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Resumo 

 
Os compostos fenólicos são responsáveis pela cor, sabor e aroma dos vinhos, 

além da presença dos mesmos estarem associados com alguns efeitos benéficos à 

saúde humana. Neste trabalho foram utilizados métodos cromatográficos por CG MS 

para a determinação de ácido gálico, (+)-catequina, resveratrol, quercetina, 

malvidina. As concetrações de quercetina variam de 2,4 a 3,0 mg L-1 , ácido gálico de 

21,4 a 56,3 mg L-1 , resveratrol 1,5 a 5,9 mg L-1, malvidina 15,3 a 32,2 mg L-1, 

catequina 11,71 a 18,2 mg L-1. Foi utilizado método eletroforético (CZE DAD) para a 

determinação de quercetina, caempferol, miricetina, ácidos siringico, gálico e cafeico. 

As concentrações de ácido gálico nas amostras de vinhos variaram de 16,00 a 42,00 

mg L-1, Caféico (3,16 a 5,18 mg L-1), Siríngico (5,73 a 13,05 mg L-1),  kaempferol ( 

2,32 a 4,33 mg L-1), Quercetina (1,68 a 4,03 mg L-1), Miricetina (7,52 a 25,13 mg L-1). 

Outra gama de compostos foram determinados por HPLC-DAD-Fluorescência (acido 

gálico, hidroximetil furfural, ácido vanílico, ácido caféico, ácido p-Cumárico, ácido 

ferúlico, caftárico, cis-cutárico, fertárico, trans-cutarico). A concentração de acido 

caftárico variou de 13,28 a 46,83 mg L-1, cis-cutárico de 1,01 a 2,13 mg L-1, trans-

cutárico de 2,13 a 17,56 mg L-1, fertárico de 1,11 a 2,43 mg L-1, ácido p-Cumárico de 

0,26  a 12,46 mg L-1, ácido ferulico de 0,31 a 3,97 mgL-1, Hidroximetil furfural de 0,59 

a 8,83 mg L-1, ácido vanílico de 2,90 a 11,57 mg L-1, ácido caféico de 4,20 a 14,20 

mg L-1, ácido p-Cumárico de 0,26  a 12,46 mg L-1, ácido ferulico de 0,31 a 3,97 mg L-

1. Utilizou-se UPLC DAD para a identificação e determinação de antocianinas nos 

vinhos. A concentração para Delfinidina -3-O glicosídeo variou de 0,18 a 57,61 mg L-

1, Cianidina-3-O glicosídeo de 0,17 a 207,45 mg L-1, Peonidina -3-O glicosídeo de 

0,19 a 2,88 mg L-1, malvidina -3-O glicosídeo de 1,05 a 11,97 mg L-1, Cianidina-3-O-

p-cumaroilglicosídeo de 0,25 a 3,83 mg L-1, a Peonidina -3-O-acetilglicosídeo foi 

encontrada em uma única amostra e sua concentração foi de 11,10 mg L-1, o teor de 

malvidina-3-O-acetilglicosídeo variou de 0,23 a 64,96 mg L-1, malvidina-3-O-

cafeoilglicosídeo variou de  0,35 a 2,82 mg L-1.  Foram também avaliados outros 

compostos fenólicos por HPLC DAD MS. Os métodos desenvolvidos apresentaram 

precisão,  exatidão e uma boa linearidade. 
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Abstract  

 
 The phenolic compounds are responsible for the colour and flavour of the 

wines, besides the presence of the same ones they be associated with some 

beneficial effects to the human health. In this work chromatographic method were 

used by CG MS for the determination of gallic acid, catechin, resveratrol, quercetin, 

malvidin. The quercetin concentration vary from 2.4 to 3.0 mg L-1, gallic acid from 

21.4 to 56.3 mg L-1, resveratrol 1.5 to 5.9 mg L-1, malvidin 15.3 to 32.2 mg L-1, 

catechin 11.71 to 18.2 mg L-1. Eletrophoretic methods was used (CZE DAD) for the 

quercetin determination, kaempferol, myrecetin, siringic acid, gallic and cafeic acids. 

The concentrations of gallic acid in the samples of wines varied from 16,00 to 42,00 

mg L-1, cafeic acid (3.16 to 5.18 mg L-1), siringic acid (5.73 to 13.05 mg L-1), 

kaempferol (2.32 to 4.33 mg L-1), quercetin (1.68 to 4.03 mg L-1), myrecetin,  (7.52 to 

25.13 mg L-1). Other range of compounds were certain for HPLC-DAD-fluorescence 

(gallic acid, hidroximetil furfural, vanillic acid, cafeic acid, p-Cumaric acid, ferulic acid, 

caftaric acid, cis-cutaric acid, fertaric acid, trans-cutaric acid). The concentration of  

caftaric acid varied from 13.28 to 46.83 mg L-1, cis-cutaric acid from 1.01 to 2.13 mg 

L-1, trans-cutaric acid from 2.13 to 17.56 mg L-1, fertaric acid from 1.11 to 2.43 mg L-1, 

acid p-Cumaric from 0.26 to 12.46 mg L-1, ferulic acid from 0.31 to 3.97 mgL-1, 

Hidroximetil furfural from 0.59 to 8.83 mg L-1, vanillic acid from 2.90 to 11.57 mg L-1, 

acid caféico from 4.20 to 14.20 mg L-1, acid p-Cumárico from 0.26 to 12.46 mg L-1, 

acid ferulico from 0.31 to 3.97 mg L-1. UPLC DAD was used for the identification and 

anthocianins determination in the wines. The concentration for Delphinidin -3- 

glycoside varied from 0.18 to 57.61 mg L-1, Cianidina-3-the glycoside from 0.17 to 

207.45 mg L-1, Peonidin-3-glycoside from 0.19 to 2.88 mg L-1, malvidin -3-The 

glycoside from 1.05 to 11.97 mg L-1, Cianidin-3-o-p-cumaroylglycoside from 0.25 to 

3.83 mg L-1, Peonidin-3-o-acetilglicosídeo it was found in a single sample and his/her 

concentration was of 11.10 mg L-1, the tenor of malvidina-3-the-acetilglycoside it 

varied from 0.23 to 64.96 mg L-1, malvidina-3-o-cafeoil glycoside it varied from 0.35 to 

2.82 mg L-1.  They were appraised also others composed fenólicos for HPLC DAD 

MS. The developed methods presented precision, accuracy and a good linearidade. 
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Capitulo I 
 
 
 

1.0 Introdução 

 
 
 
 

A uva é um dos frutos que possui alta concentração de açúcar, além de possuir 

sumo abundante e caracteriza-se pela facilidade em sofrer um processo de 

fermentação quando em contato com microorganísmos, em especial as leveduras, 

produzindo uma das bebidas mais consumidas no mundo, desde a antiguidade até 

os tempos atuais: o vinho. A origem desta bebida é tão antiga que remota da pré-

história e das antigas civilizações egípicias, babilônicas e Greco-romanas. Assim, a 

história do vinho está atrelada com a descoberta das primeiras reações químicas 

percebidas pelo homem: a fermentação e a oxidação.   

Os vinhos, de maneira geral, são constituídos de água, álcoois, açúcares, ácidos 

orgânicos, proteínas, polifenóis, sais minerais e vitaminas. Cada grupo de 

constituintes do vinho é composto por dezenas, e às vezes centenas, de compostos 

químicos. Esta composição química está intimamente ligada com a origem das uvas; 

ou seja, o tipo de solo, clima, região onde são cultivadas estas uvas e o tipo de 

tratamento pelos quais estas são submetidas durante o processo de produção e 

conservação do vinho. A obtenção de um vinho de boa qualidade requer, 

principalmente, um grande conhecimento e constante monitoramento dos 

compostos químicos presentes na uva. 

A conservação do vinho em barris de carvalho durante o seu amadurecimento é 

uma prática antiga, que promove uma mudança nas propriedades organolépticas, 

como cor e sabor, preparando a bebida para posterior envelhecimento nas garrafas. 

Este tipo de alteração pode ocorrer devido à modificação da estrutura de compostos 

fenólicos presentes na bebida, através do fenômeno de óxido-redução. É importante 
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destacar que os compostos fenólicos presentes no vinho tinto é muito mais 

complexo do que o presente na própria uva, que é constituída de antocianinas 

monoglicosídicas, encontradas em sua maioria no estado livre, e de taninos mais 

polimerizados formados a partir de procianidinas, conforme a sua origem (película, 

semente ou engaço). As combinações tanino-antocianina estão presentes no vinho 

desde a vinificação e sua formação depende das condições das operações 

executadas. Os fenômenos oxidativos ligados à conservação de vinho na madeira 

são particularmente complexos, pois eles conduzem à estabilização da cor vermelha 

do vinho e à modificação das estruturas de seus taninos, desde que a oxidação seja 

conduzida quando o teor dos compostos fenólicos do vinho for suficiente. O ácido 

gálico e os taninos gálicos, provenientes da madeira, são os elementos que 

favorecem essa oxidação. Todos estes compostos citados anteriormente são 

responsáveis pelas propriedades que conferirão ao vinho características que farão 

dele uma bebida de boa ou de má qualidade.  

