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RESUMO

Em todo o mundo, o consumo de sucos de uva roxa tem crescido, visto que varios
estudos apontam o0s potenciais beneficios & saude, aliados a uma alimentagéo
equilibrada e a pratica regular de exercicios fisicos. Esses potenciais beneficios
estao relacionados com os compostos bioativos presentes nesta fruta e em demais
vegetais, responsaveis pela inibicdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
formadas em processos oxidativos e inflamatérios no corpo humano. Nesse
contexto, pesquisadores tém testado e validado metodologias rapidas, baratas,
precisas e reprodutiveis, que possibilitem estimar o contelGdo de compostos
bioativos em bebidas e alimentos. Nesse cenario, 0s objetivos deste estudo foram
divididos em dois capitulos experimentais, dos quais o Capitulo Il objetivou testar e
validar uma metodologia espectrofotométrica mais seletiva que o Folin-Ciocalteu
para quantificar o teor de compostos fendlicos totais em suco de uva. Ja no Capitulo
[ll, objetivou-se caracterizar n=62 sucos de uvas roxas brasileiros de diferentes
origens geogréficas (RS, PR, e SC), agronbmicas (organicos e convencionais), e
genotipicas (Bordd, Isabel, e Concord) quanto as suas propriedades fisico-quimicas,
guimicas, e atividade antioxidante in vitro usando sistemas quimicos e biolégico. Os
resultados mostraram que o método do Azul da Prussia apresentou um baixo limite
de deteccdo (0,27 mg L™) e quantificacéo (0,92 mg L™), e uma alta associacéo (r =
0,923; p<0,0001) com o método padrdo de Folin-Ciocalteu para a matriz de suco de
uva, além de menor tempo de reacdo e alta seletividade comparado ao ensaio de
Folin-Ciocalteu. A origem geogréfica e a variedade de uva mostraram-se os fatores
mais importantes na distincdo dos sucos (p<0,05) para atividade antioxidante e
alguns marcadores quimicos. J4 para 0S sSucos organicos e convencionais, com
excecao para alguns acidos fendlicos determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, ndo foram encontradas distingdes estatisticamente significativas (p>0,05).
Um total de n=18 sucos de uva foram caracterizados por apresentarem alta,
intermediéria e baixa atividade antioxidante in vitro usando quatro metodologias
diferentes (Seqiiestro de radicais ABTS®*"; Poder antioxidante de reducéo do ferro -
FRAP; Poder redutor total; Potencial redutor dos compostos fendlicos hidrofilicos -
PRCFH) e foram sujeitados a analise de inibicdo da peroxidacao lipidica a 37 °C por
meio de um ensaio biolégico em meio tamponado em pH 7,4. A inibicdo da
peroxidacao lipidica dos sucos de uva apresentou uma correlagao 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 associacao
tanto por métodos quimico quanto em meio biolégico.

Palavras-chave: cultivo organico, peroxidacdao lipidica, capacidade redutora, andlise
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 Il 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 Il 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) and quantification limit (0.92 mg L™), 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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INTRODUCAO
O suco de uva é um produto consumido em todo o mundo, ndo sé pelo seu
aroma e sabor, mas também devido aos seus efeitos benéficos a saude quando
consumido regularmente. Comparados na sua composi¢do com a propria uva, 0S
sucos de uva sdo uma importante fonte de polifenéis e muitas pessoas estao se
conscientizando da importancia de seu consumo em sua dieta diaria. Nesse sentido,
sucos de uva comerciais ja mostraram efeito antioxidante sobre a lipoproteina de
baixa densidade (LDL) comparavel 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 polifendlicos presentes
em produtos a base de uva, incluindo suco e vinho, atuam como antioxidantes,
reduzindo assim os efeitos deletérios de espécies reativas no plasma e nos 6rgaos.
Assim, a medi¢cdo da atividade antioxidante usando diferentes sistemas de
avaliacdo (in vitro e ex vivo) de produtos de uva é uma abordagem importante e
complementar para a determinacdo das vias bioguimicas e também a identificacédo
de substancias quimicas que exercem tal atividade em modelos in vivo, obtendo
assim uma correlacao estatisticamente significativa entre estudos in vivo e in vitro.
Muitos trabalhos tem verificado que as quantidades de compostos fendlicos
nos sucos de uva sao extremamente dependentes dos tratamentos aos quais Sao
submetidos a uva e o mosto, como o uso de diferentes binbmios de tempo e
temperatura, aplicacdo de enzimas pectinoliticas (TOALDO et al., 2014; LAMBRI et
al., 2015; LIMA et al., 2015). E também do método de cultivo (organico, biodinamico
e convencional), regido produtora e variedade genotipica da uva (BURIN et al.,
2014; GRANATO; KOOT; VAN RUTH, 2014; CRUPI et al., 2015; SILVA et al., 2015).
A producdo orgéanica de alimentos € um sistema de gestdo de producao
ecoldgica baseada no uso minimo de insumos nao-agricolas e de praticas de gestéo
gue restauram, mantém e melhoraram a harmonia ecolégica. Um namero crescente
de agricultores estdo adotando este sistema de plantio a fim de reduzir os custos em
INSUMOS, conservar 0s recursos nao-renovaveis, e aumentar a renda agricola.
Levando em conta essa existéncia de estudos com produtos e subprodutos
de uvas produzidas em lugares distintos, porém a auséncia de trabalhos que
abordem a avaliagédo de sucos de uva de um mesmo pais, que ao mesmo tempo sédo
advindos de diferentes tipos de cultivo e de diferentes variedades de uva, suas

composi¢cdes quimicas 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 quantificacdo do teor

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

agronbmico na composicdo quimica e atividade antioxidante de sucos de uva

brasileiros

Objetivos especificos

e Examinar metodologias analiticas quanto as suas qualidades potenciais de

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

em:

>

Compostos fendlicos totais, flavonoides, orto-difendlicos, taninos
condensados, e antocianinas monomeéricas, além de acidez, pH e
solidos soluveis totais dos sucos de uva;

Acidos fenolicos individuais por cromatografia liquida de alta eficiéncia
Atividade antioxidante in vitro dos sucos de uva baseada em quatro
ensaios quimicos: Potencial redutor de compostos fendlicos
hidrofilicos, poder redutor, poder antioxidante de reducdo do ferro
(FRAP), sequestro de radicais livres pelo método ABTS;

Atividade antioxidante in vitro de inibicdo da peroxidacdo lipidica

usando um modelo biolégico;

e Avaliar o uso de métodos estatisticos multivariados destinados a discriminar

0s sucos de uva em funcdo do sistema de cultivo, origem e variedades de

uva,

e Correlacionar as composicfes quimicas com as atividades antioxidantes in

vitro dos métodos quimicos e biolégico usando métodos estatisticos

multivariados;
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Produtos organicos

Alimento organico é o termo dado aos alimentos produzidos sem o uso de
pesticidas no caso de produtos de origem vegetal e sem antibiéticos ou hormonios
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 quimicos, organismos geneticamente modificados,
irradiacédo, solventes industriais ou aditivos quimicos alimentares (PAUL; RANA,
2012).

A busca por alimentos isentos de agrotéxicos tem impulsionado a producao
de alimentos organicos. No mundo, o faturamento com produtos organicos foi em
torno de 64 bilhdes de dolares no ano de 2013, liderado pelos Estados Unidos (US$
35 bilhdes) e seguido pela Alemanha (US$ 7 bilhdes) e Canada (US$ 4,4 bilhdes). O
Brasil foi responsavel por aproximadamente 2 bilhdes de reais desse faturamento
mundial (ORGANICS BRASIL, 2014). Apesar dessa parcela infima, a producdo de
alimentos organicos no Brasil cresceu mais de 300% no periodo de 2003 a 2013
(WOLFANG, 2013) e atualmente o Brasil se encontra como a quarta maior area de
producdo de alimentos organicos da Ameérica Latina (FLORES, 2015) e a sexta
maior area de cultivo mundial de organicos (LERNOUD; WILLER, 2015).

Yin et al. (2010) a partir de um estudo sobre a intencdo de compra de
alimentos organicos com 432 questionarios distribuidos na China, verificaram que os
os principais empecilhos da aquisicdo de alimentos organicos. O principal destes
empecilhos é o alto preco de producdo e certificacdo, que sao repassados aos
consumidores. O segundo grande empecilho € a pequena credibilidade depositada
pelos consumidores nos 6rgaos de fiscalizacdo e supervisdo dos produtos, visto que
0 preco mais elevado e o aumento pela procura tendem a existéncia de produtos
fraudados (CAPUANO et al., 2013). E por fim, o terceiro empecilho estéa relacionado
com a divulgacdo deficiente da aquisicdo de alimentos organicos, visto seus

beneficios a salde 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 producdo de uvas organicas se

encontra entre as cinco culturas permanentes com maior area de cultivo no mundo
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(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/hibridas e aumento de 32% no
processamento de uvas viniferas. Ainda, de acordo com os dados da IBRAVIN, de
2004 a 2014 ocorreu uma diminui¢do na producéo de vinhos de uvas viniferas (10%)
e vinhos comuns (37%), e aumento na producdo de derivados da uva e do vinho
(170%).

Entre os derivados da uva, encontra-se a elaboragdo de suco, que acaba por
apresentar em sua composicdo todos os constituintes principais da propria uva,
como acucares, minerais, vitaminas e compostos bioativos, principalmente
compostos fendlicos (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). A uva € uma das frutas com
mais alto conteido de compostos fendlicos, sendo este um dos mais importantes
constituintes do suco de uva, responséaveis pela cor e adstringéncia (AL BITTAR et
al., 2013).

Segundo a Instrucdo Normativa 01/2000 do Ministério da Agricultura e
Pecuaria — MAPA (BRASIL, 2000), o suco de uva ¢é a bebida n&do fermentada e nao
diluida, obtida da parte comestivel da uva, a partir de processo tecnoldgico
adequado. Sua cor deve ser vinho, rosado ou translucido (branco) e deve ter sabor e
aroma proprios.

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

¢ Integral (concentracdo e composicao natural, limpido ou turvo e sem adicdo
de acucares);

e Concentrado (suco parcialmente desidratado, por meio de processo
tecnolégico adequado, apresentando concentragdo minima equivalente a 65
°Brix em sélidos soluveis naturais da fruta);

e Desidratado (produto sob a forma sélida, obtido pela desidratacdo do suco de
uva, cujo teor de umidade nao exceda 3%);

e Reprocessado ou reconstituido (produto obtido pela diluicgdo do suco
concentrado e/ou desidratado até a sua concentracdo natural);

¢ Adocado, quando adicionado de acucar.

A principio, o suco pode ser elaborado com uva de qualquer variedade,
americana ou europé€ia, desde que apresente maturacdo adequada; bom estado
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sanitério; adequada relacdo acUcar/acidez e aroma e sabor agradaveis 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 — sdo 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 ocasido do processamento de suco (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007). No Brasil, as uvas mais utilizadas na fabricacdo de sucos séo
as uvas americanas (Vitis labrusca) das variedades lIsabel, Bordd, Concord e
Nidgara Branca, principalmente devido a seus aromas e sabores uUnicos, corantes,
resisténcia a doencas e facil manejo agricola (SUCO DE UVA DO BRASIL, 2015).
Em geral, (Figura 1.1) o processo de obtencdo do suco de uva ocorre
primeiramente com a recepc¢éao das uvas na industria, onde elas sdo inspecionadas e
classificadas. Em seguida, as uvas seguem para a desengacadeira, onde 0 engaco
(parte lenhosa do cacho de uvas) é separado das uvas e ocorre uma leve
prensagem dos graos. A seguir as uvas sao levemente prensadas e seguem para a
maceragdo, com emprego de calor (~ 70 °C) e do composto enzimatico, a fim de
facilitar a extracdo dos componentes presentes nos graos e na casca da uva. Ao
final da maceracéo, isto é, apds aproximadamente 2 horas, o contetado sdlido &
separado do conteudo liquido e submetido a prensagem, para extrair 0 suco e
pigmentos restantes. Ap0s a prensagem, 0 suco € submetido a um periodo de
decantacéo a 85 °C para separacao dos solidos em suspensao e aguecimento final
gue antecede o engarrafamento. O suco passa entdo por uma peneira para evitar
obstrucdo dos bicos da enchedora e é engarrafado a 85 °C, ndo necessitando a
pasteurizacdo (POSTINGHER, 2015). Nesse processo, para se obter 1 litro de suco

sdo necessarios aproximadamente 1,3 kg de uvas.
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Figura 1.1: Fluxograma basico do processamento do suco de uva

Recepcao das
UVas Prensagem
Inspecdo e Aquecimento
classificacéo (85 °C)
Desengace e Decantacdo dos
leve prensagem solidos
Complexo Maceracgéo Engarrafamento
enzimatico (70 °C; ~ 2h) do suco

Fonte: Adaptado de Postingher (2015).

As quantidades de compostos fendlicos nos sucos de uva sdo extremamente
dependentes dos tratamentos aos quais sao submetidos a uva e 0 mosto, como o
uso de diferentes binbmios de tempo e temperatura, aplicagdo de enzimas
pectinoliticas (TOALDO et al., 2014; LAMBRI et al., 2015; LIMA et al., 2015), bem
como o método de cultivo (organico, biodinamico e convencional), regido produtora e
variedade genotipica 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 € um dos processos quimicos fundamentais para a
sobrevivéncia das células (ALVES et al., 2010). O efeito colateral dessa troca é a
producéo de radicais livres de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Os radicais
livres sdo produzidos naturalmente nas reagdes bioguimicas e fisioldgicas do corpo
humano, catalisados por metais como cobre e ferro, porém quando produzidos em
excesso, ocasionam a oxidacdo de células, doencas 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 acumulo de danos a
proteinas e outras células devido o ataque de radicais livres das mitocondrias
(BIESALSKI, 2002). Os radicais livres estdo ligados a processos fisiopatoldgicos
como envelhecimento, cancer, aterosclerose e inflamacgoes, visto que podem atacar
e danificar qualquer molécula do organismo (YOO; SALIBA; PRENZLER, 2010).
Segundo Biesalski (2002), as mitocondrias produzem a maioria dos radicais livres
em células vivas e os principais alvos deles sdo as membranas das células e o DNA.
Estudos evidenciam que danos oxidativos do DNA das células sdo as causas de
doencas como insuficiéncia cronica renal, hipertensdo e infarto do miocardio, além
de cancer (AGUIAR Jr. et al.,, 2011). Ainda relacionada a peroxidacao lipidica, a
oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade, conhecidas também como colesterol
LDL, se deve ao fato destas apresentarem em sua estrutura elevada concentracéo
de acidos graxos polinsaturados (FRANKEL et al., 1998).

As formas mais conhecidas de espécies reativas de oxigénio (ERO)
compreendem radicais de oxigénio, tais como anion radical superéxido (O* ),
radical hidroxila (OH®), radical alcoxil (RO®), radical peroxil (RO,*), e agentes
oxidantes nao-radicais, tais como peréxido de hidrogénio (H,O;), acido hiplocloroso
(HOCI), oxigénio singleto (*O,) e 0zdnio (Os). J& as espécies reativas de nitrogénio
(ERN) compreendem os radicais nitroxil (NO®; NO,*®) e peroxinitrito (ONOQO") (Craft et
al., 2013).

Essas espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo controladas no corpo
humano por mdultiplos sistemas de defesa, que incluem as enzimas antioxidantes
endogenas (catalase, glutationa-redutase, glutationa-peroxidase, superoxido
dismutase), fatores enddégenos (glutationa, co-enzima Q), sistemas de sequestro de
ions metalicos e substancias antioxidantes (vitamina E, vitamina C, carotendides)
(Craft et al., 2013).

Os compostos fendlicos, os quais agem como antioxidantes naturais e
encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, apresentam em sua
estrutura pelo menos um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxila
(IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Essa estrutura permite que estes compostos atuem
como agentes redutores, interrompendo assim rea¢des de oxidag&do, por meio da
doacéao de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, ou ainda complexando-se com

metais iniciadores de oxidacdes (MELO et al., 2008), além de desempenharem o
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papel de linha de defesa contra patdogenos e oxidagcdo nos vegetais (CATANEO et
al., 2008). As principais fontes de compostos fendlicos sédo as frutas vermelhas e as
frutas citricas, como uva, mirtilo, cereja, lim&o e maca.

Existem em torno de 8000 variantes estruturais dos compostos fendlicos,
sendo possivel classifica-los de acordo com o nimero de anéis e elementos ligados
a estrutura. Os principais grupos de polifendis sdo os flavonoides, os &cidos
fendlicos, os taninos (hidrolisaveis ou condensados) e os estilbenos (IGNAT; VOLF;
POPA, 2011). Os acidos fendlicos sédo os compostos mais simples, formados por um
anel benzénico e seus substituintes, e podem ser divididos em &cidos
hidroxibenzoicos (Figura 1.2). Estes compostos apresentam sete atomos de carbono
em sua estrutura, sendo que varias espécies destes ocorrem nas uvas, COmo 0S
para-hidroxibenzéicos, protocatequico, vanilico, galico e siringico. E os acidos
hidroxicinamicos (Figura 1.3), que apresentam nove atomos de carbono em sua

estrutura, como os acidos caféico, ferralico, para-cumarico e sinapico.

