatísticamente significativo para que fosse feita distinção entre os sucos de 

uva estudados em função das análises físico-químicas, marcadores químicos 

e atividade antioxidante realizadas; 

 Os efeitos da origem geográfica e variedade de uva demonstraram forte 

influênciana na distinção dos sucos, onde os sucos produzidos no Paraná 

apresentaram maiores conteúdos de compostos bioativos e maior atividade 

antioxidante in vitro. Quanto à variedade da uva, os maiores conteúdos de 

compostos fenólicos e de atividade antioxidante foram obtidos para os sucos 

das uvas Bordô e mistura Bordô/Isabel; 

 A inibição da peroxidação lipídica simulou um ensaio empregando as mesmas 

condições de pH e temperatura do sangue humano. Foi verificado uma 

correlação significativa entre entre este ensaio e a atividade antioxidante por 

ensaios químicos. Portanto, a atividade antioxidante pode fornecer uma 

estimativa ou ideia da atividade antioxidante demostrada por uma matriz num 

sistema vivo. 
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APÊNDICE A - Cromatograma típico de uma amostra de 

suco de uva 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

                                   

N
o
ta

: A
 =

 á
c
id

o
 g

á
lic

o
; B

 =
 á

c
id

o
 p

ro
to

c
a
te

c
u
ic

o
; C

 =
 á

c
id

o
 c

lo
ro

g
ê
n
ic

o
; D

 =
 á

c
id

o
 c

a
fé

ic
o
; E

 =
 á

c
id

o
 s

irín
g

ic
o
; F

 =
 á

c
id

o
 p

-

c
u
m

á
ric

o
; G

 =
 á

c
id

o
 fe

rú
lic

o
 



96 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÊNDICE B – Dados de equação da curva e tempo de 

retenção dos ácidos fenólicos 
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ANEXO A – Artigo aceito para publicação 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 

 

 



 
 

 