De um modo geral as ciências contribuem muito para a melhoria do controle de 

qualidade do vinho, desenvolvendo pesquisas sobre o cultivo, processos 

fermentativos e de envelhecimento. Vários estudos demonstram [1,2] que a 

presença de substâncias fenólicas e/ou flavonóides no vinho contribuiram para a 

melhoria da saúde humana, pois alguns destes compostos possuem ações anti-

séptica, anti-virótica e protetora dos vasos sanguíneos, podendo prevenir as 

doenças vasculares e retardar o envelhecimento [3]. Dentre estes compostos 

encontrados nos vinhos pode-se destacar o resveratrol, catequina, epicatequina e 

quercetina. No contexto dos compostos fenólicos, os flavonóides, especialmente as 

proantocianidinas, são os principais responsáveis pelas sensações gustativas dos 

vinhos, nomeadamente ao nível da adstringência, assumindo ainda um importante 

papel no envelhecimento do vinho.  

O resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxistilbeno), encontrado em maior concentração 

nas cascas da uva, é uma substância produzida pela videira que atua como uma 

resposta à invasão por fungos do tipo Botrytis cinerea, por isso o resveratrol é 

considerado uma fitoalexina. A concentração destas substâncias no vinho é utilizada 

como parâmetros para a determinação da qualidade da bebida [4]. Esta substância 



3 
 

  

possui comprovada ação biológica no organismo humano, prevenindo problemas 

cardíacos, pois reduz a susceptibilidade das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

a peroxidação lipídica, ou seja, efeito antioxidante. 

Estudos mostram que a quercetina possui várias atividades biológicas. Assim 

como o resveratrol, esta substância protege a oxidação do LDL do colesterol [5]. 

Além disso, está evidenciado um efeito sinergístico entre etanol, quercetina e 

resveratrol na inibição da enzima óxido nítrico sintase envolvida nos danos das 

paredes vasculares e do DNA [6]. 

A presença de polifenóis em vinhos está relacionada com a cor e o sabor do 

produto, conferindo adstringência e corpo a bebida. O conhecimento da composição 

de polifenóis mostra-se muito importante para identificar a idade, a origem do 

produto e para colaborar na solução de problemas relacionados com a coloração e 

estabilidade dos vinhos [7].   

No Brasil, as principais regiões produtoras de vinhos (Figura 1), são: Rio Grande 

do Sul, onde se concentra a maior parte da produção nacional, Vale do Rio Peixe, 

em Santa Catarina, e o vale do Rio São Francisco, na divisa entre Bahia e 

Pernambuco. É neste último, especialmente na cidade de Santa Maria da Boa Vista 

próxima a Petrolina e Juazeiro, na fronteira entre Pernambuco e Bahia, que a 

produção vinícula nacional tem se mostrado bastante promissora. Nesta região, 

técnicas de cultivo diferenciadas pela irrigação mecanizada permitem a produção de 

até 2,5 safras por ano, numa vinicultura que desperta a curiosidade do mundo com 

seus bons vinhos de latitude impensável até então. 

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um conjunto de métodos que 

permitam avaliar a qualidade dos vinhos produzidos na região do vale do São 

Francisco, estabelecendo assim critérios que permitam a esta região vinícola 

melhorar as condições dos vinhos brasileiros, conferindo-lhes maior competitividade, 

em âmbito nacional e internacional, e fortalecendo a economia da região e também 

do país. 
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1.1 Vinhos no Brasil 
 
 

 
No Rio Grande do Sul concentra-se mais de 90% da produção vinícola do país e 

lá estão as maiores vinícolas brasileiras. A maior parte destas vinícolas está localizada 

na Serra Gaúcha região de montanha ao norte do estado, destacando-se as cidades de 

Bento Gonçalves, Garibaldi e Caxias do Sul, seguidas de Flores da Cunha, Farroupilha 

e Canela, e o restante em Erechin, no noroeste do estado; Jaguari, no sudoeste; 

Viamão e São Jerônimo, no centro-leste; Bagé, Don Pedrito, Pinheiro Machado e 

Santana do Livramento, no extremo sul.  

Uma pequena parte dos vinhos brasileiros é proveniente de diminutas regiões 

vitivinícolas (Figura 1), situadas nos estados de Minas Gerais (municípios de Andradas, 

Caldas, Poços de Caldas e Santa Rita de Caldas), Paraná, Pernambuco (Santa Maria 

da Boa Vista e Vitória de Santo Antão), Santa Catarina (Urussanga) e São Paulo 

(Jundiaí e São Roque).  

No quadro vinícola descrito para as regiões fora do Rio Grande do Sul, existe 

uma região do semi-árido brasileiro situada no Nordeste brasileiro. É o promissor Vale 

do rio São Francisco (Figura 2), especialmente na cidade de Santa Maria da Boa Vista, 

próxima de Petrolina e Juazeiro, na fronteira de Pernambuco e Bahia. O vale do São 

Francisco vem tornando-se um dos importantes produtores vitivinícolas do país. 

Responsável por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela produção de 5 

milhões de litros de vinho por ano. A vinicultura pernambucana/baiana já detém 15% do 

mercado nacional é o Vale do São Francisco, única região do mundo que produz duas 

safras e meia por ano).  

Na literatura tem sido descrito poucos trabalhos sobre vinhos brasileiros. Estes 

trabalhos descrevem vinhos elaborados principalmente na região sul do Brasil [8,9], 

sendo os dados disponíveis, ainda são bastante limitados. 
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              Figura 1 : Mapa das Regiões vitivinícolas brasileira [10]. 

 

 
Figura 2: Mapa da Região vitivinícola do Vale do São Francisco [10] 
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1.2 Vinho e saúde  
 
 

 

Muitos trabalhos já foram publicados descrevendo vários procedimentos para a 

determinação de polifenóis em vinhos e a relação dos mesmos com sua capacidade 

antioxidante [11], que é a habilidade em seqüestrar espécies de oxigênio ativo. Dentre 

os compostos que apresentam esta capacidade destacam-se os flavanóis [12,13], as 

antocianinas [14,15], e ácido tânico [16].   

Além da capacidade antioxidante, foram investigadas outras propriedades que 

poderiam estar relacionadas com a presença deste e de outros compostos fenólicos, 

como ação anti-inflamatória, antiviral [1,2], antialérgicos [17], anticarcinogênicos [18] e a 

prevenção de doenças cardiovasculares [19,20]. Com todas estas propriedades o vinho 

passou a ser um aliado muito importante para a saúde humana, sendo inserido na lista 

dos alimentos funcionais, definidos como sendo alimentos que proporcionam efeitos 

fisiológicos benéficos à saúde, além de satisfazer as necessidades nutricionais 

clássicas. Para um alimento ser classificado como funcional, ele deve ter efeito 

relevante na saúde e no bem estar ou resultar na redução do risco de doenças. O 

componente funcional pode ser um macronutriente, um micronutriente ou um 

componente não nutritivo [21].   

Quanto ao papel dos polifenóis como metabólitos em plantas é importante 

mencionar que os mesmos participam no metabolismo das plantas, sendo responsáveis 

pelo crescimento e interação com outros organismos vivos. Uvas e vinhos contêm altos 

teores de fenólicos, principalmente flavonóides com concentrações variando de 1000 a 

1800 mg L-1 [22].   