Figura 1.2: Estruturas quimicas de alguns acidos hidroxibenzoéicos

OH

R1=0OH
Acido protocatéquico ou acido 3,4-diidroxibenzéico {R2=0H
R3=H
) R1=0OH
Acido galico ou &cido 3,4,5-triidroxibenzéico {R2=0H
R3=0OH
) R1=0CH;
Acido vanilico ou acido 4-hidroxi-3-metoxibenzéico{ R2=0H
R3=H
Rl:OCH3
Acido siringico ou &cido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico{ R2=0OH
R3=0OCHj
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Destes acidos, os acidos hidroxicinamicos sdo antioxidantes mais ativos do
gue os acidos hidroxibenzoicos, devido a dupla ligacdo que estes apresentam a

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

Figura 1.3: Estruturas quimicas de alguns acidos hidroxicindmicos

OH
R3 ~
0
R2
R1
) R1=0OH
Acido caféico ou 4cido 3-(3,4-diidroxifenil)-2-propendico {R2=0H
R3=H
] R1=0OCHj
Acido ferrdlico ou &cido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenéico { R2=0H
R3=H
) R1=H
Acido p-cumarico ou acido 3-(4-hidroxifenil)-2-propendico {R2=0H
R3=H
R1=0CHj,
Acido sinapico ou acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propendico [ R2=0OH
R3=0CHj,

Os flavondides (Figura 1.4) constituem o maior grupo de polifendis, sendo
responséaveis pela coloracao de flores, frutos e também algas. Sdo formadas por um
arranjo de quinze atomos de carbono, com dois anéis arométicos (Figura 1.4 — anéis
A e B) ligados por uma cadeia de até trés carbonos, que formam um anel
heterociclico (Figura 1.4 — anel C). Estes compostos sdo gerados como metabdlitos
secundarios 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 acido cindmico e seus
derivados. A via do acetato origina um tricetidio com seis atomos de carbono. A
condensacdo de um derivado do &cido cinamico com o tricetideo gera uma
chalcona, com 15 &tomos de carbono, precursor dos flavonoides. Varia¢gdes no anel
heterociclico resultam nos principais sub-grupos dos flavonoides, ou seja, flavonais,
flavonas, flavanonas, flavandis, isoflavonas e antocianidinas. Substituicdes nos anéis
A e B dao origem a diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides
(IGNAT; VOLF; POPA, 2011).
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Figura 1.4: Estruturas quimicas genéricas de algumas classes de flavonoides

(I (L]

0 chalcona O flavona

D (2]
OH
O flavonol O

OH

flavan-3-ol antocianidina

o)
\\Oi’ O

Os flavondis sdo comumente encontrados em frutas e legumes e agem como
co-pigmentos das antocianinas nas uvas, e seu conteudo varia em funcao de fatores
ambientais como cultivo, clima e armazenamento (GONZALES-NEVES et al., 2011;
IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Estes compostos sao caracterizados pela ligagao
dupla entre os carbonos 2 e 3, além de um grupamento hidroxila no carbono 3. Os
principais flavondis das uvas séo a quercetina, a rutina e o kampferol. As flavonas
sdo caracterizadas pela ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3, e auséncia do
grupamento hidroxila no carbono 3. Na uva estao presentes sob a forma de luteolina
e genisteina. As flavanonas séo caracterizados pelos trés carbonos saturados e um
atomo de oxigénio no carbono 4 do anel heterociclico e geralmente apresentam um
dissacarideo no carbono 7. S&o encontradas em altas concentracbes em frutas
citricas, no tomate e em plantas aromaticas como hortela (SANT’ANNA, 2013).

Os flavandis sao 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, sdo encontrados principalmente em madeira e casca de

arvores, e raramente em frutas (SANT'ANNA, 2013). Na uva, estdo presentes na
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pelicula e sementes (GONZALES-NEVES et al.,, 2011). As isoflavonas possuem
semelhancas estruturais com o0s estrogénios, isto €, grupamentos hidroxila nos
carbonos 4 e 7. Eles séo fitoquimicos encontrados em muitas plantas e seus
derivados (extratos, sucos). Potenciais efeitos importantes a saude sao atribuidos a
eles na prevencédo de doencas como aterosclerose ou cancer (IGNAT; VOLF; POPA,
2011).

As antocianidinas (Figura 1.5) sdo substancias derivadas do cation flavilium,
gue consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e
condensados por um oxigénio. Elas sdo os pigmentos responsaveis pela coloracao
das uvas tintas e se localizam nas peliculas, com excecdo de algumas variedades,
onde também s&o encontradas na polpa (GONZALES-NEVES et al., 2011). Nas
uvas, cinco antocianidinas estdo presentes: cianidina, peonidina, delfidina,
pelargonidina e malvidina. Na natureza sdo encontradas geralmente na forma
glicosilada (ligado a um acucar), sendo conhecidas como antocianinas (IGNAT;
VOLF; POPA, 2011; SANT'ANNA, 2013).

Figura 1.5: Estrutura quimica de algumas antocianidinas

o)
HO 0 O
O N R1
= 0OH

OH

R1=0OH
Cianidina ou 2-(3,4-diidroxifenil)-3,5,7-triidroxi-1-benzopirilium {R2=OH
R3=H

R1=0OH
R2=0OH
R3=0OH

Delfinidina ou 3,5,7-triidroxi-2-(3,4,5-triidroxifenil)-1-benzopirilium

R1=H
Pelargonina ou 3,5,7-triidroxi-2-(4-hidroxifenil)-1-benzopirilium {RZ:OH
R3=H

R1=H
R2=OH
R3=0CHj

Peonidina ou 3,5,7-triidroxi-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-benzopirilium
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As antocianinas apresentam variagao na cor dependente do pH do meio onde
se encontram, bem como sdo degradadas, perdendo a coloracdo, a altas
temperaturas e quando expostas a luz (FALCAO et al., 2007).

Os taninos, Figura 1.6, constituem o terceiro grupo importante de compostos
fendlicos. Podem ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e condensados. As
proantocianidinas (taninos condensados) sdo flavondides poliméricos. Apesar de
serem compreendidas as vias de sintese dos flavondides, as etapas que levam a
condensacdao e polimerizacdo ndo o sdo. Os taninos condensados mais amplamente
estudados sdo baseados nos flavan-3-6is; (-)-epicatequina e (+)-catequina. Ja os
taninos hidrolisaveis sdo derivados de acido galico, o qual é esterificado de uma
base poliol e os grupos galoil podem ser esterificados ou oxidadativamente formar
ligacbes cruzadas para produzir taninos hidrolisaveis mais complexos. Os taninos
tém diversos efeitos sobre os sistemas bioldgicos, uma vez que sao quelantes de
ions metalicos, precipitantes de proteinas e antioxidantes. (IGNAT; VOLF; POPA,
2011)

Os estilbenos, Figura 1.7, sdo encontrados exclusivamente na pelicula da uva
e estdo vinculados as defesas naturais da videira. Os estilbenos mais conhecidos
s&o o resveratrol e seus derivados (GONZALES-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 concentracdo decresce com o amadurecimento da fruta
(SANT’ANNA, 2013).
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Figura 1.6: Estrutura quimica de alguns taninos

OH
HO OH

Pentagaloilglicose ou 1,2,3,4,6-O-
pentagaloilglicose

OH

(tanino hidrolisavel)
OH

R1=0OH

Procianidina B1 { R2=H

R1=H

Procianidina B2 {RZ—OH

(taninos condensados)

Figura 1.7: Estrutura quimica de um estilbeno

OH

HO .

OH

Resveratrol ou trans-3,5,4 -triidroxiestilbeno
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Frankel et al. (1998) verificaram que os compostos fendlicos dos sucos de uva
se mostraram potentes inibidores da oxidac&o das lipoproteinas de baixa densidade
em um ensaio in vitro catalisada por cobre. Um estudo parecido foi conduzido por
Toaldo et al. (2015), que verificaram uma relagéo diretamente proporcional entre a
capacidade antioxidante medida em ensaios in vitro e a inibicdo da peroxidacéo
lipidica do sangue de individuos que ingeriram sucos de uva organicos e
convencionais. Aguiar Jr. et al. (2011) investigaram os efeitos da administracdo de
suco de uva concentrado sobre a capacidade de protecédo das células do figado e
sangue de ratos com colesterol induzido. Os resultados mostraram que a
administracdo do suco reduziu as lesdes oxidativas induzidas ao DNA das células do
sangue dos ratos.

Aguiar Jr. et al. (2011) concluiram que os chas fornecem potenciais
prevencdes a inflamacdes, visto que os conteldos de compostos bioativos podem
eliminar o excesso de radicais livres e estimular a regeneracéo de células e tecidos
danificados. Camargo et al. (2014) investigaram o perfil fendlico de subprodutos das
uvas BRS Cora, Isabel, Syrah, e Tempranillo, gerados pelas industrias de sucos e de
vinho, obtidas de Pernambuco e Bahia, respectivamente. Esses subprodutos foram
avaliados por analises de capacidade antioxidante in vitro, inibicdo da oxidagdo de
colesterol LDL e inibicdo do radical peroxila nos danos causados no DNA. Os
resultados mostraram uma correlacao alta e estatisticamente significativa entre todos
0s ensaios antioxidantes e os conteldos de compostos fendlicos totais, sugerindo
gue os compostos fendlicos podem desempenhar um papel importante na

prevencédo de doencas relacionadas a oxidacao.

1.4 Metodologias para determinacdo da composicdo quimica e atividade
antioxidante

O conteudo total de compostos fendlicos é amplamente determinado pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999), onde o complexo metalico formado pela reacdo de tungsténio e
molibdénio com os compostos fendlicos € monitorada em A = 725 nm, apdés uma
hora de reacdo em um meio com pH basico. Destes metais presentes no reagente
de Folin-Ciocalteu, o molibdénio € mais facilmente reduzido do que o tungsténio. Isto
sugere que a maior transferéncia de elétrons ocorre entre o agente redutor e o

molibdénio, que passa do estado de oxidacdo +6, com cor amarela, para o estado
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de oxidacdo +5, com cor azul (Figura 1.8). A amostra € substituida por agua

ultrapura como branco da analise.

Figura 1.8: Reacao de elétron transferéncia entre o molibdénio, metal presente no

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

NayCO3 .
Fenol —— Anion Fenolato + e

Mo™ + e — Mo™
Fonte: Adapatado de Sanchez-Rangel et al. (2013).

O teor de flavondides totais € determinado utilizando o método colorimétrico
descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), empregando cloreto de
aluminio como agente quelante. A complexacdo do aluminio com os flavondides é
monitorado em A = 510 nm em meio com pH basico (Figura 1.9). A linha de base do
equipamento é realizada com todos o0s reagentes, nas propor¢cdes da analise, onde

a amostra é substituida por 4gua ultrapura.

Figura 1.9: Complexacédo do aluminio com um flavonoide, no caso com a luteolina

cCi
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|
OH O SN
Al
o
cl

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

A concentracdo de o-difendis € determinado pelo método espectrofotométrico

em gue os compostos fendlicos na posicdo orto reagem com molibdato de sodio
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(DURAN et al., 1991), sendo o produto final da reagdo monitorado em A = 370 nm
apos 25 min de reacao (Figura 1.10). A linha de base do equipamento é realizada
com todos os reagentes, nas proporcdes da andlise, onde a amostra é substituida

por 4gua ultrapura.

Figura 1.10: Complexacao entre o molibdato de sodio e acido caféico, um o-difenol,

em meio aquoso

D' )
HD 0

OH
Df“M“‘HGH

OH Q
I"luli
HO tooAy o —
\
0

O contetado estimado de flavonois totais € determinado pelo método
colorimétrico proposto por Yermakov, Arasimov e Yarosh (1987). O produto da
complexacdo com cloreto de aluminio hexahidratado e acetato de sédio é
monitorado em A = 440 nm apods 2,5 horas de incubacdo. A linha de base do
equipamento é realizada com todos 0s reagentes, nas propor¢cdes da andlise, onde
a amostra é substituida por agua ultrapura.

O teor de antocianinas monoméricas totais é determinado pelo método do pH
diferencial (LEE; DURST; WROLSTADT, 2005) empregando solucdes padronizadas
de cloreto de potassio a 0,025 mol L™ (pH = 1,0) e acetato de sédio a 0,40 mol L™
(pH = 4,5), devido a troca estrutural que sofrem as antocianinas nesses diferentes
pHs, onde em pH 1,0 a estrutura apresenta maxima coloragcédo e em pH 4,5 é incolor.
As absorbéancias das amostras nos diferentes pHs sdo medidos em A =520 nm e A =
700 nm utilizando um espectrofotdmetro e cubeta com 1 cm de caminho Optico
(Figura 1.11). A linha de base do equipamento é realizada somente com as solugfes
padronizadas de cloreto de potassio a 0,025 mol L™ (pH = 1,0) e acetato de sddio a
0,40 mol L™ (pH = 4,5).
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Figura 1.11: Formas estruturais predominantes de antocianinas em diferentes pHs:

0 mecanismo do método pH diferencial.
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Fonte: Adaptado de Lee, Durst e Wrolstadt (2005).

O conteudo de taninos condensados hidrossoluveis (flavandis) é determinado
pelo método colorimétrico descrito por Horszwald e Wilfried (2011), onde a vanilina,
em meio acido (H,SO,4), complexa com o anel meta-difendlico dos taninos. Essa
reacdo € monitorada em A = 500 nm (Figura 1.12). A linha de base do equipamento
€ realizada com todos os reagentes, nas propor¢cdes da analise, onde a amostra é

substituida por agua ultrapura.
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Figura 1.12: Reacgdo da vanilina com um tanino condensado em meio &cido para

formar um complexo com coloracéo 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-acido sulfénico) (ABTS),
gue pode ser gerado a partir de uma reacdo quimica (utilizando persulfato de
potassio), eletroquimica ou enzimética (RE et al., 1999). Com essa metodologia,
pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica,
dependendo do solvente utilizado para as amostras. O radical ABTS" apresenta
coloracdo verde-escura e em contato com um antioxidante, ha diminuicdo da
coloracao, proporcional a atividade antioxidante da matriz analisada (Figura 1.13). A
linha de base do equipamento é realizada com todos 0s reagentes, nas proporcdes
da analise, onde a amostra é substituida por etanol.

Figura 1.13: Estabilizacio do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formagéo

pelo persulfato de potassio.
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Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007).
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O método FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro) é um método de
transferéncia de elétrons baseado na capacidade de reducéo do ferro (lll) a ferro (ll)
por um extrato ou substancia isolada. Em meio acido (pH 3,6), o complexo férrico
tripiridiltriazina é reduzido ao ferroso, mudando sua coloracdo para azul na presenca
de um antioxidante. A mudanca de absorcdo pode ser acompanhada
espectrofotometricamente em A = 593 nm e a intensidade de coloracao azul formada
€ linearmente correlacionada com o contelldo 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 propor¢gdes da analise, onde

a amostra é substituida por agua ultrapura.

Figura 1.14: Representacao da reacdo do FRAP que mostra a reducéo do complexo
férrico-tripiridiltriazina (Fe(lll)-TPTZ) em complexo ferroso (Fe(ll)-TPTZ) em meio

acido

antioxidante
—_—
-Ba

amarelado azul-escuro

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

O potencial redutor dos compostos fendlicos hidrofilicos dos sucos é estimado
utilizando o método do Azul da Prussia (PRICE; BUTLER, 1977). Esse método
emprega o ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) e cloreto férrico hexahidratado
(FeCl3.6H,0) como agentes complexantes dos compostos fendlicos em meio 4cido
(Figura 1.15). A linha de base do equipamento é realizada com todos os reagentes,

nas proporcdes da analise, onde a amostra € substituida por agua ultrapura.
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Figura 1.15: Reacdo de reducédo do Fe*" e sua complexacdo com o ferricianeto para

formar o complexo metalico hexacianoferrato(ll) de ferro(lll)
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O poder redutor total dos compostos hidrofilicos e lipofilicos das amostras é
avaliado em meio basico utilizando o método de Folin-Ciocalteu modificado por
Berker et al. (2013), onde o reagente de Folin-Ciocalteu, diluido em isobutanol,
complexa com compostos redutores hidrofilicos e lipofilicos e o produto é monitorado
em A = 665 nm. A linha de base do equipamento é realizada com todos o0s
reagentes, nas propor¢coes da analise, onde a amostra € substituida por acetona.

A inibicéo da peroxidacao lipidica (DAKAR et al., 2008) é baseado na reagéo
entre o &cido tiobarbitarico (TBA) e carbonilas produzidas na peroxidacdo induzida
por Fe?* em gema de ovo tamponada em pH 7,4 & temperatura de 37 °C. Esse
sistema bioldgico simula o organismo humano, ou seja, simula a peroxidacdo de
acidos graxos insaturados a mesma temperatura e pH do sangue humano, numa
reacdo de 45 min. Os produtos da peroxidagdo lipidica sdo monitorados em
espectrofotdbmetro em A = 532 nm, visto que o composto que costuma ser atribuido
como produto primario da oxidacdo lipidica e que reage com o TBA é o
malondialdeido (MDA). O malondialdeido € um dos produtos secundéarios da
oxidacao lipidica, que surgem da decomposicdo de hidroperoxidos por reacdes de -
clivagem e/ou pela presenca de pro-oxidantes como metais (MCCLEMENTS e
DECKER, 2010) (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Reacao de peroxidacao lipidica induzida por ferro(ll), cujos produtos

reagem com o acido tiobarbiturico
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COMPARACAO ENTRE OS ENSAIOS DE FOLIN-CIOCALTEU E AZUL DA
PRUSSIA PARA ESTIMAR O CONTEUDO FENOLICO TOTAL DE SUCOS E
CHAS USANDO MICROPLACAS DE 96 POCOS

RESUMO: O ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu (FC) é o ensaio mais
amplamente utilizado para estimar o conteudo de fendlicos totais em alimentos,
bebidas, ervas e outros extratos de plantas, mas muitos compostos quimicos podem
agir como agentes interferentes, gerando uma estimacdo imprecisa da real
concentragcdo de compostos fendlicos na matriz. Baseada nesta limitacdo, o objetivo
deste estudo foi comparar quantitativamente, os ensaios de Folin-Ciocalteu (FC) e
Azul da Prussia (PB) na estimativa do conteudo de fendlicos totais em sucos de uva
roxa (n=20; Vitis labrusca L.) e chas (n=25) de diferentes origens botanicas, usando
microplacas de 96 poc¢os. O ensaio de PB apresentou um baixo limite de deteccéo
(PB = 0,27 mg/L; FC = 0,25 mg/L) e quantificacdo (PB = 0,92 mg/L; FC = 0,82 mg/L),
confirmando seu potencial no rastreamento do conteddo de fendlicos totais em
sucos de uva e chas. Os ensaios de FC e PB apresentaram uma alta associacao
(p<0,0001) para chéas (r = 0,887) e sucos de uva (r = 0,923). As vantagens do ensaio
de PB sobre FC sao a simplicidade, baixo tempo de reacdo (15 min de reagao
guando comparado a 60 min do ensaio de FC), baixo uso de reagentes (as solucdes
sédo preparadas em base mM) e alta seletividade. Adicionalmente, o ensaio de PB
provou ser reprodutivel e repetivel e, portanto, pode ser usado como uma alternativa

ao ensaio de FC.