Após vários estudos foi sugerido que o consumo moderado de vinho auxiliava na 

proteção contra doenças coronárias. As investigações sobre este tema foram iniciadas 

com a divulgação do "Paradoxo Francês" relatado por Renaud & de Lorgeril [23], onde 

os autores constataram que apesar dos franceses possuírem hábitos alimentares pouco 

recomendáveis, como alta ingestão de gorduras saturadas e sedentarismo, a incidência 

de doenças cardiovasculares na população em geral era relativamente baixa. Este fato 

foi atribuído ao consumo regular de vinho pelos franceses [24].  
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Estudos in vitro indicam que o resveratrol pode atuar como cardioprotetor por 

uma série de mecanismos, como: inibição da agregação plaquetária (formação de 

trombos), da proliferação de células musculares lisas e da oxidação do mau colesterol 

(LDL); redução da síntese de certos lipídeos e eicosanóides que podem promover 

inflamação e aterosclerose; e supressão de certos tipo de arritmia [25]. Outro estudo in 

vitro mostrou ainda a atividade anticarcinogênica e quimiopreventiva do resveratrol, que 

pode atuar nas fases de iniciação, promoção e progressão de células tumorais [21].  
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Capitulo II  

 
 
 
 

2.0. Características da estrutura dos polifenóis   

       

Uma das possíveis classificações dos polifenóis das uvas e dos vinhos é a sua 

divisão em compostos flavonóides e em não flavonóides (Figura 3). Ao primeiro grupo 

pertencem as flavanas, os flavonóis e as antocianinas, estas últimas apenas existentes 

nas uvas tintas. Ao segundo grupo pertencem os ácidos benzóicos e os ésteres 

tartáricos dos ácidos da série cinâmica. Existem ainda outros compostos fenólicos como 

os estilbenos (vide página 11). 

HO

HO 

CO2H
HO CO2H

HO 

HO 

 

(a) Ácido caféico                                                        (b) Ácido gálico 

                    

HO

HO 

O

O

C2OH

C2OH

OH

O

OH

 

(c) tartarato de cafeóila                                                                 (d) ácido cinâmico                          

 

 

 

 

                   (e) ácido p-cumárico  

Figura 3 . Compostos fenólicos de natureza não flavonóidica encontrados em uvas e 

vinhos. 

H 

O

OHHO 
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3.0 Composição de natureza não flanoídica  

 
 
 

Os compostos não flavonóides compreendem os ácidos fenólicos, benzóicos e 

cinâmicos e outros derivados fenólicos como os estilbenos (Figura 4). Nas uvas, os 

ácidos fenólicos são principalmente os ácidos hidroxicinâmicos que se encontram nos 

vacúolos das células das películas e polpas.  Os ácidos fenólicos são incolores quando 

se encontram em solução hidroalcoólicas, contudo podem adquirir uma coloração 

amarelada depois dos processos de oxidação, e são responsáveis pelo aparecimento 

de uma coloração acastanhada nos vinhos [26]. Embora não exerçam uma influência 

direta no gosto dos vinhos, estão implicados no aparecimento de fenóis voláteis depois 

da ação de certo microrganismos com conseqüentes alterações aromáticas.  

 

 

3.1. Ácidos benzóicos 

 

 

Dos ácidos derivados do ácido benzóico, destacando-se os ácidos vanílico, 

siríngico e salicílico, que aparecem ligados às paredes celulares e, principalmente, o 

ácido gálico, que se encontra esterificado aos flavanóis. Outros ácidos benzóicos 

existentes em menor quantidade são o protocatéquico, o gentísico, e o p-

hidroxibenzóico. Estes ácidos encontram-se nas uvas na forma de ésteres e no decurso 

da elaboração e conservação do vinho vão sofrendo uma hidrólise lenta. Podem ser 

encontrados livres ou combinados. 

 

3.2 Ácidos hidroxicinamil tartáricos 

 

 

Os ácidos fenólicos da série cinâmica encontram-se na uva esterificados com o 

ácido tartárico, formando monoésteres. Na Figura 3 encontra-se representado o ácido 
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cinâmico, do qual derivam os ácidos fenólicos desta série, e os ácidos cinâmicos mais 

importantes, como o ácido ferrúlico, o ácido p-cumárico e o ácido caféico. Os ésteres 

ácidos hidroxicinamil tartáricos estão presentes no sumo de uva e tem um papel 

fundamental no fenômenos de acastanhamento oxidativo que os mostos ou vinhos 

brancos podem sofrer. 

 

 

3.3 Estilbenos 

 

 

Devido, principalmente, às suas propriedades antioxidantes, os compostos 

fenólicos dos vinhos tintos, particularmente os estilbenos, podem ser responsáveis 

pelos efeitos benéficos do vinho à saúde humana. Dentre os estilbenos conhecidos 

destacam-se o trans e cis-resveratrol, o trans e cis-piceid e o trans-astringina (Figura 4). 

Assim como o resveratrol, o trans e cis-piceid são fisiologicamente tão importantes 

quanto o mesmo. O trans-astringina é um estilbeno que apresenta um grupo hidroxila 

adicional na sua estrutura que aumenta suas propriedades antioxidativas, quando 

comparada com o piceid e com o resveratrol. A concentração de estilbenos, nas uvas e 

vinhos, pode variar de acordo com a variedade, a origem geográfica, o ataque de 

patógenos e o processo de fermentação. 
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R4

R3

R1   R2

R3

R4

R1   R2

R4

R3

R1   R2

R3

R4

 

 
 

 R1 R2 R3 R4        
1 OH OH H OH    R1 R2 R3 R4 
2 GlcO OH H OH   4 OH OH H OH 
3 GlcO OH OH OH   5 GlcO OH H OH 

 
 
Figura. 4. Estrutura química de estilbenos  frequentemente encontrados em vinhos. 1 e 

4, trans- e cis-resveratrol; 2 e 5, trans- e cis-piceid; 3 trans-astringina. 

 

Um estudo feito com vinhos de denominação de origem espanhóis demonstrou que a 

concentração de trans-resveratrol varia de 0,32 a 4,44 mg L-1  em vinhos tintos, 

enquanto que nos rosés esta substância varia de 0,12 a 2,80 mg L-1. O isômero cis-

Resveratrol está presente em concentrações que variam de 0,20 a 5,84 mg L-1 e de 

0,02 a 3,17 mg.L-1 em vinhos do tipo tinto e rosé respectivamente. Segundo os autores 

deste trabalho a variedade de uva influencia no conteúdo de resveratrol nos vinhos de 
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diferentes regiões. Porém, uma análise discriminante aplicada às concentrações não 

mostrou diferenças significantes entre vinhos tintos jovens nem entre vinhos rosé das 

quatro denominações de origem [27]. Jeandet e co-autores determinaram o conteúdo 

de trans-resveratrol em Champagne através de cromatografia líquida com detecção 

fluorométrica e UV, após uma extração líquido-líquido com acetado de etila. Foram 

encontrados níveis de resveratrol em Champagne que variaram de 20 a 77 µg L-1. 

Segundo os autores o conteúdo de resveratrol em Champagne diminui com o 

envelhecimento do mosto [28].  

 

 

4.0  Compostos flavonóidicos 

 
 
 

Flavonóides (C6-C3-C6) podem ser classificados em várias famílias, de acordo 

com as mudanças na sua estrutura básica: flavonóis, flavanóis, flavonas e 

antocianidinas. Têm vários grupos hidroxila (OH-) ligado a estrutura do anel, os quais 

determinará em grande parte a capacidade antioxidante destes compostos. 

 

 
4.1  Flavonóis   
 
 
 

São compostos flavonóides caracterizados pela presença de uma insaturação no 

anel heterocíclico e um grupo hidroxila na posição 3. Nas uvas encontram-se apenas 

nas películas, como glucósidos. Estes heterosídios nas uvas são facilmente 

hidrolizados. Nos vinhos tintos são encontrados na forma de agliconas.  Estes 

heterosídios presentes nas uvas são facilmente hidrolisados. Nos vinhos tintos são 

encontrados na forma de agliconas. Embora sejam compostos minoritários nas uvas, 

possuem um papel importante na evolução da cor dos vinhos tintos por processos de 

copigmentação com as antocianinas. Os principais flavonóis são, quercetina (3,5,7,3 ,4

-pentahidroxiflavonol), kaempferol (3,5,7,4 -tetrahidroxiflavononol), miricetina (3,5,7,3 ,4

,5 -hexahidroxiflavonol) (Figura 5).  
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Figura 5 : Flavonóis mais encontrados em vinhos. 

 

 

 

O conteúdo dos flavonóis (miricetina e quercetina), em vinhos tintos variam 4,6 

and 41,6 mg L-1, e são encontrados nas formas  livres ou conjugados. A proporção de 

flavonóis livres variam entre 20 a 50% do total [29]. Os glicosídios de quercetina 

acumulam na pele das uvas negras, então os vinhos que vêm de uvas negras com uma 

proporção de pele alta com relação ao volume, como a variedade Cabernet Sauvignon 

contém concentrações mais altas de flavonóis, que aumentam à medida que as uvas 

vão amadurecendo.  Mattivi e colaboradores estudaram a presença de flavonóis na 

película de 91 diferentes variedades de uvas a fim de produzir uma classificação a partir 

do perfil de flavonóis, a presença de laricitrina 3-O-galactosídio e siringetina 3-O-

galactosídio em uvas tintas é apresentado pela primeira vez neste trabalho. Segundo o 

traballho de Mattivi e pesquisadores, em uvas tintas o principal flavonol é a quercetina 

(43,99%), seguido da miricetina (36,81%), kaempferol (6,43%), laricitrina (5,65%), 

isorhamnetina (3,89%), e siringetina (3,22%). Em uvas verdes, o principal flavonol é a 

quercetina (81,35%), seguido de kaempferol (16,91%) e isorhamnetina (1,74%) [30]. 