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

Vitis labrusca; Camellia sinensis.

1 INTRODUCAO

Estudos cientificos tém mostrado que existe grande interesse em compostos
bioativos em alimentos e bebidas consumidas mundialmente devido ao fato que
estudos experimentais tém indicado que existe uma associacdo inversa entre o
consumo e o desenvolvimento de doencas cronicas ndo-transmissiveis, tais como
aterosclerose (Milella et al., 2012), alguns tipos de cancer (Gonzalez-Sarrias et al.,
2012), diabetes (Sreerama et al., 2012), hiperlipidemia, incluindo hipercolesterolemia

(Sreelatha et al., 2012) e inflamagdes cronicas devido a desordens metabdlicas (Li et
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al.,, 2014). Dentre estas substancias bioativas, flavondides, estilbenos e acidos
fendlicos sdo os mais notaveis e algumas das classes de compostos bioativos mais
presentes em alimentos e bebidas (Brewer, 2011; Liu, 2013).

Pesquisas tém focado em ndo somente testar os efeitos benéficos dos
compostos fendlicos a saude em protocolos in vitro e in vivo, mas também na
avaliacdo de métodos analiticos para estimar o conteudo fendlico total em bebidas e
alimentos, tais como chas, frutas e derivados, ervas e plantas medicinais. Para este
proposito, alguns métodos tem sido desenvolvidos, testados e validados:
determinacao individual de compostos fendlicos usando cromatografia liquido de alta
eficiéncia (HPLC) (Granato et al., 2011b); HPLC acoplado com espectrometro de
massa (Slatnar et al., 2014); cromatografia a gas (Wang e Zuo, 2011); HPLC em
arranjo com espectrometro de massa e espectrometro de massa de alta resolucao
(Alakolanga et al., 2014); biossensores (Portaccio et al., 2006); ensaios
espectrofotométricos que empregam cromoforos especificos, tais como o reagente
de Folin-Ciocalteu e sais inorganicos especificos que reagem com compostos
fendlicos solugbes aquosas, tais como hexacianoferrato de potassio (lll) e sal de
diazbénico de Azul Rapido (Gonzalez et al., 2003; Lester et al., 2012; Zielinski et al.,
2014). Analises de cromatografia e biossensores sdo um pouco caras, demoradas,
necessitam a preparacao da amostras, e o0 uso de solventes na fase movel do HPLC
pode representar uma limitacdo para alguns laboratérios. Assim, 0 uso de ensaios
espectrofotométricos para estimar o contetdo fendlico total de vegetais e extratos de
alimentos é vantajoso e leva menos tempo para ser realizado no laboratério rotineiro.
Uma importante observacao deve ser feita aqui: técnicas cromatogréficas (acopladas
a diferentes detectores) sdo capazes de executar a separacdo e identificacao
individual de cada composto fendlico na amostra. No mesmo sentido, ensaios
colorimétricos sdo uma abordagem muito Util para fins de deteccdo e quantificacéo
geral (apresentadas como “conteudo fendlico total”). Assim, os resultados obtidos
por métodos colorimétricos e cromatograficos sao diferentes (algumas vezes
complementares) e pros e contras devem ser considerados quando 0os compostos
fendlicos necessitam ser estudadas em detalhes.

Dentre agueles métodos mencionados acima, o ensaio mais tradicional e
usado que tem sido aplicado para uma grande variedade de matrizes € o que
emprega o reagente de fenol de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965). Neste

método, molibdénio e tungsténio estdo no estado de oxidacdo 6+, mas em presenca
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de certos agentes redutores, tais como os compostos fendlicos, em um meio
alcalino, forma um complexo azul [(PMoW1,04)*]. A intensidade da cor no meio
reacional é linearmente proporcional ao nivel de substancias redutoras, tais como
polifendis, didxido de enxofre, acidos organicos (incluindo 4cido ascorbico), acucares
(frutose e sacarose), e alguns aminoacidos presentes na amostra. A absor¢éo deste
complexo metdlico reside entre 620 e 760 nm, com um maximo em A = 725 nm
(Sousa et al., 2007). De fato, o0 método espectrofotométrico usando o reagente de
fenol de Folin-Ciocalteu € uma estimativa do conteddo de compostos fendlicos
presentes na matriz. Contudo, como o ensaio de Folin-Ciocalteu é baseado na
transferéncia de elétrons e medida da capacidade redutora do extrato, os quais tém
sido geralmente expressos como ‘conteudo fendlico’, seria mais adequado ser
chamado ensaio da capacidade de redutores hidrofilicos levando em consideracéo
os interferentes quimicos que agem como redutores, presentes em quase todos
alimentos, bebidas e preparados herbais, tais como tiols, aminoacidos, proteinas,
algumas vitaminas e ions inorganicos (Everette et al., 2010; Prior et al., 2005; Chen
et al., 2015). Apesar dos evidentes inconvenientes deste método em avaliar o real
(exato) conteudo de fendlicos totais dos extratos, muitos pesquisadores o tem usado
nao somente em muitas matrizes alimentares, tais como ervas, frutas, cervejas, mas
também em fluidos bioldgicos, tais como urina (Medina-Remon et al., 2009; Granato
et al., 2011a; Mrahi et al., 2013; Campos et al., 2015). Independentemente disto,
estudos tém mostrado que o método de Folin-Ciocalteu ndo é a melhor abordagem
analitica (baixa especificidade) para determinar o contetdo fendlico (Everette et al.,
2010). Por esse motivo, métodos espectrofotométricos alternativos devem ser
investigados e validados ou devem ser realizadas modificacbes 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 € um método que envolve uma reacdo de complexacao
metalica, em meio acido, o ensaio de Azul da Prussia. Ele se baseia na reducédo do
Fe®" para Fe?" pela formacado do hexacianoferrato(ll) de ferro(lll), também conhecido
como Azul da Prussia, Fes[Fe(CN)g]s. O complexo metalico de Azul da Prussia ndo é
tdo sollvel em meio aquoso, entdo a leitura da absorbancia em A = 725 nm deve ser
realizada dentro de 20 min apds 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 conteudo fendlico 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 €,
concentracédo dos reagentes) foi realizada por Pueyo e Calvo (2009), na qual uma
menor quantidade de solventes é utilizada (até 300 uL, em comparacédo com 3-4 mL)
e leituras da absorbéancia de um grande numero de amostras foi feita
simultaneamente usando microplacas de 96 pocos. Este método otimizado e
melhorado tem mostrado apresentar baixos limites de detecgéo e quantificagéo (< 1
ug/mL) e um coeficiente de variagcdo intra-diario abaixo de 5%, indicando
adequacao, repetibilidade e reprodutibilidade para analisar o conteudo fendlico total
em ervas. Além disso, a reducdo do uso de solvente, simplicidade e exatiddo sao
algumas das caracteristicas positivas mais importantes do método.

Baseado no fato que muitos pesquisadores aplicam métodos colorimétricos
para determinar o conteudo fendlico total em alimentos, ervas, suplementos
nutricionais, e bebidas e levando em consideracdo que a exatiddo, simplicidade,
baixo custo, rapidez, e reprodutibilidade analitica do método sao altamente
necessarias e desejadas em andlises rotineiras, o objetivo deste estudo foi de
comparar, quantitativamente, os ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prassia na
estimativa do conteudo fendlico total em sucos de uva e chas de diferentes origens

boténicas, usando microvolumes em placas de 96 pogos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Acido 3,4,5-trihidréxibenzoico monoidratado (acido gélico, grau HPLC, 99%
de pureza, Sigma-Aldrich, EUA) foi usado como controle positivo dos experimentos
(curva analitica). Cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H,O; Merck, Alemanha),
acido cloridrico, reagente de Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich, EUA), metabissulfito
de sédio, glicose e acido ascorbico (Vetec, Brasil), e hexacianoferrato(lll) de potassio
- K3[Fe(CN)g] (Merck, Alemanha) foram de grau analitico. Agua ultrapura foi usada

nos experimentos.

2.2 Amostras e preparacao dos extratos
Um total de 20 sucos de uva roxa (variedades Bordd e Isabel, Vitis labrusca

L.), sendo 10 convencionais e 10 organicos, produzidos no Rio Grande do Sul,
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Brasil, 21 chas de Camellia sinensis var. sinensis (6 verdes, 5 brancos, 4 vermelhos,
4 pretos e 2 amarelos), e 4 extratos de erva-mate tostada (llex paraguariensis A St.-
Hil.) foram usados para comparar o método de Folin-Ciocalteu com o ensaio de Azul
da Prussia. Chas (V = 100 mL) foram preparados usando o mesmo procedimento
experimental (m = 2,0 g; T = 80 °C; tempo de extracdo de 8,5 min sobre agitacao

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

2.3 Estimativa do conteudo de fendlicos totais
2.3.1 Ensaio de Folin-Ciocalteu

O contetdo fendlico total em sucos de uva e chés foi avaliado usando o
ensaio de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965) adaptado para microplacas com
96 pocos (Granato et al., 2015b). Primeiramente, as amostras foram diluidas
apropriadamente (1:25 para os sucos e 1:10 para os chas) com agua ultrapura, e 25
uL das amostras diluidas foram misturadas com 25 ulL do reagente de Folin-
Ciocalteu 3 vezes diluido e 200 uL de agua ultrapura. Depois de 5 min, uma aliquota
de 25 uL de uma solucdo saturada de carbonato de sodio (10,6 g/100 mL) foi
adicionada a mistura e a placa foi agitada por 20 s. A mistura foi deixada em repouso
por 60 min no escuro a temperatura ambiente (25 °C), e a absorbancia foi medida
em A = 725 nm usando uma leitora de microplaca (Epoch, BioteK, EUA). O contetdo

fendlico total foi expresso como mg equivalentes de acido galico por litro de bebida.

2.3.2 Método do Azul da Prussia

Para estimar a concentracdo de compostos fendlicos totais nos sucos e chas,
0 método do Azul da Prussia, primeiramente sugerido por Price e Butler (1977) e
modificado por Graham (1992) com adaptacdo para microplacas (Pueyo e Calvo,
2009) foi usado, com algumas modificacfes. Resumidamente, uma aliquota de 100
uL de cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H,0) 0,5 mM preparado em HCI 0,01 M,
foi adicionada a 100 uL de amostra devidamente diluida (~1:50 v/v em agua
ultrapura) e deixado para reagir por 2 min. Entdo, 100 puL de uma solucdo de
hexacianoferrato (Ill) de potassio 0,5 mM foi adicionada e a microplaca foi agitada
por 20 s. A absorbancia foi medida em A = 725 nm depois de 15 min de reag¢édo no

escuro a 25 °C usando uma leitora de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). O



46

conteudo fendlico total foi expresso como mg de acido galico equivalente por litro de
bebida.

Usando o método do Azul da Prussia, os compostos fenodlicos presentes no
extrato reagem com o fon hexacianoferrato (Ill), [Fe(CN)¢]*, o qual é reduzido para o
fon hexacianoferrato (Il), [Fe(CN)¢]*. Este fon reage com o fon férrico, Fe**, para
formar o complexo azul metélico, Fe4s[Fe(CN)¢]s (Graham, 1992). Em resumo, ambas

reacdes podem ser descritas pelas Equacdes 1 e 2:

8] |'|CJ
u—E}H C—o0H
=
+ 2Fe3 _— | + 2Fe2 + 2H+ =g 1
OH \DH \\DH
OH 0
2Fe2r + 2[Fe(CN)gr =——= 2[Fe(CN)} + 2Fe3 Eq.2

O complexo Azul da Prussia pode precipitar em meio aquoso dependendo da
concentracdo de compostos fendlicos no extrato, como mostrado pela Equagéo 3.
Portanto, a diluicdo das amostras é altamente necessaria se o0 método do Azul da

Prussia € usado como método de deteccéo.

4Fe3+ + 3[Fe(CN)¢l+ — > Fe 4[Fe(CN)gls(s) Eq.3

2.3.3 Curvas analiticas, repetibilidade, reprodutibilidade, seletividade, e limites de
deteccao e quantificacao

Solucdes padrdes com diferentes concentracdes de acido galico (n = 8 para o
ensaio de Azul da Prissia e n = 9 para o ensaio de Folin-Ciocalteu) foram
preparadas para construir as curvas analiticas. As solu¢cdes com diferentes
concentracbes de acido galico foram preparadas para cada replicata (usando o
conceito de ‘replicatas verdadeiras’) antes das medicdes e trés leituras foram feitas
para cada concentracéo (Nunes et al., 2015). Acido galico foi utilizado como padréo
por causa de sua disponibilidade, pureza, e estabilidade quimica. Os limites de

deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados usando o declive da curva
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analitica, os quais foram obtidos pelo método dos minimos quadrados. Para este
propdsito, a absorbancia em A = 725 nm (x) foi plotada contra concentragbes de uma
solucdo de padrao de &cido galico (y). Usando a curva analitica, LD e LQ foram
determinados pelas Equacdes 4 e 5:

LD == (Eq. 4)

onde s é o desvio padrédo do intercepto da ordenada e b € o coeficiente angular da
curva analitica (Shrivastava e Gupta, 2011).

A repetibilidade, que é a precisdao do método, foi avaliada usando as mesmas
condicOes experimentais (amostra, compostos quimicos, analista, e equipamento) e
as mesmas series de analises em um curto intervalo de tempo. Para este proposito,
ndo somente a repetibilidade para cada amostra, mas também uma série de dez
medidas foi feita usando uma solucdo de acido galico a 30 mg/L para o ensaio do
Azul da Prussia e 100 mg/L para o método de Folin-Ciocalteu. A recuperacao foi
calculada usando seis réplicas independentes e o intervalo de confianca (IC) a 95%
(o = 0,05 .. too2s) foi calculado levando em consideragdo a populacdo de n = 10

replicas e o respectivo desvio padréo, ¢ (Equacao 6):

IC(95% confianga) = x * t,, \/—Gﬁ (Eq. 6)

A reprodutibilidade, que se refere a precisdo dos resultados obtidos para as
mesmas amostras, mas usando diferentes condi¢des (isto €, analises em diferentes
dias, e diferentes analistas) foi analisada trés vezes em um periodo de trés
diferentes dias, usando o mesmo equipamento, com uma solucédo de acido galico a
30 mg/L para o ensaio do Azul da Prussia e 100 mg/L para o método de Folin-
Ciocalteu.

A seletividade dos métodos de Folin-Ciocalteu e Azul da Prussia foi avaliado
usando acido ascérbico, metabissulfito de sodio, e acucar redutor, mais
especificamente glicose. Para esta proposta, suco de uva roxa puro foi adicionado

destas substancias nas concentragcbes de 212 mg/L, 68 mg/L, e 10 g/L,
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respectivamente, e imediatamente analisado para contetdo fendlico total em dois
experimentos independentes e um total de n = 6 leituras foram realizadas para cada
experimento. Os dados foram comparados usando analises de variancia univariada
seguida do teste de comparacdo multipla de Duncan depois do estabelecimento da
homocedasticidade ser aplicada (teste de Levene). Um valor de p abaixo de 5% foi

usado para destacar diferencas.

2.4 Analise de dados
Os resultados foram apresentados como média (u) £ desvio padréo (s) de trés

replicatas. O desvio padrao relativo, %DPR, foi calculado usando a Equacéao 7:

%DPR = (s/w) X 100 (Eq. 7)

Andlise de correlacdo linear entre os métodos de Folin-Ciocalteu e Azul da
Prussia para cada tipo de bebida (ou para cha ou para suco de uva) foi baseada no
coeficiente de correlacdo de Pearson (Granato et al., 2014a) e o método dos
minimos quadrados foi usado para plotar os resultados graficamente. A significAncia
estatistica dos modelos (valor p) foi determinada usando andlise de variancias
univariada e o coeficiente de determinacdo (R?), R? ajustado, e erro padrdo de
estimativa também foram calculados. A normalidade dos conjuntos de dados e
residuos da andlise de regressao foram formalmente verificados usando o teste de
Shapiro-Wilk. Para as analises descritivas e inferenciais, 0s programas estatisticos
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 hipétese nula.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de comparar quantitativamente os conteudos de fendlicos totais
medidos pelos métodos de Azul da Prassia e Folin-Ciocalteu, um estudo foi
conduzido para avaliar a linearidade e limites de deteccdo de quantificacdo para
ambos os ensaios (Tabela 2.1). Para este proposito, uma curva analitica usando
acido gélico com padréo foi construida usando concentracdes equidistantes de um
intervalo definido. E possivel observar que ambos métodos analiticos apresentaram

LD abaixo de 0,5 mg/L e LQ abaixo de 1 mg/L. As curvas analiticas apresentaram
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altos valores de R? R? ajustado e F, indicando que a maior variabilidade
experimental foi explicada pelo modelo linear e as curvas analiticas foram altamente
significativas (p > 0,0001) quando a analise de variancia foi aplicada.
Adicionalmente, analise residual foi realizada graficamente para verificar tendéncias
e padrées Obvios (normalidade) e o teste de Shapiro-Wilk mostrou que as curvas
analiticas (modelos de regressdo linear) foram adequados para descrever a
guantificacdo de acido galico como residuo conforme a distribuicdo normal (Azul da
Prussia: W = 0,95; p = 0,75; Folin-Ciocalteu: W = 0,92; p = 0,36).