 

 

 

 

R1= H            R2 = H      Kaempferol 
R1= OH         R2 = H      Quercetina 
R1= OH         R2 = OH    Miricetina 
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4.2. Flavanóis 

 

 

De entre os flavanóis salientam-se os 3-flavanóis e as proantocianidinas. Os 

flavan-3-óis caracterizam-se por possuírem um anel heterocíclico saturado. Os 

carbonos 2 e 3 são os centros assimétricos da molécula. Os principais flavan-3-ol que 

se encontram nas uvas e nos vinhos são a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, que são 

epímeros no carbono 3, e cuja estrutura se representa na Figura 6. Ao contrário de 

outros flavonóides encontram-se nas uvas no estado livre, encontrando-se pequenas 

quantidades de galato de epicatequina. 

Dentre os contituintes fenólicos dos vinhos a catequina é mais abundante 

seguido do ácido gálico. O ácido gálico vem da hidrólise de ésteres de flavonóides que 

está ausente no vinho branco devido à falta da casca da uva na extração e preparação 

dos vinhos. Os níveis de epicatequina são menores em relação aos de catequina na 

maioria dos vinhos. As concentrações de ácido caféico são relativamente baixas tanto 

para tinto como para vinhos brancos. Ácido caféico é um produto da hidrólise do éster 

do ácido tartárico [31]. 
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Figura 6:  Estrutura química da (+)-catequina (1) ; (−)-epicatquina (2) ; Galato de (-)- 
epicatequina (3) ; (-)-Epigalocatequina galato (4)   
 
 
 
 
4.3 Antocianinas  
 
 
 
 

As antocianinas são formadas por anéis benzênicos unidos por uma molécula de 

três átomos de carbono. Sua forma habitual é combinado com açúcares e são 

conhecidas como antocianidinas, Figura 7, também se obtem uma grande diversidade 

destes compostos pela acilação dos açucares com os ácidos acético, cumárico e 

caféico. A diversidade estrutural contribui favoravelmente com a existência natural de 

300 antocianinas com diferentes substituições glicosídicas [32]. O grupo das 

antocianinas foi dividido em seis classes de compostos (Figura 8), responsáveis pelas 

diferentes pigmentações: cianidina (vermelho), peonidina (vermelho escuro), delfinidina 

(azul), malvidina (púrpura) e petunidina (vermelho escuro) [33]. Entre as características 

destes compostos, destacam-se a instabilidade a um meio ácido com pH superior a 5,0, 

á altas temperaturas em períodos de armazenamento, conduzindo a degradação e a 

mudanças de cor, sensibilidade a oxidação e a agentes redutores. No período de 

conservação e envelhecimento, as antocianina combinam-se entre si ou com as 
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proantocianinas (taninos dos vinhos), quer por polimerização direta quer por pontes de 

acetaldeído, originando moléculas de grande tamanho que tendem a precipitar ao longo 

do tempo. Os vinhos tornam-se menos corados, adquirindo uma tonalidade vermelho 

acastanhada, e menos adstringentes, já que, para além de haver uma quantidade 

menor de proantocianinas, as que permanecem no meio, por estarem polimerizadas, 

têm menor capacidade de reagir com as glicoproteínas da saliva, diminuindo, desta 

forma, a sensação de adstringência [3435-36]. 
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Figura 7 . Estrutura química da cianidina-3 – glicosídica 
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Figura 8  : Principais antocianinas encontradas nos vinhos 

 

 

 

          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Antocianinas R 1 R2 R3 
Cianidina OH H OH  
Peonidina OCH3 H OH  
Delfinidina OH OH OH 

Malvidina OCH3 OCH3 OH 

Luteolidina OH H H 

Pelargonidina H H OH 

Apigenidina H H H 

Petunidina OH OCH3 OH 
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Capitulo III  
 

 

 
 
 

5.0 Análise de vinhos para a determinação da antivi dade antioxidante e 
compostos fenólicos 

 
 
 
 
5.1 Fenólicos totais e atividade antioxidante 
 
 

Existe uma relação da presença de polifenóis em vinhos e a capacidade 

antioxidante desta bebida, por exemplo, Fernández-Pachón e colaboradores 

propuseram um estudo sobre a possível relação entre a atividade antioxidante (AA) de 

treze vinhos brancos e nove vinhos tintos e suas composições fenólicas. Vinte 

compostos fenólicos foram determinados por cromatografia líquida (LC). AA tem sido 

determinada por diferentes métodos, incluindo 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-ácido 

sulfónico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e Capacidade de absorvância dos 

radicais de oxigênio (ORAC).  Um estudo estatístico foi realizado usando análise por 

regressão múltipla e redes neurais para avaliar se uma composição específica de 

fenólicos confere uma maior atividade antioxidante. O estudo demonstrou que os 

compostos fenólicos: Aldeído vanilico, p-hidroxibenzoico, 5-hidroximethylfurfural, ácido 

protocatéico, 2-furaldeído, (−)-epigalocatequina, ácido vanilíco, ácido siríngico, (−)-

epigalocatequina, aldeído siriíngico, triptofol, ácido ferulico, galato (−)-epicatequina, 

miricetina, trans-resveratrol, caempferol, ácido gálico, tirosol, 5-metilfurfural, ácido 

caféico, (−)-epicatequina, (+)-catequina, ácido p-coumárico, quercetina, procianidina B1, 

procianidina B2, ácido caftárico possuem uma alta correlação linear com o AA total dos 

vinhos [37].  

 A determinação de compostos fenólicos totais em vinhos nominalmente é feita 

empregando-se o método de Folin Ciocalteu. Este método consiste em utilizar uma 

mistura dos ácidos fosfotúngstico (H3PW12O40) e fosfomolíbdico (H3PMo12O40) como 
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agentes oxidantes. A cor azul obtida é medida em um espectofotômetro utilizando um 

comprimento de onda de 765 nm. Usualmente, o valor é obtido em g.L-1 de fenólicos 

totais, expresso em equivalentes de acido gálico (GAE).  

Peri and Pompei desenvolveram um método para a separação e determinação 

de fenólicos em vinhos brancos. A concentração de fenólicos do tipo não-flavonoidicos 

e flavonóides não-tanicos e fenólicos taninos foi determinado e avaliado utilizando a 

reação de Folin-Ciocalteu [38]. Este método apresenta uma resposta rápida e 

apropriada às exigências de algumas vinícolas, porém não pode ser usado como uma 

ferramenta para identificar e quantificar compostos fenólicos individualmente, uma vez 

que, existem outros compostos presentes na matriz de vinho que podem interferir na 

determinação espectofotométrica. Assim este método é caracterizado por possuir uma 

baixa especificidade.  

A cromatografia gasosa (CG) e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

são técnicas geralmente utilizadas para determinar qualitativamente e quantitativamente 

compostos fenólicos individualmente. O HPLC é mais comumente usado quando 

comparado com o CG, pois a depender da técnica utilizada para a detecção são 

suficientemente sensíveis e apresentam boa precisão. Muitos métodos com HPLC [39 -

40,41, 42,43,4445], utilizam detecção de UV e muitos fenóis mostram espectros de UV com 

comprimento de onda máximo em uma faixa estreita (280-320 nm).  

 Costin e colaboradores desenvolveram um metodo baseado em injeção em fluxo 

para estimar o teor de fenóis totais em vinhos utilizando permanganato de potássio com 

detecção de quimiluminescência, foram selecionados para a determinação alguns 

compostos fenólicos simples, quercetina, rutina, catequina, epicatequina, ácido ferulico, 

caféico, gálico e 4-hidroximetilcinâmico e vanilina, utilizando quimioluninescência. A 

comparação do método proposto com outros ensaios para a determinação da 

capacidade antioxidante e fenóis totais utilizada pelas indústrias de bebidas e alimento, 

apresentou boa correlação, a quimiluminescência se mostrou uma excelente alternativa 

para a determinação da capacidade antioxidante e conteúdo de fenóis totais, pois é 

seletiva e apresenta pouca interferência a compostos não fenólicos presentes na matriz 

de vinho, além do tempo reduzido para análise aumentando a freqüência analítica [46]. 
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A técnica analítica mais utilizada para a determinação de polifenóis em vinhos 

tem sido a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detectores de arranjo de 

diodos (DAD), fluorescência (FD) [41,47,48], eletroquímico (ED) [49,50] e 

espectrometria de massa (MS). Este último tem sido largamente utilizado devido a 

possibilidade de obter informações sobre a estrutura química do analito [51].  É 

importante salientar que existem outras técnicas, que são utilizadas como a eletroforese 

capilar (CE) [52-53,54], a cromatografia micelar eletrocinética (MEKC) [55 ]. Também é 

possível empregar a cromatografia gasosa (CG), porém há a necessidade de passar os 

analitos por um processo de derivatização, devido à baixa volatilidade dos mesmos. 

Recentemente tem sido reportado uma nova tecnologia em cromatografia líquida, que é 

a cromatografia líquida de ultra eficiência (UPLC). A maioria dos trabalhos publicados 

sobre esta técnica foram realizados nos últimos 5 anos [56-5758] demonstrando assim 

que é uma técnica que surgiu recentemente.  

A Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) no modo fase reversa com fase 

estacionária C18 tem sido o mais usado para a separação dos compostos fenólicos. As 

fases móveis mais comumente empregadas consistem de acetonitrila ou metanol em 

uma mistura ácida diluída com ácido acético [59] ou acido fórmico [60]. O detector mais 

usado é, sem dúvida, o arranjo de diodos (DAD), pois os flavonóides apresentam duas 

bandas características com máximos entre 300 a 550nm (banda I) e 240 a 285nm 

(banda II). O comprimento de onda utilizado para a detecção varia bastante, sendo que 

os comprimentos mais utilizados são 280 nm e 210 nm. Alguns autores justificam o uso 

de 210 nm pela relação sinal:ruído apresentada. Mais recentemente, o acoplamento a 

espectrometria de massas possibilitou a confirmação da identidade dos analitos, bem 

como a obtenção de dados que podem ajudar na elucidação de reações e mecanismos 

complexos envolvidos no envelhecimento de vinhos [61,62]. Na literatura têm sido 

reportados vários métodos cromatográficos [63,64] e eletroforeticos [65,66] para a 

separação e quantificação de compostos presentes nos vinhos. 

Foi desenvolvido e validado um método cromatográfico simples e rápido com 

detecção de Uv-Vis com arrajo de diodos para a determinação simultânea de trans-

resveratrol e quercetina em vinhos tintos sicilianos. Este método foi estendido para a 

determinação destes dois compostos na pele da uva e produtos de vinificação. Estas 



21 
 

  

amostras passaram por um processo prévio de extração com solvente orgânico e os 

extratos provenientes desta extração foram condicionados em cartuchos C18 e eluidos 

sob condições isocráticas. A determinação de trans-resveratrol e quercetina em vinhos 

tintos foram conduzidas sem qualquer prétratamento das amostras. As faixas lineares 

de concentração foram 0,39-12,50 e 0,45-57,6 mg L-1 para trans-resveratrol e 

quercetina, respectivamente. Os limites de detecção nas amostras reais foram de (0,07 

mg L-1 para trans-resveratrol e 0,12 mg L-1 para quercetina). Este método utilizando 

HPLC-UV/DAD foi aplicado para análises para avaliar o conteúdo de tras-resveratrol e 

quercetina foram aplicados para análises de rotina de vinhos tintos, extratos de 

produtos de vinificação e peles de uvas [67].  

Delgado e colaboradores desenvolveram um método capaz de separar e 

determinar, flavonóides, ácidos e aldeídos fenólicos [48]. Ratola e co-autores 

desenvolveram e validaram um procedimento simples para a determinação de trans-

resveratrol em vinhos da região do Alentejo (Portugal), foram analisados 47 amostras 

de vinhos tintos e 21 de vinhos brancos, utilizando injeção direta em CLAE com 

detecção em Uv-vis.  Foi encontrado trans-resveratrol em todos os vinhos tintos e em 8 

amostras de vinho branco, o método apresentou limites de detecção de 0,06 mg L-1, o 

teor encontrado de trans.resveratrol em vinhos tintos era relativamente alto (acima de 

2,64 mg L-1), as de vinho branco não excediam 0,19 mg L-1. Uma excelente estratégia é 

a combinação de detectores para proporcionar uma melhoria na seletividade e 

sensibilidade dos métodos analíticos, como a união de duas técnicas de detecção, por 

exemplo, cromatografia líquida com arranjo de fotodiodos e espectrômetro de massas 

[68]. Guadalupe e colaboradores desenvolveram um método analítico com multi-etapas 

para a determinação de fenólicos poliméricos em vinhos tintos. Neste trabalho foram 

utilizadas varias técnicas de separação e detecção:cromatografia liquida de alta 

eficiência acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) e espectrômetro de 

massas (HPLC -MS), eletroforese capilar de zona (CZE) e espectofotometria. Foram 

analisadas diferentes famílias de compostos fenólicos [69]. Uma revisão sobre alguns 

compostos fenólicos presentes nos vinhos e os diferentes métodos cromatográficos 

para a determinação destes compostos é apresentado tabela 1. 
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Tabela 1.  Métodos por HPLC para a análise de vinhos.

Compostos Detecção Coluna Fase móvel Ref 
 

trans-resveratrol, 
catequina e epicatequina 

 

 
fluorescência 

 

 
C18 Hypersil H5 ODS 

250 × 4,6 mm,5µm 

 
Gradiente MeCN – água  e ácido 

acético 

 
[70] 

 
Resveratrol 

electrochemico 
e UV 

 

C18 fase reversa Nucleosil 
(250 × 4 mm, 5 µm; Supelco 

25% acetonitrila, 0,1% H3PO4 e NaCl 
(c=5 mmol/l) em água 

[50] 

 
Resveratrol 

DAD–MS Coluna C18 (150×2,1 mm 
I.D.), 5 µm tamanho de 

particula 

eluente A foi: água , pH ajustado para 
2,5 com ácido sulfúrico; eluente B 
acetonitrila; eluição por  gradiente 

[71] 

 
Resveratrol 

UV – vis LiChrospher 100 CN 250X4 
mm, 5 µm 

 

água-MeCN-MeOH (90:5:5) [72] 

trans-resveratrol e outros 
compostosto 
polifenólicos  

UV Coluna, Nova-Pak C18 150 
mm×3,9 mm i.d. da Waters, 
4 µm  tamanho de partícula. 

(A) metanol–ácido acético –água 
(10:2:88, v/v  (B)  metanol–ácido 

acético–água (90:2:8, v/v) foi usado 
como solvente B 

[59] 

flavan-3-ols, 
antocianinas,derivados 

do ácido cinâmico, 
derivados dos  flavonóis  

trans-resveratrol 

PDA Nova-Pak C18, 250 mm×3,9 
mm,  5 µm de tamanho de 

partícula. 

 Gradiente: água–acetonitrila (50:50)  
pH ajustado para 1,8 com ácido  
perclorico  (solvente B)  água–

acetonitrila (95:5) pH ajustado para 1,8 
com ácido perclorico  (solvente A), 

[73] 

 
Fenólicos 

DAD  
Chromolith RP-C18  coluna, 
100 mm x 34,6 mm com 
temperatura controlada em 
30±1 ºC 

Gradiente A: Metanol–bidestilado -  
água (2.5:97.5, v/v) at pH 3 with H3PO4 
B Metanol-bidestilado-água (50:50, v/v) 

pH ajustado para 3,0 com   H3PO4 

 
[42] 
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Compostos  Detecção  Coluna  Fase móvel  Ref 
 

Trans e cis-resveratrol,  
trans e  cis-piceid 

 
UV–vis 

 
Chromolith Performance RP-
18e (100 mm x 4,6 mm, I.D.) 

O sistema de solvente usado foi um 
 Gradient de  (A) água–ácido acético 
(94:6) (v/v) e (B) água/acetonitrila–ácido 
acético  (65:30:5) (v/v/v). 

 
[74] 

 
Fenólicos 

 
condutividade 
e fluorimetria  

RP Amid 
C16 (250 mm x 3,0 mm i.d.,5 
µm ) com uma pré-coluna RP 
Amid C16 (2,0 mm x 2,0 mm 

i.d., 5,0 µm ). 