Tabela 2.1: Parametros da curva analitica, limite de detec¢édo (LD) e quantificacao

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

Faixa de
Ensaio Curva analitica® linearidade R? Rzajustado F-valor p-valorb LD (mg/L) LQ (mg/L)

(mg GA/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 Prdssia 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 analise de regressao foi conduzida usando a absorbancia no eixo x e as concentragdes do

padréo de acido galico no eixo y; ®Valor de probabilidade obtida pela ANOVA.

Os parametro de validacdo para os meéetodos de Folin-Ciocalteu e Azul da
Prussia estdo apresentados na Tabela 2.2. A precisdo intra-diaria dos métodos de
Azul da Prussia e Folin-Ciocalteu, também conhecida como repetibilidade, foi 2,00 e
6,65% DPR, respectivamente, em que as médias de ambos 0s métodos
apresentaram uma adequada precisdo sob as mesmas condi¢cdes de operacdo em
um curto intervalo de tempo. Igualmente, a precisdo inter-diaria, aqui chamada
reprodutibilidade, foi abaixo do limite méaximo aceitavel de 10% (Magnusson e
Ornemark, 2014). Os procedimentos de recuperagdo analitica, também conhecidos
Como acuracia, esta relacionado com a concordancia entre os valores teéricos (uma
conhecida concentracdo) e experimentais, e 0os métodos avaliados no corrente
trabalho demonstraram uma alta recuperacéo. Para o ensaio do Azul da Prassia um
valor de recuperacdo de 109,70 £ 1,69% (n = 10; 1Cgs0 = 32,44 — 33,38 mg/L) foi
obtido, enquanto que para o método de Folin-Ciocalteu a recuperacdo 98,20 +
1,14% (n = 10; ICgs9 = 93,53 — 102,88 mg/L). Quanto menor a recuperacédo, maior a
tendéncia que afeta o método e, portanto, menor a exatiddo (U.S. FDA, 2000). Um
importante aspecto das recuperagfes proximas de 100% € que isto é uma indicacéo

de um quase completo balango de massa da recuperacéo padréo. Adicionalmente,
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para efeitos experimentais, o método pode ser considerado preciso se as
porcentagens de recuperacdo estdo entre 85% e 115% (U.S. FDA, 2000). Aqui,
nossos dados experimentais apresentaram claramente a adequacdo de ambos
ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prassia na estimativa de compostos fendlicos
totais usando microplacas de 96 pocos. Os resultados estédo de acordo com aqueles
encontrados por Blainski, Lopes e Mello (2013), que avaliaram algumas
modificacées no método original de Folin-Ciocalteu para medir o conteudo fendlico
total de Limonium brasiliense, uma tipica erva brasileira usada para o preparo de
chéas, e obteve valores de LD = 1,84 ug/mL, LQ = 3,34 ug/mL, repetibilidade de

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

Tabela 2.2: Recuperagao, repetibilidade e reprodutibilidade dos ensaios Azul da
Prussia e Folin-Ciocalteu realizadas em microplacas de 96 pocos, incluindo o

intervalo de confianca (IC) de 95%

Validacdo do Parametro Ensaio do Azul da Prussia Ensaio de Folin-Ciocalteu
Recuperacédo/Acuracia (%) 109,70 £ 1,69 9820114
perac (ICosy = 32,44 — 33,38 mg/L) (ICosy = 93,53 — 102,88 mg/L)
Repetibilidade/Preciséo intra-
dias (%DPR) 2,00 6,65
Reprodutibilidade/Preciséo inter- 1,46 1,13

dias (%DPR)

O conteudo fendlico total dos sucos de uva roxa estdo de acordo com aqueles
reportados para sucos produzidos ou no Brasil (n = 65; 368 — 2307 mg GAE/L) ou
em paises europeus (n = 31; 343 — 2248 mg GAE/L) (Granato et al., 2015a; Granato
et al., 2015c). Igualmente, o contetudo fendlico total dos chas de C. sinensis e I.
paraguariensis estdo de acordo, mas levemente menores quando aos niveis
reportados por amostras de cha 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 conteudo fendlico total pelo método
de Folin-Ciocalteu para os sucos de uva variaram entre 709 e 3580 mg GAE/L e
para os chas este numero foi na faixa de 524 — 1820 mg GAE/L (Tabela 2.3). Os
dados para o método do Azul da Prussia, no geral, apresentaram niveis menores de
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conteudo fendlico: 380 — 1865 mg GAE/L para chas (14 dos 25 valores médios com
niveis menores) e 449 — 1783 mg GAE/L para os sucos de uva. E digno de nota que
todas os valores médios de conteudo fenolico total nos sucos de uva, determinados
usando o método do Azul da Prussia, 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).

Gonzalez et al. (2003) avaliaram o conteudo fendlico total de 14 amostras de
propolis da Argentina por meio dos métodos de Folin-Ciocalteu, Azul da Prussia e o-
fenantrolina, usando &cido galico, vanilina, acido cafeico, quercetina e acido 3,4-
dihidroxibenzdéico como padrdes quimicos para a curva analitica. Os autores
concluiram o método de Folin-Ciocalteu forneceu os maiores valores entre o0s
métodos, enquanto que o ensaio do Azul da Priassia apresentou resultados
intermediarios e a mais alta sensibilidade, corroborando com observacfes anteriores
(Budini et al., 1980). Ao contrario do que foi observado no presente estudo,
Deshpande e Cheryan (1987) quantificaram o conteido de compostos fendlicos em
10 variedades de feijao (Phaseolus vulgaris L.) usando quatro diferentes
metodologias, incluindo os ensaios de Vanilina-HCI, Azul da Prussia, Folin-Ciocalteu,
e teste de proteina precipitada por fenol. Os autores verificaram que o método de
Azul da Prussia forneceu maior conteudo fendlico total (p < 0,05) do que o ensaio de
Folin-Ciocalteu, mas estes métodos apresentaram uma forte correlacdo. Estes
resultados, de modo geral, que existe um forte efeito da matriz no valor quantitativo

dos ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da Prussia.

Tabela 2.3: Compostos fendlicos totais de chas e sucos de uva comerciais

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

Codigos das Método do Azul da Método de Folin-Ciocalteu
Amostras Prussia (mg/L) (mg/L)
Chas
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 reacfes redox para produzir complexos com
aumento da absorbancia em um comprimento de onda especifico (A = 620 — 760
nm), diferencas nos valores entre os ensaios de FC e PB sé&o 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 basico (pH ~10) melhorando a dissociacdo de

prétons dos compostos fenolicos em fenolatos (alta capacidade redutora da
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amostra), enquanto que a reacdo do ensaio de PB ocorre em meio acido que por
sua vez pode suprimir a capacidade de reduzir a amostra por causa da baixa taxa de
protonacgéo (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, analise de
correlacdo foi aplicada para verificar a associacdo entre 0os ensaios. A correlacao
entre ambos o0s métodos analiticos usando cada cha de C. sinensis e |.
paraguariensis ou sucos de uva € mostrado na Figura 2.1. Para as amostras de cha
(n = 25), um coeficiente de correlagéo r = 0,887 (p < 0,0001) junto com um alto R?
ajustado (0,777) foi obtido (Figura 2.1A), enquanto que para 0s sucos de uva roxa (n
= 20), um coeficiente de correlacdo r = 0,923 (p < 0,0001) e uma concordancia
préxima entre R e R? ajustado foram obtidos (Figura 2.1B). A andlise de residuos
ndo mostrou tendéncia Obvia (dados ndo mostrados) e o teste de Shapiro-Wilk
revelou que para ambas analises de regressdo, os residuos foram normalmente
distribuidos (W = 0,94; p = 0,15 para chas; W = 0,95; p = 0,35 para sucos de uva).
Estes resultados mostram que embora os ensaios de FC e PB fornecam diferentes
valores quantitativos em termos de &cido gélico equivalente, existe uma alta

correlagao entre os valores dos dois ensaios.
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Figura 2.1: Analise de regressdo entre os ensaios de Folin-Ciocalteu e Azul da
Prussia na determinacdo do conteudo fendlico total em |. paraguariensis e C.

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

Assim como para outros meétodos analiticos, o ensaio do Azul da Prussia
também apresenta algumas limitagdes. Por exemplo, Budini et al. (1980) avaliaram o
conteudo fendlico total de morangos e verificaram que o acido ascoérbico parece ser
um agente interferente naquelas amostras, indicando que aguUcares e compostos
baseados em nitrogénio ndo afetaram a reacdo redox. Entdo, o método do Azul da
Prussia tem provado ser uma estratégia analitica rapida e efetiva para determinar o
conteudo fendlico de vegetais (e seus graus de maturacdo). No entanto, algumas
observacfes devem ser feitas sobre o ensaio do Azul da Prussia: temperatura, pH, e
ordem em que 0s reagentes sédo adicionados nos tubos/ pogos da microplaca devem
ser monitorados uma vez que podem afetar a formacéo de Fe4[Fe(CN)g]s (complexo
metalico Azul da Pruassia). Adicionalmente, como a formacdo do complexo PB é
dependente do tempo, um curto (< 20 min) periodo de incubacdo 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 Prussia e
valor F = 2,141; p = 0,129 para Folin-Ciocalteu), os dados experimentais foram
considerados como homocedasticos e um valor p < 0,0001 foi obtido para ambos o0s
métodos quando comparados os tratamentos (agentes redutores: glicose, acido
ascorbico, e metabissulfito de sddio) por analise de variancias univariada. Quando o
teste multiplo de Duncan foi usado para comparar as meédias, foi possivel observar
gue os resultados obtidos pelo ensaio de PB somente tiveram aumento para a
adicdo de &cido ascérbico, mas os valores médios dos sucos adicionados de
metabissulfito de sodio e glicose foram estatisticamente similares ao suco puro
(controle) (Tabela 2.4). Por outro lado, o ensaio de Folin-Ciocalteu pareceu sofrer
interferéncias de acido ascorbico, glicose, e metabissulfito de sédio, quando o teste
de Duncan foi usado, corroborando com observacgdes anteriores de que 0 ensaio de
FC apresenta baixa seletividade (Sanchez-Rangel et al., 2013; Olgun et al., 2014).
Adicionalmente, usando todo o conjunto de dados (n = 24 observacdes), a analise
de correlacdo 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 Prussia e Folin-Ciocalteu frente a

alguns compostos interferentes em suco puro de uva roxa

Experimento Azul da Prussia Folin-Ciocalteu

Suco puro - controle (n=6) 1275,82" + 25,99 1638,62°+ 46,17
Acido ascérbico” (n=6) 1486,56% 57,15 1748,22% 58,08
Metabissulfito de sodio” (n=6) 1275,09°+ 25,58 1551,01% 62,65
Glicose™ (n=6) 1272,14°+ 31,63 1532,68° 93,86

Nota: Concentracdo de 212 mg/L; ~Concentracdo de 68 mg/L; ~ Concentracdo de 10 g/L. Letras
diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05) de acordo

com teste de comparacdo multipla de Duncan

Do ponto de vista pratico, o uso do método do Azul da Prdssia na avaliacao
do conteudo fendlico total de frutas e chas tem vantagens como baixas quantidades
de reagentes necessérias (até 300 uL contra ~3 mL usados no ensaio de Folin-
Ciocalteu), somente 15 min de reacédo sao requeridos (contra 60 min usando o
ensaio de Folin-Ciocalteu) e este método provou ser mais seletivo, comparado ao

ensaio de FC.
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4 CONCLUSOES

Como uma concluséo, estes resultados analisados todos juntos, mostraram
gue o metodo do Azul da Prassia apresentou ser reprodutivel e repetivel, mostrando
ser possivel seu uso como um método de rastreamento para estimar o conteudo
fendlico total de sucos de uva e chas. A analise de correlagdo entre 0 método mais
utilizado (Folin-Ciocalteu) e o ensaio do Azul da Prussia evidenciou uma associacao
alta e estatisticamente significativa entre os métodos. As vantagens do ensaio do
Azul da Prussia sobre Folin-Ciocalteu sé@o a simplicidade, baixo de tempo de reacéo
(15 min quando comparado aos 60 min do método de Folin-Ciocalteu), menor uso de
reagentes (as solucdes sdo preparadas na base mM) e alta seletividade. Neste
sentido, 0 uso do ensaio do Azul da Prussia para estimar o conteudo fendlico total

de extratos alimenticios, ervas e outras matrizes alimentares é estimulado.
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EFEITO DA ORIGEM GEOGRAFICA, VARIEDADE E SISTEMA DE CULTIVO NOS
COMPOSTOS BIOATIVOS E FUNCIONALIDADE in vitro DE SUCOS DE UVA,
USANDO SISTEMAS QUIMICOS E BIOLOGICO

RESUMO

Os efeitos do sistema de cultivo, origem geografica, e variedade da uva na
funcionalidade in vitro, algumas propriedades fisico-quimicas e a composicdo
guimica foram investigados usando diferentes métodos estatisticos. Compostos
fendlicos principais e minoritarios, ensaios antioxidantes e redutores usando
sistemas quimicos e bioldgicos foram empregados para analisar n=62 sucos
brasileiros de uva roxa puros (Vitis labrusca L.) de sistemas de cultivo organico e
convencional das trés grandes regides produtoras. Resultados foram sujeitados a
ANOVA e anadlise de componentes principais. Distingbes ndo foram observadas
entre os sucos de uva organicos e convencionais em relagdo as capacidades
redutoras e antioxidantes in vitro, mas somente a partir das analises de &cidos
fendlicos por HPLC. A origem geografica e a variedade de uva demonstraram um
papel mais importante na distincdo de sucos de uva brasileiros de acordo com a
atividade antioxidante e alguns marcadores quimicos. A inibicdo da peroxidagéo
lipidica foi significativamente (p < 0,05) correlacionada ao potencial redutor de

compostos fenolicos hidrofilicos e a atividade de sequestro de radicais ABTS.

Palavras-chaves: peroxidacdo lipidica, andlise estatistica multivariada,

antioxidantes, acidos fendlicos, alimento funcional, Vitis sp.

1. INTRODUCAO

Na procura por alimentos saudaveis, o consumo de produtos organicos tem
aumentado, junto com a produgdo dos mesmos. O Brasil € hoje um dos mais
importantes mercados consumidores, quarta maior area de producdo de organicos
na América Latina (Flores, 2015) e sexta maior area de producdo organica mundial,
e a producdo de uvas organicas esta entre as cinco culturas permanentes com maior
area de cultivo no mundo (Lernoud e Willer, 2015).

O suco de uva integral obtido de uvas ndo-viniferas (Vitis labrusca L.) € um
produto amplamente consumido na América do Sul e em alguns paises europeus,

nao somente devido ao seu sabor, cor e aroma, mas também pelos potenciais
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by

efeitos benéficos a salde quando consumido regularmente (Hyson, 2015; Di
Lorenzo et al., 2015). Os potenciais efeitos benéficos a saude atribuidos aos
compostos fenolicos presentes em diversos alimentos, em especial nas frutas e
hortalicas, estéo relacionados com a atividade antioxidante. Atividade esta obtida por
diferentes mecanismos, como a transferéncia de atomos de hidrogénio, transferéncia
de elétrons e quelacdo de metais (Craft et al., 2012), que tamponam e inibem o
efeito deletério de espécies reativas e oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) formadas
pelos processos oxidativos e inflamatoérios 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
paises esta relacionada diretamente com o contetudo e perfil de compostos bioativos,
em especial dos compostos fendlicos. Estes compostos sdo 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 (organico, convencional, biodinamico),
regido produtora, manejo agricola, caracteristicas climaticas, e variedade da uva
utilizada (Granato, Koot, van Ruth, 2014; Crupi et al., 2015; Silva et al., 2015). Em
relacdo ao sistema de cultivo, Dani et al. (2007) analisaram n=8 sucos de uva roxa e
branca oriundos do sistema convencional e organico e verificaram diferencas
significativas (p<0.05) entre as amostras. Ja Granato et al. (2015a) analisaram o
perfil de sabor instrumental, marcadores quimicos e atividade antioxidante de n=31
sucos de diferentes paises da Europa dos sistemas organicos, biodinamicos e
convencional e ndo observaram diferenca estatistica entre os métodos de cultivo,
mas o local de producédo afetou consideravelmente a funcionalidade dos sucos. Por
outro lado, em outro estudo de Granato et al. (2015b) compararam sucos organicos,
convencionais e biodinamicos do Brasil (n=65) e Europa (n=31), e verificaram que os
sucos brasileiros, independentemente do sistema de cultivo, apresentaram maiores
niveis de conteddo de compostos fendlicos totais e flavondides, antocianinas
monomeéricas, proantocianidinas, flavonois, flavandis, cianidina-3-glicosideo,
delfinidina-3-glicosideo e malvidina-3,5-diglicosideo.

Os estudos com sucos de uva produzidos em localidades distintas mostram
qgue diferencas na composi¢cdo quimica e na funcionalidade baseada na atividade
antioxidante e capacidade redutora sao claras e bem documentadas, mas nao foram
encontrados estudos revelando as diferencas nas amostras provenientes de

diferentes locais no mesmo pais. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi
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avaliar a existéncia de diferengcas na composi¢cdo quimica e bioatividade em
sistemas quimicos e um sistema biologico de sucos comerciais brasileiros obtidos a
partir de uvas nao-viniferas (Vitis labrusca L.), em funcéo de trés variaveis: método
de cultivo (organico e convencional), regido de cultivo (principais locais de producao
no Brasil) e variedade genotipica da uva utilizada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Reagente de Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfénico) (ABTS), acido tiobarbitdrico (TBA),(+)-
catequina, quercetina e acido ascorbico foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO,
EUA). Padrdes analiticos (HPLC; grau de pureza> 97%) dos &cidos gélico,
protocatecuico, siringico, caféico, clorogénico, p-cumarico e ferulico foram obtidos da
Sigma (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros reagentes utilizados nos experimentos
foram de grau analitico. As solucbes aquosas foram preparadas usando agua

ultrapura pelo sistema Milli-Q (Millipore, S&o Paulo, Brasil).

2.2 Amostras de suco de uva

Um total de 62 sucos de uva brasileiros integrais (37 convencionais e 25
organicos) elaborados a partir de uvas nao-viniferas (Vitis labrusca L.) sem adic&o
de agua ou sacarose foram adquiridos no comércio de diferentes regiées 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 Parana, n=1 de Minas Gerais e n=1 do Sergipe. Ressalta-se
gue essas regides produzem mais de 95% das uvas no Brasil. As variedades de uva
estudadas foram Nidgara, Isabel, Bordd, Concord e suas misturas. Todos 0S sucos
organicos eram certificados por no minimo, uma empresa certificadora (IBD,

EcoCert, Tecpar).

2.3 Analises fisico-quimicas

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 titulavel total foi
determinada por volumetria potenciométrica (AOAC, 2005). O teor de solidos
solaveis (SST) dos sucos foi determinado utilizando um refratbmetro portatil (modelo

Atago N-la, 0-32 °Brix, Japéo) contra um branco (agua) de acordo com AOAC
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(2005), e os resultados expressos em °Brix. A relacdo SST/acidez também foi
determinada para estimar o grau de maturacdo da uva destinada a fabricacdo do
suco. A intensidade de cor e a tonalidade instrumental dos sucos foi determinada
analiticamente utilizando um espectrofotometro (Mini UV 1240, Shimadzu, Kyoti,
Japao), a partir da leitura das absorbancias em 420, 520 e 620 nm em cubeta de 1
cm de caminho Optico dos sucos diluidos (1:4, razdo de volume) em agua ultrapura
(OlV, 2014). Para os calculos de intensidade de cor (IC) e tonalidade (T), foram

utilizadas as Equacgdes (1) e (2):

Intensidade de Cor = Asx0+As20+As20 ()

Tonalidade = A420 / A520 (2)

2.4 Marcadores quimicos

O conteudo de compostos fendlicos totais dos sucos foi determinado pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos,
1999) com modificacdo para microplacas (Granato, Karnopp e van Ruth, 2014), onde
a formagéo do complexo metalico com os compostos fendlicos foi monitorada em A =
725 nm por um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de &cido gélico por litro (mg GAE L™).

O teor de flavondides totais foi determinado utilizando o método colorimétrico
descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), empregando cloreto de
aluminio como agente quelante. A complexacédo do aluminio com os flavondides foi
monitorada em A = 510 nm por um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os
resultados foram expressos como mg de equivalentes de catequina por litro (mg
CTEL™).

A concentracdo de o-difendis totais dos sucos foi determinado pelo método
espectrofotométrico adaptado para microplacas, em que os compostos fendlicos na
posicdo orto complexam com molibdato de sédio (Duran et al. 1991), com pequenas
modificacdes. O produto final da reagcdo monitorado em A = 370 nm por um leitor de
microplacas (Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram expressos como mg de

equivalentes de &cido clorogénico por litro (mg CAE L™).
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O contetdo estimado de flavondis totais foi determinado pelo método
colorimétrico proposto por Yermakov, Arasimov e Yarosh (1987), com modificacbes
para microplacas. O produto da complexacéo com cloreto de aluminio hexahidratado
e acetato de sédio foi monitorado em A = 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™).

O teor de antocianinas monomeéricas totais foi determinado pelo método do
pH diferencial (Lee, Durst e Wrolstadt, 2005) empregando solu¢des padronizadas de
cloreto de potassio a 0,025 mol L™ (pH = 1,0) e acetato de sédio a 0,40 mol L™ (pH =
4,5). Os sucos nos diferentes pHs foram medidos em A = 520 nm e A = 700 nm
utilizando um espectrofotdbmetro (modelo Cary 50 UV-Vis Varian, Agilent, EUA) e
cubeta com 1 cm de caminho 6éptico. O conteldo de antocianinas monoméricas
totais foi expresso como mg equivalentes de malvidina-3,5-diglicosideo por litro
(coeficiente de absorcdo molar de 37000 L cm™ mol™ e massa molar de 724,5 g mol
1)_

O contetdo de taninos condensados hidrossoluveis (flavanois) foi
determinado pelo método colorimétrico descrito por Horszwald e Wilfried (2011),
onde a vanilina, em meio acido (H.SO,), complexa com os taninos hidrossoluveis.
Essa reagao foi monitorada em A = 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™). A estimativa do grau de polimerizacdo das proantocianidinas foi
determinada pela razdo entre os teores de compostos fendlicos totais e flavanais,
como descrito por Souza et al. (2008).

O teor de &cido ascérbico (mg L™) foi determinado empregando as condicées
experimentais e sistema eluente propostos por Scherer, Rybka e Godoy (2008) num
cromatografo liquido de alta eficiéncia — CLAE (modelo Alliance e2695, Waters,
EUA) acoplado a um sistema de diodos e deteccdo por fluorescéncia (HPLC-DAD-
FL). A fase movel foi constituida de uma solucdo aquosa de fosfato monobésico de
potéssio 0,01 mol L™, com pH ajustado para 2,6 com &acido fosférico, onde um fluxo
de 0,5 mL min™? e um volume de 20 puL foram empregados numa corrida de 15
minutos. Os sucos foram diluidos (1:4) com a fase moével e filtrados em membrana
de difluoreto de polivinilideno (Kasvi, China) com poro de 0,22 um. A quantificacdo

foi realizada utilizando uma coluna Gemini NX-C18 (150 x 4,6 mm; 3,5 um;
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Phenomenex) mantida a 10 °C e a deteccédo ocorreu em A = 210 nm. Uma curva
analitica com seis diferentes concentracdes equidistantes de acido ascorbico foi
construida (0 — 100 mg L™; R? = 0,9971) para quantificar os teores de &acido
ascorbico dos sucos.

Os teores dos acidos hidroxibenzoicos (galico, protocatecuico, e siringico) e
hidroxicinAmicos (caféico, clorogénico, p-cumarico e feralico) foram determinados
empregando as condicdes experimentais e sistema eluente propostos por Andrade
et al. (2014) num cromatografo liquido de alta eficiéncia — CLAE (série 1200, Agilent
Technologies, EUA) acoplado a um sistema de diodos (HPLC-DAD) contendo uma
bomba quaternaria e inje¢cdo automatica das amostras. Os sucos foram diluidos (1:2)
com uma solucéo de acido fosforico 0,85% e filtrados em membrana de difluoreto de
polivinilideno com poro de 0,45 um (Whatmann, GE, EUA). A quantificagdo foi
realizada utilizando uma coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum;
Agilent Technologies, EUA) e a deteccdo ocorreu em A =278nm. A fase mével foi
constituida de uma solucéo A (acido férmico 1%) e solucéo B (metanol). O gradiente
de eluic&o iniciou com 75% da solugédo A e ajustado para 40% da solucdo B em
40min; 75% da solucdo B em 50 min; 25% da solucdo B em 65 min. A taxa de fluxo
foi de 1,0 mL mint e um volume de 10 uL de injecdo foram empregados. As
solucdes padrbes dos compostos quimicos foram preparadas em metanol e as
curvas analiticas foram obtidas com cinco concentracdes equidistantes. Os
compostos quimicos de cada suco foram identificados por comparacdo com 0sS

tempos de retencéo e espectros UV-Vis dos padrdes analiticos.

2.5 Capacidade redutora e atividade antioxidante in vitro: sistemas quimicos

E bem aceito que a funcionalidade de extratos alimenticios e bebidas medidos
por métodos quimicos in vitro sdo confiaveis e devem basear-se em pelo menos trés
ensaios diferentes (Apak et al., 2013). No presente estudo, nés avaliamos as
propriedades antioxidantes baseado no sequestro de radicais livres e no poencial
redutor de materiais hidrofilicos e lipofilicos presentes no suco de uva.

A atividade de sequestro de radicais livres pelo mecanismo de doacédo de
elétrons foi determinada pelo ensaio de descoloracdo do radical ABTS, como
descrito por Re et al. (1999) com modificacdes. As solucdes de estoque de ABTS (7

mmol L") e de persulfato de potassio (140 mmol L™) foram misturadas na proporcéo
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625:11 (v/v) para formar o radical ABTS". Antes da andlise, a solugdo contendo o
radical ABTS" foi diluida em etanol (1:49). Uma curva analitica com diferentes
concentracbes de acido ascoérbico foi obtida para o ensaio. A absorbancia das
amostras foi medida em A = 734 nm em um leitor de microplacas (Epoch, BioteK,
EUA). Os valores foram expressos em mg equivalentes de acido ascérbico por litro
(mg AAE L™).

O poder antioxidante de reducédo 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 solugdo de TPTZ (10 mmol L™) diluida em
acido cloridrico (40 mmol L") com uma solucdo tamp&o de acetato de sédio 0,3 mol
L (pH 3,6) e uma solucdo de cloreto férrico hexahidratado 20 mmol L?). As
amostras foram colocadas para reagir por 5 min a 37 °C com o reagente de FRAP, e
em seguida a absorbancia foi lida em A = 593 nm em um leitor de microplacas
(Epoch, BioteK, EUA). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido
ascorbico por litro (mg AAE L™).

O potencial redutor dos compostos fendlicos hidrofilicos dos sucos foi
estimado utilizando o método do Azul da Prussia (Price e Butler, 1977) com
modificacGes propostas por Margraf et al. (2015). Esse método emprega o
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g], 0,5 mmol L™) e cloreto férrico hexahidratado
(FeCls.6H,0, 0,5 mmol L™) como agentes complexantes em meio &cido. Os valores
foram expressos como mg de &cido galico equivalente por litro (mg GAE L™).

O poder redutor total dos compostos hidrofilicos e lipofilicos das amostras foi
avaliado em meio basico utilizando o método de Folin-Ciocalteu modificado por
Berker et al. (2013). O reagente de Folin-Ciocalteu, diluido em isobutanol na
propor¢cao 1:2 (v/v) foi adicionado a uma aliquota da amostra diluida em propanona,
seguida da adicdo de uma solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol L™ e &gua
ultrapura. A absorbancia do complexo colorido formado foi registrada em A = 665 nm
num leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA) e os valores foram expressos como
mg de quercetina equivalentes por litro (mg QE L™).

2.6 Inibicdo da peroxidacao lipidica induzida em sistema biolégico
Com a finalidade de associar as propriedades antioxidantes/redutoras

medidas usando meios quimicos e a funcionalidade usando um sistema biolégico, os



71

sucos de uva foram testados na inibicdo da peroxidacdo induzida por Fe** em
fosfolipidios, triacilglicerdis e proteinas presentes em gema de ovo, seguindo o0s
procedimentos descritos por Dakar et al. (2008), com modificacdes. Este ensaio foi
usado como uma alternativa aos microssomas e acido linoléico de figado/cérebro de
rato, que como sao lipideos insaturados, sdo propensos a oxidacdo pelos radicais
hidroxila gerados pela reacédo de Fenton, induzida por FeSO,.

Resumidamente, aliquotas de 50 uL de suco foram misturados com 500 puL de
homogenato de gema (gema de ovo emulsificada com tampéo fosfato de sédio 0,1
mol L™}, pH 7,4, na proporcéo de 25 g L™) e 50 pL de sulfato ferroso 4 mmol L™. Essa
mistura permaneceu a 37 °C por 45 min em um banho-maria, sendo entédo
adicionados 500 plL de é&cido acético 20% (pH 3,5) e 1000 uL de uma solucédo de
acido tiobarbitarico 0,67%. A mistura foi aquecida a 95 °C por 30 min. A formagé&o
dos produtos da peroxidacao foi monitorado com o sobrenadante da mistura, em um
leitor de microplacas a A = 532 nm (Epoch, BioteK, EUA). A0 mesmo tempo, um
ensaio controle (sem antioxidantes) foi conduzido da mesma forma que descrito para
as amostras, utilizando agua ultrapura em lugar da amostra. A inibicdo da

lipoperoxidacao foi calculada pela Equacéo (3):
% Inlblgéo = [(Acontrole - Aamostra) / Acontrole] (3)

2.7 Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os dados estao
apresentados como média * desvio padrdo. Para verificar diferencas entre os grupos
(organicos e convencionais), foram realizados teste t de Student para amostras
independentes. Ja a comparacdo entre os grupos de sucos das trés principais
regides produtoras e sucos elaborados com varietais de uva diferentes, a andlise de
variancia univariada (ANOVA) foi aplicada apos a confirmacdo da homogeneidade
das variancias pelo teste de Brown-Forsythe. Diferengcas nos valores médios foram
apontadas pelo teste de Fisher LSD (Granato, Calado e Jarvis, 2014).

Devido a grande quantidade de dados, analise de componentes principais
(PCA) foi realizada para observar as correlagbes entre os marcadores quimicos e a
funcionalidade in vitro de forma simultanea. PCA é uma ferramenta estatistica

multivariada exploratoria que facilita a observacdo de semelhancas e diferencas
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entre as amostras por meio do agrupamento de variaveis correlacionadas,
denominado componentes principais (PCs), permitindo a projecdo das amostras em
funcdo de duas ou trés PCs (Zielinski et al., 2014). Todas as analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software Statistica v. 7.0 (Statsoft, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Propriedades Fisico-Quimicas

Com relacéo as propriedades fisico-quimicas, conforme mostra a Tabela 3.1,
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0.05) entre os
sucos convencionais (n=37) e organicos (n=25) para os atributos de pH, acidez,
sélidos soluveis totais, grau de maturidade das uvas utilizadas, intensidade de cor, e
tonalidade. Quando as propriedades fisico-quimicas dos sucos de uva vindos de
diferentes regides foram avaliadas, somente solidos soluveis totais (p = 0,002) foi
diferente entre as regides, na qual os sucos de uva produzidos no Parana
apresentaram o0s menores valores meédios (Tabela 3.2). Os dados corroboram com
as observacdes feitas por Toaldo et al. (2015), que também n&o encontraram
diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre 0s sucos convencionais e
organicos, produzidos sem adi¢cdo de agua ou acgucar e elaborados com uvas Vitis
labrusca L. das variedades Bordo e Isabel, cultivadas no Rio Grande do Sul, Brasil.
Bem como para as propriedades fisico-quimicas de pH, densidade, acidez titulavel, e
solidos sollveis totais. Igualmente, Granato et al. (2015b) n&o encontraram
diferengas significativas entre os sucos europeus biodinamicos (n=6), organicos
(n=7), e convencionais (n=18) para pH (p=0,34) e sdlidos soluveis totais (p=0,40).
Valores de acidez e solidos sollveis totais similares aos do presente trabalho foram
encontrados por Toaldo et al. (2015) (0,59+0,15 g TAE 100 mL™ e 0,66+0,15 g TAE
100 mL™ para a acidez, e 15,03+0,06 °Brix e 16,73+0,06 °Brix para sélidos soltveis

totais dos sucos organicos e convencionais, respectivamente).
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Tabela 3.1: Propriedades fisico-quimicas e composi¢cdo quimica dos sucos de uva

em funcdo do método de cultivo

Convencional

Variaveis de resposta Organico (n=25)  t-valor  p-valor

(n=37)
Propriedades Fisico-Quimicas
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 maturagdo 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

Composicdo Quimica
Fenolicos Totais (mg GAE/L) 2011,16 £+ 586,20 1914,13 +609,96 0,629 0,532
Flavondides Totais (mg CTE/L) 987,18 +328,16  1007,35+ 318,90 -0,240 0,811

orto-difendis (mg CAE/L) 607,61 +152,76 612,28 + 165,87 -0,114 0,910
Flavonéis (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 +23557 -0,184 0,855

Taninos Condensados

Hidrossoldveis (mg CTE/L) 805,78 £ 514,13 813,36 £ 623,48 -0,052 0,959

Grau de polimerizagéo 3,02+£1,25 3,19+ 1,55 -0,453 0,244
Acido Ascorbico (mg/L) 21,28 £ 11,06 18,71 £10,91 0,902 0,370
Acido Galico (mg/L) 9,56 + 3,96% 7,72 £2,87° 2,001 0,050
Acido Protocatecuico (mg/L) 68,49 + 14,89 69,35 + 18,23 -0,203 0,840
Acido Clorogénico (mg/L) 27,90 £ 16,62 23,52 £ 28,05 0,771 0,444
Acido Caféico (mg/L) 5,81+2,78 4,48 + 2,90 1,828 0,072
Acido Siringico (mg/L) 4,09 +3,17° 2,03+1,73" 2,961 0,004
Acido p-cumarico (mg/L) 7,24 +4,42° 4,51 + 3,54° 2,574 0,013
Acido Ferdlico (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 =
sélidos sollveis totais
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Tabela 3.2: Propriedades fisico-quimicas e composi¢cao quimica dos sucos de uva

em funcéo da regido de cultivo

Variaveis de _ _ — ~ A R B
resposta RS (n=49) PR (n=5) SC (n=6) p-valor p-valor
Propriedades Fisico-Quimicas
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 + 1,612 13,56 + 0,49" 15,52 + 1,46 0,254 0,002
Grau de 24,21+4,31 20,39+3,41 24,65+5,06 0,426 0,178
matura(;ao
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 0575 0,227
Composigcdo Quimica