Gradiente com três 
solventes: (A) metanol, (B) acetonitrila, 

(C) 0,085% ácido ortofosfórico 
(13:7:80), 

 
[75] 

 
Vinilpiranoantocaninas -  

vinilfenol   

 
DAD-MS 

 
250 mm x 4,6 mm, 5,0 µm i.d. 

fase-reversa C18 

Os solventes 
 A: H2O/HCOOH (9:1), e B: CH3CN/ 

H2O/CH3COOH (8:1.95:0.05). gradiente 
linear  

 
[76] 

 
Fenólicos 

 
PAD-MS 

coluna Nova-Pak C18 
(300 mm × 3,9 mm, 4,0 µm) 

Gradiente, (A) água/ácido acético (98:2, 
v/v) e 

(B) água/acetonitrila/ácido acético  
(78:20:2, v/v/v). 

 
[77] 

 
Polifenólicos 

 
DAD-MS 

Fase reversa Atlantis d C18 
(250mm×2,1 mm, 

5 µm) com uma coluna 
guarda (20mm×2,1 mm, 3,0 

µm  

O sistema de solvents foi um 
Gradiente:  solvente A (água/ácido 

fórmico , 95:5, v/v) e solvente 
B (acetonitrila/água/ácido fórmico, 

80:15:5, v/v/v) 

 
[60] 

 
Compostos derivados de 

antocianinas 

 
DAD 

Hypersil ODS column 
(200 mm × 4.6mm i.d., 

particle size 5 µm) 

eluente 
(A) foi metanol; eluente (B) foi 
metanol:água:ácido fórmico  

(45:45:10); eluente (C) foi ácido 
fórmico: água (15:85). 

 
[78] 
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Compostos Detecção Coluna Fase móvel Ref 
 

Piceid e Resveratrol 
 

DAD 
LiChrospher 

coluna 100 RP-18 (250 mm x 
4 mm, 5 µm) coluna guarda 

do mesmo material 

Gradiente,(A) H2O + 0,05% Ácido 
Trifluoroacético  e  (B) 60:40 MeOH-
ACN + 0,05% Ácido trifluoroacético 

 
[79] 

 
Polifenolicos  

 
UV 

 
LiChrospher  

Gradient, A 
(10% metanol–2% ácido acético em 

água) e B (90% metanol– 
2%  ácido ácetico em água). 

 
[80] 

 
Trans-resveratrol 

 
Fluorescência  

Nova-Pak C18 150_3,9 mm 
i.d., 4 mm diâmetro de 

particula. Precoluna Nova-
Pak C-18  

metanol–ácido acético - água (10:2:88) 
como solvente A, e metanol– ácido 
acético -  água (90:2:8) como solvent B. 

 
[81] 

 
Polifenóis 

 
DAD –MS/MS 

Coluna C18 (250 × 4,6 mm 
i.d.; 5 m diâmetro de 

particula), com coluna guarda 
C18 ODS (4.0 × 3.0 mm i.d.), 

Sistema I (Antocianinas). Fase móvel  
Água/ácido fórmico/acetonitrila 

(87:10:3, v/v/v; eluente A) e  Água/ácido 
fórmico/acetonitrila (40:10:50, v/v/v; 

eluente B)  
Sistema II ( Ácidos fenólicos).  Fase 

móvel 2% (v/v)  ácido acético em água 
(eluente A) e 0,5%  ácido acético em 

água e acetonitrila (50:50, v/v; eluente 
B) 

 
 
 

[82] 

Compostos febolicos de 
baixo peso molecular 

 
DAD 

 
C18 (5 µm packing, 250 mm × 

4.6 mm i.d.) 

Gradiente, Solvente A:  Água:ácido 
ácetico (98:2, v/v), solvente B:  Água : 
ácido ácetico (68:30:2, v/v) e solvente 

C: metanol 

 
[83] 

Fenólicos MS/PDA Supelco C18, 
150 mm × 2.1 mm, 5 µm 

Gradiente, ácido fórmico em água (pH 
3, solvente A) e  ácido fórmico em  

acetonitrila (pH 3, solvente B) 

[84] 
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Compostos  Detecção  Coluna  Fase móvel  Ref 
 

 (vanillina, siringialdeído) 
 

DAD 
 

 
Lichrospher RP-18, 

240 × 4.5 µm with precolumn 
4 × 4.5 µm 

 
. 

 
A fase móvel:  A (0.5% (v/v) ácido 
formic em água) e  B (metanol). 

Gradiente de eluição: 0 min 100% A, 
20 min 90% A, 75 min 80% A, 80 min 

20% A, 95 min 20% A, 100 min 100% A 
e 115 min 100% A. 

 
 
 
 

[85] 

Taninos DAD 
 

Fase reversa C18 (4 µm, 3.9 
mm ID 300 mm 

Gradiente, Solvente, água/acetonitrila, 
A: 98:2, (v/v) e água/acetonitrila/ácido 
acético B 78:20:2, (v/v/v). 0–55 min, 
100–20% A; 55–57 min, 20–10% A; 57–
90 min, 10–0% A. 

 
 

[86] 

 
Compostos fenólicos 

MS phenomenex (5 µm, 
250 × 4.6 mm i.d.) coluna 

guarda : ODS C18 

0,1% (v/v) ácido formic em água 
(solvente A), metanol (solvent B), 

gradiente 

 
[87] 

(+)-catequina, (−)-
epicatequina, trans-

resveratrol, caempferol, 
miricetina, rutina, 

apigenina 

UV – vis/ 
fluorescência 

ODS2 (25 × 0,4 cm, i.d. 5 µm) 
temperatura 28 °C 

A ( água/acetonitrila/ácido acético , 
67:32:1 v/v/v) e B ( água/ácido acético , 

99:1 v/v). Gradiente 

 
[88] 
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A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a eletroforese capilar de 

zona foi empregado na determinação de nove flavonoides mais frequentemente 

encontrados em vinhos tais como: apigenina, baicaleina, naringenina, luteolina, 

hesperetina, galangina,caempferol, quercetina e miricetina. O sucesso da separação 

cromatografica foi obtido utilizando tetrahidrofurano, um aditivo pouco usual em fase 

móvel para HPLC e tampão borato para CZE. O método apresentou excelentes 

limites de detecção e quantificação [89]. 

Tzu-Yun Chu e pesquisadores propuseram um método rápido para a 

derivatização de compostos fenólicos antioxidantes usando radiação microondas. 

Seis compostos fenólicos encontrados em vinhos e frutas. (ácidos: gálico, gentisico, 

vanilico, caféico, ferulico e p-cumárico) foram usados no estudo do modelo. A 

solução com a mistura dos ácidos fenólicos foi evaporada em um rotavaporizador 

seguido de secagem por radiação microondas a uma potência de 600 W por 30 s. O 

resíduo foi redissolvido em piridina e tratado com bis(trimetilsilil)acetamida sob 

radiação microondas por 30 s, para avaliar a eficiência do procedimento, o mesmo foi 

comparado utilizando aquecimento convencional. Os trimetilsilano derivados foram 

identificados e quantificados por cromatografia gasosa acoplada a um espectrômetro 

de massas. Os espectros de massas dos compostos obtidos por derivatização 

assistida por microondas foram idênticos aos dos compostos obtidos por 

aquecimento convencional. O RSD foi menor que de 8% para seis replicatas. Este 

método mostrou-se uma boa alternativa para avaliar o conteúdo de compostos 

fenólicos em vinhos e produtos agrícolas. Os compostos foram identificados apartir 

de uma base de espectros que contém o espectro de massas dos TMS derivados 

dos padrões dos ácidos orgânicos [90]. 

Foi desenvolvido um método para a determinação de compostos bioativos em 

vinhos tintos utilizando colunas de fase reversa em cromatografia líquida, este 

método apresentou uma eficiência de separação aumentada e seletividade 

melhorada, sensibilidade e velocidade foram estabelecidos para determinação de 

flavonoides quercetina, miricetina and caempferol e os estilbenos cis- e trans-

resveratrol, em uma única corrida. Neste trabalho foram avaliados detectores Uv-vis, 
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fluorescêcia (FLD), e espectrômetro de massas (MS). A detecção espectofotometrica 

dos estilbenos foi em 320 nm e 377 nm para flavonóides, pode ser detectadas 

quantidades de analito acima da faixa de nanograma com uma boa linearidade 

R2>0.9999 (faixa linear 50 ng mL–1 –50 µg mL–1. Para resveratrol, a detecção por 

fluorescência apresentou maior seletividade e sensibilidade quando comparado a 

detecção epectofotometrica. O método então foi validado utilizando HPLC acoplado a 

um espectrômetro de massas com interface via electrospray (ESI). A detecção por 

MS mostrou-se linear de 50 ng mL–1 a 50 µg mL–1 com R2>0,9878, para todos os 

analitos investigados e com limites de detecção abaixo da faixa de nanograma. 