Fendlicos Totais b a b
(ma GAEIL) 1951,88 + 575,71° 2711,72 + 463,74® 1649,50 + 436,19° 0,447 0,007
Flavonoides Totais b a b
(mg CTE/L) 092,22 + 313,39 1361,90 + 303,92®° 805,76 + 189,70° 0,495 0,012
gr;cl’z'ﬁ_';eno's (M3 612006+15383° 77097 +111,03% 50323+9025° 0313 0011
gg‘/’lf’)”o's (mg 164,49 + 3534 190,50 + 31,64  136,69+27,61° 0529 0,042
Antocianinas
Monoméricas (mg 198,94 + 188,13° 424,09 +210,61° 111,15 + 106,67" 0,675 0,018
M3,5DE/L)
Taninos
Condensados b a b
Hidroseoldvers (mg 77401 £517,54° 157845+ 70561" 507.46+20922° 0392 0,002
CTE/L)
Graude 3,12+1,32 1,93+0,71 3,82+1,87 0,132 0,071
polimerizacdo
(Arggﬁ)Ascorb'co 2135+ 11,41 15,99 + 5 46 13,74 + 10,58 0,236 0,199
Acido Galico 8,36 + 3,27" 13,09 + 3,942 8,12 + 4,55" 0,789 0,017
(mg/L)
Acido
Protocatecuico 70,14 + 15,34% 80,44 + 13,987 52,35 + 15,33 0,706 0,009
(mg/L)
?‘rggﬁ)(:'omge”'co 2520 + 22,43 35,32 + 25,50 2455 + 18,52 0,749 0,626
Acido Cafeico 5,34 + 2,89 6,64 + 3,81 3,95 + 2,00 0,634 0,312
(mg/L)
Acido Siringico 3.03 + 2,59 4,60 + 1,50 4.20 +5,43 0436 0,376
(mg/L)
Acido p-cumarico 5,84 + 4,41 9,25 + 4,26 5,05 + 2,54 0,210 0,205
(mg/L)
Acido Ferdlico 0.15 + 0,55 1,39 +1,68° ND 0001 0,001
(mg/L)

" Valores de probabilidade de homogeneidade de variancia obtidos pelo teste de Brow-Forsythe; °
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= Parana; SC= Santa Catarina; ND= ndo detectado.
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Tabela 3.3: Propriedades fisico-quimicas e composi¢cdo quimica dos sucos de uva

em funcéo da variedade de uva

V%gi\éilsstge Isabel (n=6) Bordd (n=19) IB (n=18) IBC (n=4) p-valor * p-valor ®
Propriedades Fisico-Quimicas

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+1,02 652+1,13 6,98+0,78 6,18+124 0,473 0,364

SST (°Brix) 1552+0,78 1564+1,41 16,46+1,73 16,53+1,71 0,473 0,297

ﬁ;?h‘rggéo 22,82+2,60 2457+437 2399+470 2724+358 0530 0,440

Intensidade de
cor

Tonalidade 1,09 +0,09 0,98 +0,16 1,04+0,13 1,13+0,05 0,434 0,108

1,93+0,73 1,79+0,54 1,84 +0,89 1,10+ 0,63 0,264 0,283

Composigdo Quimica

Fendlicos Totais 1351,13 + 224795 + 1952,77 + 1708,02 + 0,907 0,002

(mg GAE/L) 450,42° 480,22° 506,72° 480,61%
Flavondides
. 750,00 + 1112,26 + 1020,39 + 771,44 +
Totais (mg 181,64° 206.82° 269,02% 119 02™ 0,326 0,014
CTE/L)
orto-difendis (mg 470,12 + 690,07 623,57 + 450,83 £
CAEIL) 70,15 132,99° 151,34 37.62° 0166 0,001
Flavonéis (mg 138,61 + 173,89 + 173,43 + 131,60 +
QE/L) 26,23 28.14° 35.37° 20,02° 0619 0012

Antocianinas

L 86,36 + 301,28 + 163,50 + 78,86 +
Monoméricas b oA b D 0,173 0,010
(mg M3,5DE/L) 42,49 234,35 105,37 30,12
Taninos
Condensados 471,65 + 1036,64 + 677,41 399,50 + 0381 0.007
Hidrossollveis 210,75° 589,52% 311,18° 76,39" : ’
(mg CTE/L)
Grau de

e 3,64+2,09" 252+0,83" 333+1,38° 429:+092%° 0,094 0,038
polimerizacéo

Acido Ascorbico 23,49+ 11,93 20,22 +8,45 20,25+12,66 25,58+ 18,18 0,356 0,785
Acido Galico
(mg/L)
Acido
Protocatecuico 66,63 +13,29 74,61 +13,80 67,89 +16,87 59,44 + 29,90 0,141 0,319
(mg/L)

Acido

Clorogénico 45,92 + 14,63 25,32+27,47 21,30+ 16,22 22,24+2,56 0,609 0,111
(mg/L)

Acido Caféico
(mg/L)

Acido Siringico
(mg/L)

Acido p-cumarico
(mg/L)

Acido Ferulico
(mg/L)

9,62 + 3,02 8,39 + 3,89 751+266 11,24+5,64 0,775 0,231

280+0,77 6,12+324 579+302 526+218 0,285 0,117
250+0,49° 3,49+324° 280+209° 8,11+4,60%° 0,059 0,009
580+318 7,11+4,18 6,14+517 853+1,383 0,347 0,706

ND 0,38 +0,84 ND ND NA NA

" Valores de probabilidade de homogeneidade de variancia obtidos pelo teste de Brow-Forsythe; °
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
Bord6; IBC= blend de Isabel, Bordd e Concord; NA= ndo aplicavel;, ND= ndo detectado
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Uma leve diferenca nos valores de pH (p=0,056) foi observada para 0s sucos
produzidos com diferentes variedades de uva (Tabela 3.3), onde a Isabel apresentou
0s maiores valores (pH 4,00+0,12). O mesmo nao foi observado por Lima et al.
(2014), onde foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre 0s 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,
sélidos soluveis totais, acidez titulavel, grau de maturidade das uvas, e intensidade
de cor.

3.2 Composicao quimica e atividade antioxidante dos sucos

A diferenciacdo da composicdo quimica dos sucos produzidos com uvas
cultivadas pelo sistema organico e convencional foi verificada pelos teores de &cido
galico (p=0,050), acido siringico (p=0,004) e &cido p-cumarico (0,013), sendo que o0s
maiores valores desses atributos pertencem aos sucos convencionais, como
mostrados na Tabela 3.1. Para a composicdo quimica, Toaldo et al. (2015)
obtiveram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o suco organico,
produzido com uvas Bordd, e o suco convencional, produzido com uvas Bordd e
Isabel, para os conteudos de fendlicos totais, antocianinas monomeéricas totais,
acidos organicos (citrico, malico e tartarico), e acidos fendlicos (vanilico,
protocatecuico, cafeico, feralico). JA Granato et al. (2015a) verificaram diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) somente para os conteudos de acido
clorogénico e miricetina, entre 0s sucos organicos (n=46) e convencionais (n=19)
brasileiros. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,256) na atividade
antioxidante e capacidade redutora entre sucos organicos 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
diferencas estatisticamente significativas para a atividade antioxidante pelos ensaios
de sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS), entre os sucos elaborados com uvas
Bordd organicas e com uvas Bordd/Isabel convencionais.

Na verdade, ndo h& consenso sobre as diferencas nos marcadores quimicos
e atividade antioxidante de produtos a base de vegetais provenientes de sistemas de
cultivo organico e convencional. Parece que as diferencas estdo relacionadas as

outras caracteristicas, tais como a origem geografica e botanica da planta. Em
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alguns casos, para os produtos a base de plantas especificas e alguns dos seus
compostos quimicos, a distincdo entre sistemas de cultivo € possivel de ser
detectado, quantificado, e marcadores quimiotaxondmicos podem ser propostos
(Dani et al., 2007; Hallmann e Rembiatkowska, 2012; Vallverdu-Queralt et al., 2012).
No entanto, as diferencas s&o insignificantes (ou abaixo do limite de deteccao dos
métodos de andlise) 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

fungcéo do método de cultivo (A), regido de cultivo (B) e variedade de uva (C).
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Nota: FRAP, Poder antioxidante redutor do ferro; ABTS, atividade de sequestro de radicais ABTS™;
PRCFH, Potencial redutor de compostos fendlicos hidrofilicos; O, Orgéanico; C, Convencional; RS, Rio
Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR, Paran; B, Bord®d; I, Isabel; I1B; blend de Isabel e Bord6; IBC,
blend de Isabel, Bord6 e Concord.

No presente estudo, o efeito da origem geografica da uva provou ser um fator
de discriminacdo de sucos de uva produzidos no Brasil jA que apenas os teores de
acido ascorbico (p=0,199), acido clorogénico (p=0,626), acido caféico (p=0,312),
acido siringico (p=0,376) e acido p-cumarico (p=0,205) ndo mostraram diferencas
entre as trés principais regides produtoras (Tabela 3.2). Apesar do Rio Grande do
Sul ser o estado com uma reconhecida tradigdo de vitivinicultura na América do Sul,

nesse trabalho observou-se que os sucos produzidos no Parana apresentaram 0s
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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 nao foram observadas diferencas entre os estados do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina. E notavel que apesar dos valores médios do grau de
polimerizagdo dos taninos nos sucos produzidos em diferentes regides serem nao
estatisticamente significativos (p=0,071), os produzidos no Parana tiveram um valor
de médio de 2 unidades, enquanto que os sucos produzidos no Rio Grande do Sul e
Santa Catarina apresentaram trés ou quatro unidades, e portanto, assim, um maior
peso molecular. Este fato implica que o solo e outras condicdes ambientais
altamente afetam o desenvolvimento de compostos fendlicos (isto é, taninos) com
diferentes estruturas quimicas.

Em funcéo da regido de cultivo, Vilanova et al. (2015) verificaram diferencas
nos niveis de flavanois, antocianinas, flavonois, acidos fendlicos, e resveratrol nos
mostos da uva Mencia (Vitis vinifera), cultivadas em diferentes localidades do
noroeste da Espanha. Mphahlele et al. (2014) em seu estudo com sucos de romas
obtidas de trés diferentes localidades da Africa do Sul, obtiveram diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) para antocianinas monoméricas totais,
contetdo de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos totais. Granato et al.
(2015a) obtiveram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) nos sucos
oriundos do Brasil (Vitis labrusca L.) e na Europa (Vitis sp), em relacdo aos
contetdos de fendlicos totais, flavondides, antocianinas totais, acido clorogénico,
acido p-cumarico, rutina, e quercetina.

Alguns trabalhos claramente reportam que a composi¢ao quimica de sucos de
uva é influenciada pela regido em que a uva € produzida (Lima et al.,, 2014),
enquanto outros autores atestam que a composicdo quimica e as propriedades
funcionais de bebidas baseadas em uva ndo podem ser marcadores adequados
para autenticar sua origem geografica (Tassoni, Tango e Ferri, 2013). Como a
pesquisa experimental tem mostrado resultados divergentes, nossos dados
claramente indicam que o efeito da origem geografica da uva €& altamente
significativa sobre a composi¢do quimica e propriedades antioxidantes/redutoras de
sucos de uva roxa.

Da mesma forma que a origem geografica, a variedade de uva afetou de
forma significativa a composicao quimica dos sucos de uva (Tabela 3.3). No geral,

foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) nos sucos de
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uvas Bordd (n=19), Isabel (n=6), mistura de Bordd e Isabel (n=18), e mistura de
Bordd, Isabel e Concord (n=4) para a composi¢cdo quimica, em relacdo aos valores
de compostos fendlicos totais, flavondides totais, o-difendis, flavonadis, antocianinas
monoméricas, taninos condensados hidrossoluveis, e teor de &cido siringico. O grau
de polimerizacdo dos sucos de uva Bordd 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 fendlicos totais, flavonoides, o-difendis, e
flavonodis foram verificados para os sucos elaborados a partir da uva Bordd e
Isabel/Bordo, ao passo que sucos de uva Bordo apresentaram o maior teor de
antocianinas monomeéricas e taninos condensados hidrossoluveis em relacdo aos
demais tipos de suco. Essa tendéncia também foi observada para a atividade
antioxidante frente ao radical ABTS e para o poder antioxidante de reducédo do ferro
(FRAP), ao passo que o0s sucos oriundos de uva Isabel apresentaram a menor
atividade antioxidante (Figure 3.1C). Apesar de néo ser estatisticamente significativo
(p = 0,111), o teor de acido clorogénico de sucos Isabel foram cerca de 200% maior
do que nos outros sucos. Esses resultados corroboram com observacdes anteriores
sobre o efeito da variedade de uva na composicdo quimica de sucos de uva roxa
integrais (Lima et al., 2014; Silva et al.,, 2015). Os valores encontrados para 0s
acidos fendlicos, ainda que diferentes dos resultados encontrados por Toaldo et al.
(2015), apresentam a mesma tendéncia. Os sucos elaborados com a uva Bordo
apresentam valores maiores de acido galico, acido protocatecuico, acido caféico e
acido p-cumarico do que os sucos elaborados com a mistura de uvas Bordb e Isabel.
Igualmente para os valores dos acidos fendlicos encontrados por Silva et al. (2015)
para o suco de uva Isabel, os mesmos sdo bem diferentes dos encontrados no
presente trabalho. O maior e menor valores encontrados por Silva et al. (2015) para
a uva lIsabel correspondem respectivamente ao acido siringico e ao acido p-
cumarico, enquanto que no presente trabalho estes valores correspondem

respectivamente ao acido protocatecuico e acido ferulico.

3.3 Analise multivariada do efeito da origem geografica, variedade e sistema de
cultivo na composi¢éo quimica e atividade antioxidante

Para verificar de forma simultanea a composi¢cdo quimica e a funcionalidade
in vitro dos sucos, e explicar os efeitos da origem, variedade e método de cultivo, foi

utilizada a analise multivariada de componentes principais. As duas componentes
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principais, compostas de 11 varidveis de resposta, explicaram 73.18% da
variabilidade total dos sucos. Assim como mostra a Figura 3.2A, a partir da analise
de componentes principais, ndo foi possivel separar 0s sucos convencionais dos
sucos organicos, entretanto, é possivel observar 0s sucos organicos mais
centralizados e alguns sucos convencionais distribuidos na regido superior da
projecdo, onde estdo os maiores valores dos acidos galico, siringico e p-cumarico.

Para o efeito da regido de cultivo (Figura 3.2B), observa-se que o0s sucos
oriundos do Rio Grande do Sul apresentaram os menores valores de compostos
fendlicos totais, flavonodides totais, o-difendis, flavondis, antocianinas monomeéricas,
taninos condensados, atividade antioxidante de reducao do ferro (FRAP), e potencial
redutor de compostos fendlicos hidrofilicos (PRCFH). O mesmo é observado para 0s
sucos oriundos de Santa Catarina, com excecao de uma amostra, enquanto que 0s
sucos de origem do Parana apresentaram 0s maiores valores de compostos
bioativos e potencial antioxidante/redutor.

Com relacao a variedade de uva (Figura 3.2C), néo foi possivel diferenciar os
sucos elaborados com as uvas Bordd e Bordd/Isabel. No entanto, os sucos
elaborados com a uva Isabel se encontram distribuidos no lado esquerdo da
projecdo, onde estdo os menores valores de compostos fendlicos totais, flavonoides
totais, o-difendis, flavondis, antocianinas monoméricas, taninos condensados,
atividade antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), e potencial redutor de compostos
fendlicos hidrofilicos (PRCFH), enquanto que os sucos de uva Bordbé se encontram
distribuidos no centro e lado direito da projecdo, com maior potencial

antioxidante/redutor e maior teor de compostos bioativos.

Figura 3.2: Analise de componentes principais (PCA) para projecdo dos sucos em

funcdo do método de cultivo (A), regido produtora (B) e variedade de uva (C).
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Nota: PRCFH, Potencial redutor de compostos fendlicos hidrofilicos; FRAP, Poder antioxidante de
reducdo do ferro; O, Orgéanico; C, Convencional; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR,
Parana; MG, Minas Gerais; SE, Sergipe; B, Bord0; |, Isabel; IB; blend de Isabel e Bordd; IBC, blend
de Isabel, Bordb e Concord; IBCS, blend de Isabel, Bordd, Concord e Seibert; BT, blend de Bordb e
Terci; IC, blend de Isabel e Concord; N, Niagara; NI, ndo identificado

3.4 Correlacédo entre as capacidades antioxidantes quimicas e bioldgica in vitro

Sabe-se que métodos quimicos para avaliacdo do potencial antioxidante
apresentam criticas por ndo serem conduzidos em meio com pH fisiolégico e nao
considerarem a composi¢ao quimica, temperatura de reacao e envolverem espécies
guimicas nédo existentes no corpo humano. Assim, a inibicdo da peroxidacao lipidica
induzida por reacdes de Fenton (H.O, + Fe**— Fe®* OH +OH"; Fe** + H,0, — Fe*
+ HOO- + H") foi avaliada em um sistema bioldgico tamponado (pH 7,4), em que a
reacdo de formagdo de radicais livres foi conduzida em T = 37 °C, simulando as
condicdes fisioldgicas de oxidagéo lipidica in vivo.

Com a finalidade de associar as capacidades antioxidantes e redutoras
medidas por métodos quimicos in vitro, uma projecdo multivariada dos sucos foi feita
usando analise de componentes principais, e um total de 18 sucos foram

selecionados e analisados na inibicdo da peroxidacao induzida por Fe®* nos lipideos
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de gema de ovo tamponada. Para este proposito, n = 8 sucos de uva foram
classificados como alta atividade antioxidante (HAA), n = 5 como atividade
antioxidante intermediaria (IAA), e n = 8 como um grupo com baixa atividade
antioxidante (LAA), como observado na Figura 3.3A. Quando os resultados (maiores
e menores composi¢cdes quimicas e capacidades antioxidantes/redutoras) foram
analisadas em conjunto, foi possivel observar uma alta similaridade entre a atividade
antioxidante medida por diferentes métodos in vitro e 0 ensaio que empregou a
peroxidacdo lipidica em um sistema bioldgico (Figura 3.3B). De fato, a inibicdo da
peroxidacao lipidica foi significativamente correlacionada com o potencial redutor de
compostos fendlicos hidrofilicos (r = 0,533; p = 0,013) e com a atividade de

sequestro de radicais livres a partir do radical ABTS (r = 0,505; p = 0,020).