Comparando detecção de UV com MS, esta apresentou um aumento na intensidade 

do sinal de 200% para mirecetina 400% para quercetina e caempferol, para o 

resveratrol foi obtida uma intensidade similar. Os valores de recuperação foram de 

102% para miricetina e 79% para piceid. A dissociação induzida por colisão (CID) foi 

também usado para obter fragmentação característica facilitando a análise qualitativa 

e quantitativa até mesmo em matrizes complexas. [91]. 

 

 

5.3 Eletroforese 

 

 

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica que vem despertando grande 

interesse na química analítica moderna, pois oferece baixo custo e volume reduzido 

de reagentes, rapidez nas análises, entre outras vantagens. Entre as técnicas 

eletroforéticas, a eletroforese capilar de zona (CZE) e a cromatografia micelar 

eletrocinética (MEKC) tem sido as mais empregadas, para análise de vinhos e uvas 

[9293-94]. A eletroforese é uma técnica de separação de alta eficiência baseada na 

migração diferencial de espécies iônicas ou ionizáveis quando submetidas a um 

campo elétrico [95].  Na CE, a separação é conduzida em tubos de sílica fundida de 

dimensões capilares de 15 a 100 µm de diâmetro interno, e 50 a 100 cm de 

comprimento, preenchidos com um eletrólito condutor, e submetidos à ação de um 

campo elétrico. Devido a fatores geométricos (a relação entre a área superficial 
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interna e volume é apreciavelmente grande), um capilar possibilita a dissipação 

eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito Joule). Além 

disso, a alta resistência elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos 

elétricos elevados (100 a 1000 V/cm), resultando em separações de alta eficiência 

(geralmente excede 105 pratos teóricos), excelente resolução e tempos de análise 

bastante curtos. 

A utilização de capilares de sílica fundida introduziu a técnica uma importante 

peculiaridade: a geração do chamado fluxo eletrosmótico. Este fluxo é conseqüência 

de uma interação entre a solução e as paredes do capilar. Quimicamente, a sílica é 

caracterizada pela presença de vários grupos silanóis, os quais, em média 

apresentam um caráter ácido. Em contato com o meio aquoso, alguns destes grupos 

são ionizados e, com a ionização, a superfície do capilar torna-se negativamente 

carregada, gerando um saldo positivo de espécies carregadas positivamente na 

solução. Quando um campo elétrico é imposto tangencialmente à superfície, forças 

elétricas causam um movimento unilateral de íons em direção ao eletrodo de carga 

oposta. Durante a migração, os íons transportam moléculas de água, induzindo a um 

fluxo de solução como um todo, na direção do cátodo, conhecido como fluxo 

eletrosmótico normal [95,96]. Para promover a inversão do fluxo, são adicionados ao 

eletrólito condutor, surfactantes catiônicos, principalmente os derivados de sais 

quaternários de amônio de cadeia longa. Desta forma, uma camada de semi-micelas 

é adsorvida na superfície do capilar, promovendo a organização de uma camada de 

ânions na solução, que sob a ação do campo elétrico, migra na direção do ânodo, 

definindo o chamado fluxo eletrosmótico invertido [97].  

O volume de injeção é critico em CE. Por exemplo, um capilar de 1m x 75µm 

(diâmetro interno) contém cerca de 5 µL de tampão e o volume da amostra deverá 

ser menor que 50 nL (para evitar carregamento excessivo). Os métodos permitem a 

análise simultânea de uma faixa ampla de moléculas. Como os polifenóis são 

moléculas geralmente carregadas em meio alcalino, são separados pelas técnicas 

eletroforéticas. A eletroforese capilar propriamente dita não é aplicável a moléculas 

sem carga. Entretanto, a técnica desenvolvida por Terabe et al. [98] chamada de 

cromatografia eletrocinética micelar (MECK), a qual é híbrida da eletroforese e 
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cromatografia e envolve a introdução de um surfactante na solução tampão (por 

exemplo, SDS), é apropriada às moléculas sem carga. O uso de MEKC em análise 

de flavonóides tem recebido atenção [99] e os fatores como resolução, seletividade, 

voltagem aplicada, temperatura do capilar, concentração e natureza do eletrólito tem 

sido estudados. A introdução de solventes orgânicos modifica a interação entre as 

micelas e solutos, alterando a retenção e resolução [100]. A separação dos 

flavonóides foi melhorada com a adição de SDS a pH 8,3, sendo que o aumento do 

pH para 10,5, teve efeito nulo ou apenas pequena influência. A separação procede 

pela ionização dos grupos hidroxilas [101].  

Na literatura encontram-se reportados alguns trabalhos que exemplificam a 

aplicação da eletroforese capilar na determinação de compostos fenólicos em 

matrizes complexas tais como vinhos [52,102]. Em vinhos portugueses, dez 

compostos fenólicos foram quantificados, comparando HPLC e CZE. Pequenas 

diferenças nos teores foram encontradas como no caso do ácido caféico, com 

valores superiores encontrados no método por CE, no entanto, flavonóis como a 

miricetina, caempferol e quercetina foram detectados por HPLC e não por CE. O 

método por CE foi aplicado em vinhos do porto, estudando o envelhecimento 

relacionado aos compostos fenólicos [103]. Em outro trabalho, cis e trans resveratrol, 

juntamente com ácido gálico, catequinas, quercetina e outros fenólicos foram 

primeiramente determinados em uvas e, posteriormente, em vinhos por eletroforese 

capilar [104]. Foi utilizado o tampão fosfato-borato a pH 9,1, o tempo de análise 

sendo 11 minutos. Amostras e padrões foram injetadas sem preparação prévia. 

Geralmente estes compostos requerem métodos de pré-concentração ou extração, 

pois apresentam-se em baixas concentrações. 

 

 

5.4 Cromtografia líquida de Ultra Eficiência  

 

 

A cromatografia líquida ultra de eficiência (CLUE) é o avanço mais recente das 

técnicas de separação baseia-se nos mesmos princípios da cromatografia líquida de 
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alta eficiência e utiliza fases estacionárias com partículas menores que 2 µm. O uso 

destas partículas juntamente com as altas velocidades lineares da FM aumentam a 

resolução e a detectabilidade e diminuem o tempo das análises. 

 Como forma de melhorar a qualidade das análises, tem sido observado 

recentemente o uso da cromatografia líquida ultra de eficiência (CLUE), acoplado 

principalmente a espectrometria de massas, como uma alternativa ás técnicas 

tradicionais de cromatografia líquida de alta eficiência. As vantagens do uso da 

UPLC para a determinação de várias substâncias [105,106], nas mais diversas 

matrizes [107108-109], é a capacidade de separar e identificar uma gama de analitos 

[107-109], com boa resolução, incrível redução no tempo de análise. Para atingir tal 

desempenho é necessário trabalhar a altas pressões. Então, no ano de 2004 surgiu 

um novo equipamento que pode operar em pressões acima de 100 MPa, o qual foi 

denominado de ultra performance liquid chromatography system (UPLC).  

Um exemplo da aplicação da cromatografia de ultra eficiência, pode ser visto 

no trabalho de Gruz e colaboradores [110]. Os autores determinaram dezessete 

ácidos fenólicos (ácido gálico, ácido 3,5-dihidroxibenzoico, ácido protocateico, ácido 

clorogênico, ácido gentisico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido caféico, ácido vanillico, 

ácido siringico, ácido 3-hydroxybenzoico, ácido 4-cumárico, ácido sinapico, ácido 

ferulico, ácido 3-cumárico, ácido 2-cumárico, ácido salicílico e trans-cinâmico) em 

diferentes bebidas, utilizando cromatografia de ultra eficiência acoplado a um 

espectrômetro de massas (MS/MS). O método apresentou limites de detecção (LDs) 

na faixa de 0,15 a 15 pmol e a precisão calculada como desvio padrão relativo foi de 

4.4 % O método foi aplicado com sucesso para a análise de amostras de vinho 

branco, sucos de uva e chá verde. A corrida cromatográfica foi realizada em dez 

minutos [110]. 
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6.0 Técnicas clean-up para a determinação de fenóli cos em vinhos.  