Figura 3.3: Analise de componentes principais (PCA) para escolha dos sucos a
serem utilizados na analise de lipoperoxidacdo (A) e classificacdo dos dados de
inibicdo da lipoperoxidagdo em funcdo da composicdo quimica e atividade
antioxidante in vitro (B)
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Nota: FRAP, Poder antioxidante redutor do ferro; ABTS, atividade de sequestro de radicais ABTS™;
PRCFH, Potencial redutor de compostos fendlicos hidrofilicos;O, Organico; C, Convencional; AA,
Atividade antioxidante; HAA, Atividade antioxidante alta; IAA, Atividade antioxidante intermediéria;
LAA, Atividade antioxidante baixa.

Estudos relacionando protocolos in vitro e in vivo ndo sao conclusivos e nao
ha consenso sobre o efeito antioxidante de produtos a base de frutas. Por exemplo,
Stinco et al. (2015) tentaram avaliar uma possivel relacdo entre a capacidade
antioxidante in vitro de sucos de laranja, obtidos de seis variedades diferentes, com
a resisténcia ao stress oxidativo induzido quimicamente em células de
Saccharomyces cerevisiae. Os resultados obtidos ndo apresentaram uma correlacéo
significativa entre as diferentes metodologias in vitro e in vivo. Por outro lado,
Camargo et al. (2014) investigaram o perfil fendlico, capacidade antioxidante in vitro,
inibicdo da oxidacdo de colesterol LDL e inibicdo 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 correlagdo alta e
estatisticamente significativa entre todos os ensaios antioxidantes e os conteudos de

fendlicos totais (p<0,01), com excecdo da oxidacdo induzida ao colesterol LDL
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(p>0,05). Assim o0s autores sugerem que o0s compostos fendlicos podem
desempenhar um papel importante na prevencdo de doencas relacionadas a
oxidagao.

Em relagdo 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 Ultimos autores citados obtiveram maiores decréscimos nos niveis de
hidroperéxidos lipidicos e substancias reativas ao acido tiobarbiturico do sangue dos
sujeitos que ingeriram sucos de uva Bordd organicos, em comparacao com sujeitos
que ingeriram sucos de uva Bordd/Isabel convencionais. Estes sucos de uva Bordd
organica apresentaram 0s maiores valores de atividade antioxidante in vitro,

seguidos dos sucos elaborados com as uvas Bordd/Isabel convencionais.

4, CONCLUSOES

Usando diferentes técnicas estatisticas, foi possivel confirmar que néo foram
observadas distingdes entre 0s sucos de uva organicos e convencionais em relacéo
as capacidades antioxidantes e redutoras, mas somente a partir da analise de
acidos fendlicos por HPLC. A origem geogréfica e a variedade genotipica das uvas
demonstraram um papel mais importante na distincdo de sucos brasileiros de uva
roxa de acordo com a atividade antioxidante (ABTS), capacidade redutora (FRAP) e
alguns marcadores quimicos. Foi possivel também observar uma similaridade entre
a atividade antioxidante medida por métodos quimicos e o0 ensaio de atividade
antioxidante analisado por método bioldgico para a matriz de suco de uva. Este
estudo apresentou que as capacidades redutoras e antioxidantes medidas por
sistema quimico podem fornecer uma forte associacdo com a atividade antioxidante

que ocorre em um sistema vivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

que:

A partir dos dados experimentais obtidos no presente trabalho, conclui-se

O ensaio de Azul da Prassia fornece uma estimativa mais fidedigna do
conteudo de compostos fendlicos totais em suco de uva, visto sua maior
seletividade, comparado ao ensaio padréo de Folin-Ciocalteu;

O efeito do método de cultivo (organico e convencional) ndo foi
estatisticamente significativo para que fosse feita distingdo entre os sucos de
uva estudados em funcdo das analises fisico-quimicas, marcadores quimicos
e atividade antioxidante realizadas;

Os efeitos da origem geografica e variedade de uva demonstraram forte
influénciana na distincdo dos sucos, onde o0s sucos produzidos no Parana
apresentaram maiores conteldos de compostos bioativos e maior atividade
antioxidante in vitro. Quanto a variedade da uva, os maiores conteudos de
compostos fendlicos e de atividade antioxidante foram obtidos para os sucos
das uvas Bord6 e mistura Bordd/Isabel;

A inibicdo da peroxidacao lipidica simulou um ensaio empregando as mesmas
condicbes de pH e temperatura do sangue humano. Foi verificado uma
correlacdo significativa entre entre este ensaio e a atividade antioxidante por
ensaios quimicos. Portanto, a atividade antioxidante pode fornecer uma
estimativa ou ideia da atividade antioxidante demostrada por uma matriz num

sistema vivo.



APENDICE A - Cromatograma tipico de uma amostra de

suco de uva
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Nota: A = 4cido galico; B = acido protocatecuico; C = 4cido clorogénico; D = acido caféico; E = 4cido siringico; F = acido p-
cumarico; G = acido ferulico




APENDICE B - Dados de equacéo da curva e tempo de

retencdo dos acidos fendélicos
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. . - 2 linearidade  retengdo
dcido fendlico equUAacao curva r R .

(mg/L) {min)
gélico [mg/L] = (0,12087*4rea)+0,49049 0,99901 0,99802 2,66 -42 50 3,38
protocatecuico  [mg/L]= (0,11949%3rea)+0,28285 099902 0,99804 1,56-25,00 4,98
clorogénico [mg/L] = (0,24772*4rea)+0,20126 0,99991 0,99982 13,28-212,50 6,52
cafeico [mg/L] = (0,11220%4rea)+0,70158 0,99863 0,99726 3,13 -50,00 9,00
siringico [mg/L] = (0,06936%3rea)+0,69644 0,9977 0,99541 2,34-3750 10,55
p-cumdrico  [mg/L] = (0,05997*4rea)+2,83309 0,99788 0,99576 8,13 -130,00 15,2
ferdlico [mg/L] = (0,10107*4rea)+0,56653 0,99926 0,99352 2,97 -4750 17,74
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Abstract:
foods, beverages, herbs and other plant extracts, but many chemical compounds may act as interfering agents, producing

Folin-Ciocalteu colorimetric assay (FC) is the most widely used assay to estimate the total phenolic content in

inaccurate estimations of the real concentration of phenolic compounds in the matrix. Based on this limitation, the
objective of this study was to compare, quantitatively, the Folin-Ciocalteu and Prussian Blue (PB) assays in estimating
the total phenolic content in purple grape juices (n = 20; Vitis labrusca L.) and teas (n = 25) from different botanical
origins using 96-well microplates. PB assay presented a low limit of detection (PB = 0.27 mg/L; FC = 0.25 mg/L)
and quantification (PB = 0.92 mg/L; FC = 0.82 mg/L), showing its suitability in screening the total phenolic content
in grape juices and teas. FC and PB assays presented a high association (P < 0.0001) for teas (r = 0.887) and grape
juices (r = 0.923). The advantages of PB over FC assay are its simplicity, low time consumption (15 min reaction as
compared to 60 min reaction for the FC assay), lower usage of reagents (solutions are prepared in a mM base), and
higher selectivity. Additionally, PB assay was proven to be reproducible and repeatable and, therefore, may be used as an
alternative to FC assay.

Keywords: bioactive compounds, Camellia sinensis, colorimetric method, method validation, Vitis labrusca

Practical application:
the total content of phenolic compounds in herbs and some natural products. In our study we showed that the advantages

Prussian Blue assay (PB) has been used as an alternative to Folin-Ciocalteu assay (FC) to estimate

of PB assay over FC are its simplicity, low time consumption (15 min reaction as compared to 60 min reaction for the
FC assay), lower usage of reagents (solutions are prepared in a mM base) and higher selectivity as compared to FC assay.
Additionally, PB assay was proven to be reproducible and repeatable and, therefore, may be used as an alternative to FC

assay.

Introduction

Scientific studies have shown that there is great interest in bioac-
tive compounds in food products and beverages consumed world-
wide due to the fact that experimental studies have indicated
that there is an inverse association between the consumption and
the development of non-transmissible chronic diseases, such as
atherosclerosis (Milella and others 2012), some types of cancer
(Gonzilez-Sarrias and others 2012), diabetes (Sreerama and others
2012), hyperlipidemia, including hypercholesterolemia (Sreelatha
and Inbavalli 2012), and chronic inflammation due to metabolic
disorders (Li and others 2014). Among these bioactive substances,
flavonoids, stilbenes, and phenolic acids are the most remarkable
and some of the most bioactive classes of compounds present in
foods and beverages (Brewer 2011; Liu 2013).

Research has focused on not only testing the beneficial health
effects of phenolic compounds in vitro and in vivo protocols,

MS 20151026 Submitted 6/17/2015, Accepted 8/16/2015.  Author are with

Graduate Program tn Food Science and Technology, State Univ. of Ponta Grossa,
Av Carlos Cavaleanti, 4748, CEP 84030—900, Ponta Grossa, PR, Brazil. Direct
inquiries to author Granato (E-mail: dgranato(@unepg.br or granatod(@gmail.com).

This article was originally published on 8 October 2015. Subsequently type-
setting errors in Equation 6 and Table 4 were corrected and the article was
published on 15 October 2015.

© 2015 Institute of Food Technologists
doi: 10.1111/1750-3841.13077

urth roductic

but also on the assessment of analytical methods to estimate
the total phenolic content in beverages and foods, such as teas,
fruits and fruit-based products, herbs, and medicinal plants. For
this purpose, some methods have been developed, tested and
validated: individual determination of phenolic compounds using
high-performance liquid chromatography (HPLC) (Granato and
others 2011b); HPLC coupled with mass spectrometry (Slatnar
and others 2014); gas chromatography (Wang and Zuo 2011);
HPLC tandem mass spectrometry and high resolution mass
spectrometry (Alakolanga and others 2014); biosensors (Portaccio
and others 2006); spectrophotometric assays that employ specific
chromophores, such as the Folin-Ciocalteu reagent and specific
inorganic salts that react with phenolic compounds in aqueous
solutions, such as potassium hexacyanoferrate (III) and Fast Blue
BB diazonium salt (Gonzilez and others 2003; Lester and others
2012; Zielinski and others 2014). Chromatographic and biosensor
analyses are somewhat expensive, time-consuming, require sample
preparation, and use of solvents in the mobile phase of HPLC
may represent a limitation to some laboratories. Thus, the use of
spectrophotometric assays to estimate the total phenolic content
of plant materials and food extracts is advantageous and takes less
time to be performed in the laboratory routine. One important
observation should be made here: Chromatographic techniques
(coupled to different detectors) are able to carry out the individual
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separation and identificadon of each phenolic compound in a
sample. In the same sense, colorimetric assays are a very useful
approach for screening purposes and the quantification is generally
given as “total phenolic content”. Thus the results obtained by
colorimetric and chromatographic methods are different (some-
times complementary) and pros and cons should be considered
when the phenolic compounds need to be studied in details.

Among those above-mentioned methods, the most traditional
and used assay that has been applied for a great variety of matri-
ces is the one that employs the Folin-Ciocalteu phenol reagent
(Singleton and Rossi 1965). In this method, molybdenum and
tungsten are in the oxidation state 6+, but in the presence of cer-
tain reducing agents, such as phenolic compounds, in an alkaline
medium, form a blue complex [(PM0W11O4)4_]. The color in-
tensity in the reaction medium is linearly correlated to the level
of reducing substances, such as polyphenols, sulfur dioxide, or-
ganic acids including ascorbic acid, sugars (fructose and sucrose),
and some amino acids present in the test sample. The absorp-
tion of this metallic complex lies between 620 and 760 nm, with
a maximum at A = 725 nm (Sousa and others 2007). In fact,
the spectrophotometric method using the Folin-Ciocalteu phe-
nol reagent is an estimate of the amount of phenolic compounds
present in the matrix. However, as Folin-Ciocalteu is an electron
transfer based assay and measures the reducing capacity of the ex-
tract, which has normally been expressed as “phenolic content,”
it would be more suitable to be called hydrophilic reducing capacity
assay taking into consideration the chemical interferences that act
as reducers present in almost all foods, beverages and herbal prepa-
rations, such as thiols, amino acids, proteins, some vitamins, and
inorganic ions (Prior and others 2005; Everette and others 2010;
Chen and others 2015). Besides the obvious drawbacks of this
method in assessing the real (accurate) total phenolic content of
extracts, many researchers have used it not only in many food ma-
trices, such as herbs, fruits, beers, but also in biological fluids, such
as urine (Medina-Remén and others 2009; Granato and others
2011a; Mraihi and others 2013; Campos and others 2015). Re-
gardless of this, studies have shown that Folin-Ciocalteu method is
not the best analytical approach (low specificity) to screen the total
phenolic content (Everette and others 2010). Therefore, alterna-
tive spectrophotometric methods should be tested and validated or
modification of the Folin-Ciocalteu method should be performed
(Cicco and others 2009; Medina 2011; Bueno and others 2012;
Blainski and others 2013; Bridi and others 2014).

One of these spectrophotometric alternatives that can replace
Folin-Ciocalteu is a method that involves a metallic complexation
reaction in an acidic medium, the Prussian Blue assay. It relies
on the reduction of Fe’™ to Fe’* by the development of the
iron (III) hexacyanoferrate (II) chelate, also known as Prussian
Blue, Fey[Fe(CN)g]5. The Prussian Blue metallic complex is not
so soluble in aqueous medium, so the readings of absorbance
at A = 725 nm should be performed within 20 min after all
reagents and sample are mixed to ensure color stability (Price
and Butler 1977). This method has been used to assess the
total phenolic content in some foods, such as plums (Slimes-
tad and others 2009), herbs (Pueyo and Calvo 2009), mush-
rooms (Reis and others 2012), and rice (Finocchiaro and oth-
ers 2010). An improvement of the initial methodology (that is,
concentration of reagents) was performed by Pueyo and Calvo
(2009), in which a lesser quantity of solvents is used (up to
300 L as compared to 3—4 mL) and readings of absorbance from
a large number of samples are made simultaneously using 96-well
microplates. This optimized and improved method has shown to
present low limits of detection and quantification (<1 pg/mL)
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and an intra-day coefficient of variation below 5%, indicating its
suitability, repeatability and reproducibility to analyze the total
phenolic content in herbs. In addition, the reduction of solvent
usage, simplicity and accuracy are some of the most important
positive characteristics of the method.

Based on the fact that most researchers apply colorimetric meth-
ods to screen the total phenolic content in food extracts, herbs,
nutritional supplements, and beverages and taking into consid-
eration that accurate, simple, low-cost, rapid, and reproducible
analytical methods are highly necessary and desired in routine
analysis, the objective of this study was to compare, quantitatively,
the Folin-Ciocalteu and Prussian Blue assays in estimating the total
phenolic content in grape juices and teas from different botanical
origins using microtiter 96-well plates.

Material and Methods

Chemicals

Monohydrate 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (gallic acid, HPLC
grade, 99% purity, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) was
used as the positive control of the experiments (analytical
curves). Ferric chloride hexahydrate (FeCl;.6H,O; Merck, Ger-
many), hydrochloric acid, Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, U.S.A.), sodium metabisulphite, glucose and ascor-
bic acid (Vetec, Brazil), and potassium hexacyanoferrate (IIT) -
K;[Fe(CN)¢] (Merck, Germany) were of analytical grade. Ultra-
pure water was used in the experiments.

Sampling and preparation of extracts

A total of 10 conventional and 10 organic purple grape juices
(Bordo and Isabel varieties, Vitis labrusca L.) produced in Rio
Grande do Sul, Brazil, 21Camellia sinensis var. sinensis teas (6
green, 5 white, 4 red, 4 black, and 2 yellow), and 4 roasted Iex
paraguariensis A. St.-Hil. (yerba mate) were used to compare the
Folin-Ciocalteu method with the Prussian Blue assay. Teas (v =
100 mL) were prepared using the same experimental procedures
(m=2.0g, T=80°C extraction time of 8.5 min under magnetic
stirring) described by Granato and others (2014b).

Estimation of total phenolic content

Folin-Ciocalteu assay. The total phenolic content in grape
juices and teas was assessed using the Folin—Ciocalteu assay (Sin-
gleton and Rossi 1965) adapted to 96-well microplates (Granato
and others 2015b). Firstly, samples were diluted appropriately (1:25
for juices and 1:10 for teas) with ultrapure water, and 25 pL of
this solution were mixed with 25 L of 3-fold-diluted Folin—
Ciocalteu reagent and 200 puL of ultrapure water. After 5 min, an
aliquot of 25 pL of a saturated sodium carbonate solution (10.6
/100 mL) was added to the mixture and the plate was shaken for
20 5. The mixture was allowed to stand for 60 min in the dark at
room temperature (25 °C) and the absorbance was measured at &
= 725 nm using a microplate reader (Epoch, BioteK, Winooski,
VT, US.A.). The total phenolic content was expressed as mg of
gallic acid equivalents per liter of beverage.

Prussian blue method. To estimate the concentration of total
phenolic compounds in juices and teas, the Prussian blue method
firstly suggested by Price and Buder (1977) and modified by Gra-
ham (1992) with adaptation to microplates was used (Pueyo and
Calvo 2009), with minor modifications. Briefly, an aliquot of
100 pL of a 050 mmol/L ferric chloride hexahydrate
(FeCl3.6H,0) diluted in HCI 0.01 mol/L was added to 100 pL
of properly diluted sample (~1:50 v/v in ultrapure water) and left
to react for 2 min. Then, 100 pL of a 0.50 mmol/L K3[Fe(CN)]
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Table 1-Parameters from the calibration curve, limit of detection (LOD), and quantification (LOQ) for Folin-Ciocalteu and Prussian

Blue assays.

Linearity range

Assay Analytical curve® (mg GA/L) R? R% gjusted  F-value  Pvalue® LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
Folin-Ciocalten  y = 244.42x — 21.15 0-180 0.977 0.974 296.88 <0.0001 0.25 + 0.08 0.82 4+ 0.25
Prussian Blue y=4421x—2.45 2.5-40 0.978 0.973 218.10 <0.0001 0.27 £ 0.06 0.92 £0.19

*Regression analysis was conducted using the absorbance in the x-axis and the gallic acid st
PProbability value obtained by ANOVA.

solution were added and microplates were shaken for 20 s. The
absorbance was recorded at A = 725 nm after 15 min reaction
in the dark at 25 °C using a microplate reader (Epoch, BioteK,
US.A)). The total phenolic content was expressed as mg of gallic
acid equivalents per liter of beverage.

Using the Prussian Blue method, the phenolic compounds (PC)
present in the extract test reacts with the hexacyanoferrate (IIT)
ion, [Fe(CN),]*~, which is reduced to hexacyanoferrate (II) ion,
[Fe(CN)g|*~. This ion reacts with ferric ion, Fe**, to form a blue
metallic complex, Fey[Fe(CN)g]s (Graham 1992). In summary,
both reactions may be described by Equations 1 and 2:

Q
J‘3—01-[

E— oH
I

L0+ 2rew — I’)] < oFen + 2Hs )
on” \}T" “om (.(’{PWT/ "o
OH o
2Fe + 2[Fe(CN}]t =—== 2[Fe(CN)}+ + 2Fe3 @)

The Prussian Blue metallic complex may precipitate in aqueous
medium depending on the concentration of phenolic compounds
in the extract, as shown by Equation (3). Therefore, the dilution
of samples is highly required if the Prussian Blue method is used
as screening method.

4Fe™ + 3[Fe(CN) 4]~ — Fe 4 [Fe(CN)gl ;). (3)

Analytical curves, repeatability, reproducibility, selectiv-
ity, and limits of detection and quantification. Standard so-
lutions with different concentrations of gallic acid (n = 8 for the
Prussian Blue assay and n = 9 for the Folin-Ciocalteu assay) were
prepared to construct the analytical curves. The solutions with dif-
ferent concentration of gallic acid were prepared for each replicate
(using the concept of “true replicates”) prior to the measurements
and 3 readings were computed to each concentration (Nunes and
others, 2015). Gallic acid was used as standard because of its avail-
ability, purity, and chemical stability. The limit of detection (LOD)
and quantification (LOQ) were calculated using the slope of the
analytical curves, which were obtained by the ordinary least square
method. For this purpose, the absorbance at A = 725 nm (x) was
plotted against the standard concentrations of gallic acid standard
solutions (y). Using the analytical curve, LOD and LOQ were
determined by Equation (4) and (5):

Lop = 2 4

=2 @
10s

toq="12 )

where s is the standard deviation of the ordinate intercept and b is
the slope of the analytical curve (Shrivastava and Gupta 2011).

andard concentrations in the y-axis.

The repeatability, which is the precision of the method, was
assessed using the same experimental conditions (sample, chemi-
cals, analyst, and equipment) and the same series of analysis in a
short interval of time. For this purpose, not only the repeatability
for each sample but also a series of 10 measurements was made
using a gallic acid solution at 30 mg/L for the Prussian Blue as-
say and 100 mg/L for the Folin-Ciocalteu method. The recovery
was calculated using 6 independent replicates and the 95% (o =
0.05 .". fy2s) confidence interval (CI) was calculated taking into
consideration the population of n = 10 replicates and the respec-
tive standard deviation, o (Equation (6)):

o
0 =3 —
CI(95% confidence) = & £ tup0 7

Reproducibility, which refers to the precision of the results
obtained for the same sample but using different conditions (that
1s, analysis in different days and analysts) was analyzed 3 times for
a period of 3 different days, using the same equipment, with a
gallic acid solution at 30 mg/L for the Prussian Blue assay and
100 mg/L for the Folin-Ciocalteu method.

The selectivity of Folin-Ciocalteu and Prussian Blue methods
was assessed by using ascorbic acid, sodium metabisulphite, and
a reducing sugar, namely glucose. For that purpose, a pure pur-
ple grape juice was spiked at concentration of 212 mg/L, 68
mg/L, and 10 g/L, respectively, and immediately analyzed tor to-
tal phenolic content in 2 independent experiments and a total of
n = 6 readings were recorded for each experiment. Data were
compared using one-way analysis of variances followed by the
Duncan’s multiple comparison test after the premise of ho-
moscedasticity was applied (Levene’s test). A P-value below 5%
was used to highlight differences.

(6)

Data analysis

Results are presented as means (@) £ standard deviation (s) of 3
replicates. The relative standard deviation, %RSD, was calculated
using the Equation (7):

%RSD = (s /u) x 100, (7)

Linear correlation analysis between Folin-Ciocalteu and Prus-
sian Blue method for each type of beverage (either for tea or
grape juice) was based on the Pearson’s correlation coefficient
(Granato and others 2014a) and the ordinary least-squares method
was used to plot the results graphically. The statistical significance
of the models (P value) was computed using one-way-ANOVA
and the coefficient of determination (R?), adjusted R?, and the
standard error of estimate were also calculated. The normality of
the data sets and residuals from the regression analysis was formally
checked using the Shapiro—Wilks test. For the descriptive and in-
ferential analysis, Action v. 2.9 (Statcamp, Brazil) and Statistica
v. 7.0 (Statsoft, U.S.A.) statistical packages were used. P values
below 5% were used to reject the null hypothesis.
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Table 2-Recovery, repeatability and reproducibility of Prussian Blue and Folin-Ciocalteu assays performed in 96-well microplates,

including the confidence interval (CI) at 95%.

Validation parameter

Prussian Blue assay

Folin-Ciocalteu assay

Recovery/accuracy (%)
R epeatability/intraday precision (%R SD)
Reproducibility/interday precision (%RSD)

109.70 £ 1.69 (Closy, = 32.44 — 33.38 mg/L)
2.00
1.46

98.20 £+ 1.14 (Clgsy, = 93.53 — 102.88 mg/L)
6.65
1.13

Results and Discussion

In order to compare quantitatively the contents of total phenolic
compounds measured by the Prussian Blue and Folin-Ciocalteu
methods, a study was conducted to assess the linearity and lim-
its of detection and quantification for both assays (Table 1). For
this purpose, an analytical curve using gallic acid as standard was

Table 3-Total phenolic content of commercial teas and pur-
ple grape juices assessed by Folin-Ciocalteu and Prussian Blue
assays.

Folin-Ciocalteu
assay (mg/L)

Prussian-Blue

Sample codes assay (mg/L)

Teas

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
9 1865 £+ 30.39 1717 £ 212.38
10 1315 £+ 52.84 1213 £ 2291

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

Grape juices

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
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constructed using evenly spaced concentrations in a defined range.
It is possible to observe that both analytical methods presented
LOD below 0.5 mg/L and LOQ below 1 mg/L. The analytical
curves presented high R? and Rgmj and F-values, indicating that
most experimental variability was explained by the linear model
and the analytical curves were highly significant (P < 0.0001)
when analysis of variances was applied. Addidonally, residual anal-
ysis was carried out graphically to check for trends and obvious
patterns (normality plot) and Shapiro—Wilks test showed that the
analytical curves (linear regression models) were suitable to de-
scribe the quantification of gallic acid as the residuals conformed
to the normal distribution (Prussian Blue: /= 0.95, P = 0.75;
Folin-Ciocalteu: W= 0.92, P = 0.36).

The validation parameters for Folin-Ciocalteu and Prussian Blue
methods are shown in Table 2. The intra-day precision of Prus-
sian Blue and Folin-Ciocalteu methods, also known as repeata-
bility, were 2.00 and 6.65% RSD, respectively, which means both
methods presented a suitable precision under the same operating
conditions over a short interval of time. Likewise, the interday pre-
cision, here named reproducibility, was way below the maximum
acceptable limit of 10% (Magnusson and Ornemark 2014). The
recovery of analytical procedures, also known as accuracy, is related
the closeness of agreement between the theoretical (a known con-
centration) and the experimental value, and the methods evaluated
in the current work were shown to present a high recovery. For the
Prussian Blue assay a recovery value of 109.70 £ 1.69% (n = 10;
Closyconfidence = 32.44 — 33.38 mg/L) was obtained, while for the
Folin-Ciocalteu method the recovery was 98.20 £ 1.14% (n = 10;
Closyiconfidence = 93.53 — 102.88 mg/L). The smaller the recovery,
the larger is the bias that affects the method and thus the lower the
trueness (U.S. FDA 2000). One important aspect of recoveries near
100% is that it is an indication of an almost complete mass balance
of the recovery standard. Additionally, for experimental purposes,
the method can be considered accurate if the recovery percent-
ages are between 85% and 115% (U.S. FDA 2000). Herein, our
experimental data clearly show the appropriateness of both Folin-
Ciocalteu and Prussian Blue assays in estimating the total phenolic
content using 96-well microplates. The results are in-line with
those reported by Blainski and others (2013), who evaluated some
modifications on the original Folin-Ciocalteu method to mea-
sure the total phenolic content of Limonium basiliense, a typical
Brazilian herb used for tea preparation, and obtained a LOD =
1.84 pg/mL, LOQ = 3.34 ug/mL, repeatability of 4.98%, and
recovery of about 90%.

The total phenolic content of purple grape juices is in accor-
dance with those reported for juices produced either in Brazil (n
= 65; 368-2307 mg GAE/L) or European countries (n = 31;
343-2248 mg GAE/L) (Granato and others 2015a; Granato and
others 2015¢). Likewise, the total phenolic contents of C. sinensis
and I. paraguariensis teas are in-line, but slightly lower as com-
pared to levels reported in commercial tea samples (140-967 mg
GAE/L) (Reta and others 2012; Bassani and others 2014a; Bassani
and others 2014b; Granato and others 2015a; Zielinski and others,
in press).



Prussian Blue assay for total phenols...

In general, Folin-Ciocalteu data showed the total phenolic con-
tent of grape juices varied between 709 and 3580 mg GAE/L and
for teas this number was in the range 524 to 1820 mg GAE/L
(Table 3). The Prussian Blue data, overall, showed lower levels of
phenolic content: 380 to 1865 mg GAE/L for teas (13 out of 25
mean values with lower levels) and 449 to 1783 mg GAE/L for
grape juices. It is noteworthy that all mean values of total phe-
nolic content in grape juices determined using the Prussian Blue
method were lower than those determined by the Folin-Ciocalteu
assay, corroborating the results obtained by Padda and Picha (2007)
for sweet potato roots (Ipomoea batatas L.) and for raw and cooked
baby artichokes (Cynara scolymus L.) (Lutz and others 2011).

Gonzilez and others (2003) assessed the total phenolic content
of 14 propolis samples from Argentina by means of the Folin-
Ciocalteu, Prussian Blue, and o-phenanthroline methods using
gallic acid, vanillin, cafteic acid, quercetin, and 3,4-dihydroxy ben-
zoic acid as the chemical standards for the analytical curve. Authors
concluded that Folin-Ciocalteu yielded the highest values between

methods while Prussian-Blue assay presented intermediate results
and the highest sensitivity, corroborating earlier observations (Bu-
dini and others 1980). Unlike of what was observed in this study,
Deshpande and Cheryan (1987) quantified the total content of
phenolic compounds in 10 genotypes of beans (Phaseolus vulgaris
L)) using 4 different methodologies, including the HCl-vanillin as-
say, Prussian Blue, Folin-Ciocalteu, and protein precipitate phenol
test. Authors verified that PB method yielded higher total phe-
nolic content (P < 0.05) than the Folin-Ciocalteu assay but these
methods presented a strong correlation. These results altogether
suggest that there 1s a strong matrix effect on the quantitative value
of Folin-Ciocalteu and Prussian Blue assays.

Although PB and FC entail redox reactions to produce com-
plexes with the increase of absorbance at a specified wavelength
(A = 620 to 760 nm), differences in values between FC and PB
assays are related to the reagent sensitivity, redox potential of the
medium and, most importantly, by the reducing capacity of the
compounds in the reaction medium. One should bear in mind that

y= 439.67 + 0.67x; R*=0.786; R%q = 0.777;
r=0.887; p < 0.0001
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the FC assay employs a basic environment (pH ~ 10) enhancing
the proton dissociation of phenolic compounds into phenolates
(higher sample’s reducing capacity) while the chemical reaction
in the PB assays occurs in acidic medium, which in turn may
suppress the sample’s reducing capacity because of low protona-
tion rate (Apak and others 2013). This may explain lower results
obtained here and in other studies.

Although the mean values between methods were different,
correlation analysis was applied to check for association between
assays. The correlation between both analytical methods using ei-
ther C. sinensis and I. paraguariensis teas or purple grape juices is
shown in Figure 1. For the tea samples (n = 25), a correlation
coefhicient r = 0.887 (P < 0.0001) together with a high adjusted
R? (0.777) were obtained (Figure 1A), while for purple grape
juices (n = 20), a correlation coefficient r = 0.923 (P < 0.0001)
and a close agreement between R? and Rzadj were also obtained
(Figure 1B). The residual analysis showed no obvious trends (data
not shown) and the Shapiro-Wilk test revealed that for both re-
gression analysis, the residuals were normally distributed (W =
0.94, P = 0.15 for teas; W = 0.95, P = 0.35 for grape juices).
These results show that although Folin-Ciocalteu and Prussian
Blue assays give different quantitative values in terms of gallic
acid equivalents, there is a high correlation between values of the
2 assays.

Similarly to other analytical methods, Prussian Blue assay also
presents some limitations. For example, Budini and others (1980)
assessed the total phenolic content of strawberries and verified
that ascorbic acid seems to be an interfering agent in those sam-
ples, indicating that sugars and some nitrogen-based compounds
did not affect the redox reaction. So, the Prussian Blue method
has been proven to be an effective and rapid analytical strategy to
determine vegetable total phenolic content (and their degree of
ripeness). However, some observations should be made about the
Prussian Blue assay: temperature, pH, and order in which reagents
are added in tubes/microplate wells should be monitored as they
may affect the formation of Fey[Fe(CN)¢]3 (Prussian Blue metal-
lic complex). Additionally, as the formation of the PB complex
is time-dependent, a short (<20 min) incubation period is rec-
ommended to avoid the increase of color density outside the lin-
earity range (following the Lambert-Beers law) (Bravo & Mateos
2008).

Using the Levene’s test (F-value = 2.071, P= 0.136 for Prussian
Blue and F-value = 2.141, P = 0.129 for Folin-Ciocalteu) exper-
imental data were regarded as homoscedastic, and a P < 0.001 was
obtained for both methods when comparing the treatments (re-
ducing agents: glucose, ascorbic acid, and sodium metabisulphite)
by one-way ANOVA. When the Duncan’s multiple test was used
to compare the means, it was possible to observe that Prussian
Blue results were only increased by the ascorbic acid addition
but the mean values for juices spiked with sodium metabisulphite
and glucose are statistically similar with the pure juice—control
(Table 4). On the other hand, the Folin-Ciocalteu assay seemed
to suffer interferences from ascorbic acid, glucose, and sodium
metabisulphite when the Duncan’s test was used, corroborating
earlier observations that FC assay presents low selectivity (Sanchez-
Rangel and others 2013; Olgun and others 2014). Additionally,
using the whole data set (n = 24 observations), correlation analysis
showed that PB and FC data were convergent (r = 0.732, P <
0.001), although higher values were observed for FC assay.

From a practical standpoint, the use of Prussian Blue method
in assessing the total phenolic content of fruit juices and teas is
advantageous as low quantities of reagents is necessary (up to 300
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Table 4-Selectivity of Prussian Blue and Folin-Ciocalteu meth-
ods toward some interfering compounds in pure purple grape
juice.

Experiment Prussian Blue Folin-Ciocalteu

Pure juice - control (n = 6) 1275.82° + 2599 1638.62> + 46.17

Ascorbic acid® (n = 6) 1486.56" & 57.15  1748.22* + 58.08
Sodium metabisulphite® (1= 6)  1275.00° 4+ 2558  1551.01° + 62.65
Glucose® (n = 6) 1272.14° 4+ 31.63  1532.68° + 93.86

*Concentration of 212 mg/L.

b Concentration of 68 mg/L.
“Concentration of 10 g/L. Different letters in the same row represent statstically
significant results (P < 0.05) according to the Duncan’s multiple comparison test,

#L compared with ~3 mL used in the FC assay), only 15 min
reaction time is required (compared with 60 min used in the Folin-
Ciocalteu assay) and this method was proved to be more selective
as compared to Folin-Ciocalteu.

Conclusions

As a conclusion, these results all together analyzed showed that
Prussian Blue method has shown to be reproducible and repeatable,
showing it 1s possible to use it as a screening method to estimate
the total phenolic content of grape juices and teas. Correlation
analysis between the most used method (Folin-Ciocalteu) and the
Prussian Blue assay evidenced a high and statistically significant
association between methods. The advantage of Prussian Blue
assay over Folin-Ciocalteu is its simplicity, low time consumption
(15 min reaction as compared to 60 min reaction for the Folin-
Ciocalteu assay), lower usage of reagents (solutions are prepared in
a mM base) and higher selectivity. In this sense, the use of Prussian
Blue assay to estimate the total phenolic content of food extracts,
herbs and other food matrices is stimulated.
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