 
 
 

A cromatografia e eletroforese acopladas as mais diversas técnicas de 

detecção tem um lugar importante no campo da determinação de analitos nas mais 

variadas matrizes, porém pode haver dificuldade na determinação direta de analitos 

que estão em concentrações em níveis muito baixos ou cuja a matriz apresente 

muitos interferentes, então nestes casos faz-se necessário o uso de técnicas para 

separar e preconcentrar o analito presente na amostra. Tradicionalmente técnicas de 

separação incluem uma etapa de extração (e.x. extrator Soxhlet) seguida por 

extração líquido-líquido (LLE), por exemplo, extração com éter dietílico [111]. A 

extração líquido-líquido é um processo que envolve a transferência de massa entre 

dois líquidos imiscíveis ou pouco miscíveis, tendo a capacidade de realizar 

separações que são inviáveis por outros métodos. Este processo de separação é 

baseado na distribuição do soluto entre as duas fases e a miscibilidade parcial dos 

líquidos. O processo de extração líquido-líquido ocorre em duas etapas. Na primeira 

etapa, promove-se o contato do solvente e a solução. Na segunda etapa, as duas 

fases em equilíbrio, ou próxima a ele separam-se.  

 Nas últimas décadas tem crescido a demanda de novas técnicas de extração, 

que apresente redução no tempo de análise, consumo e manipulação de solventes 

orgânicos. Estudos na área de preparo de amostras conduziram a utilização de 

técnicas alternativas á extração com solvente orgânico (LLE), como a extração com 

fluido supercrítico (SFE) [112], ou extração em fase sólida (SPE), estas técnicas 

apresentam várias vantagens em relação á extração líquido-líqido, entre elas estão, 

melhor seletividade, redução no tempo de análise e facilidade em automação do 

sistema. [113]. Nesta técnica, os analitos contidos numa matriz aquosa são 

extraídos, juntamente com os compostos interferentes, após passarem por um 

cartucho contendo sorvente. Um solvente orgânico seletivo é geralmente utilizado 

para remover os interferentes e então, outro solvente é usado para lavar os analitos 

de interesse. 
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Chilla e colaboradores desenvolveram um método para preconcentração de 

compostos fenólicos e análise de vinhos sherry, utilizando um sistema online para 

extração em fase sólida, acoplado a HPLC DAD. As amostras de vinho foram 

injetadas e adsorvida em cartuchos de poliestireno divinilbenzeno; através de um 

sistema robótico semiflexível, tornando está etapa automática. Separação 

cromatográfica foi levada a cabo em uma coluna C-18, utilizando um gradiente em 

duas etapas para eluição dos analitos [114]. 

Na literatura são reportadas numerosas técnicas de preparo de amostras para 

a determinação de espécies fenólicas em uvas [115] e vinhos [116-117]. Samanidou 

e colaboradores desenvolveram um método cromatográfico automático em 

cromatografia líquida em fase reversa, utilizando, um gradiente binário em 

multietapas para eluição este método foi aplicado para determinação de cinco ácidos 

fenólicos, caféico, ferulico, vanilico, salicilico e p-hidroxi-benzoico. A coluna utilizada 

foi Inertsil C8, 250 × 4 mm, 5 µm, a temperatura ambiente. Os solventes utilizados na 

eluição foram A: 5–95 (v/v) CH3OH-H2O e B: 90−10 (v/v) CH3OH - H2O, com A e B 

acidificados com ácido acético glacial até pH 3–4. As amostras foram eluidas com 

um gradiente que iniciava com 10% de B e finalizava  com 100% de B.  Os picos 

foram monitorados através de um detector UV com arranjo de diodos [118]. Em outro 

trabalho Dominguez e colaboradores desenvolveram um método analítico para a 

determinação de fenóis voláteis (etil- e vinilfenóis) em vinhos sherry. A técnica 

empregada para o tratamento da amostra foi à extração em fase sólida, 

posteriormente os extratos eluidos foram analisados utilizando cromatografia a gás 

(GC) com detector de ionização em chama. O método proposto foi aplicado ao 

estudo de vinhos sherry finos, contaminados com Brettanomyces genus, e a relação 

entre a concentração de fenóis voláteis e a quantidade destes microorganismos 

[119].  
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Capitulo IV 
 
 
 

 
 
 

7.0 Extração líquido-líquido assistida por ultrasso m acoplada á 
cromatografia gasosa com espectrometria de massas p ara a 

determinação de compostos fenólicos em vinhos brasi leiros elaborados 
no Vale do São Francisco – Bahia/Pernambuco. 

 
 
 
 

Neste trabalho foi utilizado uma extração liquído-liquído assistida por 

ultrasom empregando-se acetato de etila e posterior derivatização com N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) em piridina (Figura 9). Em seguida 

foram determinados ácido gálico, resveratrol, catequina, quercetina e malvidina 

em vinhos utilizando GC MS.  
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Figura 9.  N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 

 

7.1 Parte experimental 

Os procedimentos descritos neste capítulo foram realizados no 

laboratório de química orgânica da “Universidad de Lujan de Cuyo” em 

Mendoza – Argentina sob a supervisão da professora Drª Mª Fernada Silva. 

 

7.1.1 Análise por GC MS 

 

O procedimento empregado inclui uma etapa de extração líquido-líquido 

da amostra assistida por ultrasom e uma derivatização posterior com N,O-
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bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 1% TCMSi de procedência (Sigma 

Chem. Co., St. Louis, MO, USA) e com piridina (Flucka, Steinheim, Germany). 

No esquema 10 é apresentado o fluxograma do procedimento de extração e 

derivatização pelo qual passaram as soluções das amostras e padrões. Os 

extratos foram armazenados em viais com de vidro e tampa de rosca.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 10. Fluxograma da determinação de compostos fenólicos em vinhos 

por GC MS.  

 

Condições cromatográficas: Coluna capilar de 30 metros e diâmetro interno de 

0,25 µm, Temperatura do injetor: 300oC, volume da amostra: 2 µL (split less), 

Temperatura da interface: 280 oC, Temperatura da fonte: 260oC, Programa de 

Fase aquosa 

Fase Orgânica 

Na2S2O5 + NaCl 

0,2 mL de Vinho 

Filtrado (0,45 µm) 

Sonicado com 600 µL de 
acetato de etila acidificado 

      Filtrado com Na2SO4 

Seco com fluxo suave de N2 (g) 

Derivatização 30 µL  piridina  70 µL  BSTFA 

GC MS 

Banho de areia á 70 °C ,70 min 
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Temperatura da  coluna: Temperatura  inicial: 80oC (1 min), 250oC a 20oC /min 

(hold 1 min), 300 oC a 6 oC/min (hold 2 min), 320oC a 20oC /min (hold 24 min). 
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7.1.2  Derivatização 

 

A etapa de derivatização consiste em promover uma reação de silanização 

dos grupos fenólicos com trimetil silício o que converte os compostos fenólicos 

mencionados anteriormente em substâncias mais voláteis. Nas Figuras 11 a 15 são 

apresentados os derivados TMS dos compostos fenólicos determinados nos vinhos. 

A partir de 2 µL  do extrato da amostra e dos padrões que foram injetados no CG  

MS, foi possível o monitoramento dos íons e fragmentos observados na faixa de m/z 

de  50 a 800 u a.  
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Figura  11. Reação de derivatização do ácido gálico com BTSFA catalisada por 
piridina. 
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Figura  12. Reação de derivatização do resveratrol com BTSFA catalisada por 
piridina. 
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Figura  13. Reação de derivatização da catequina com BTSFA catalisada por piridina. 
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Figura 14 . Reação de derivatização da Malvidina com BTSFA catalisada por piridina. 
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Figura 15 . Reação de derivatização da quercetina com BTSFA catalisada por 
piridina. 
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8.0  Resultados e discussão 

 

8.1 Determinação de compostos fenólicos em vinhos por CG MS 

 

A partir do pico base dos fragmentos de massas e do tempo de retenção 

(Tabela 2) dos padrões derivatizados, utilizando o modo SIC (single ion 

chromatograms), foi possível identificar, os compostos: ácido gálico, (Figuras 16 e 

17), malvidina (Figuras 18 e 19), catequina (Figuras 20 e 21), resveratrol (Figuras 22 

e 23) e quercetina (Figuras 24 e 25), nos vinhos produzidos no Vale do são 

Francisco. Na Figura 23 é apresentado um cromatograma de íons totais TIC, de uma 

amostra de vinho tinto do tipo Shiraz contendo os picos e os respectivos tempo de 

retenções dos analitos determinados. 

 

Tabela 2. Pico base e fragmentos de (m/z) utilizados para identificar os compostos 
fenólicos nas amostras de vinho. 
 

Composto  Tempo de retenção  

(min) 
 Pico Base (m/z)  Fragmentos 

(QI) (m/z) 
Ácido gálico 9,49 281 458,443 
Resveratrol 15,1 444 428, 147 
Catequina 16,65 650 368,355,267 
Quercetina 19,68 647 645,556,392 
Malvidina 21,21 619 589,295 

 

Figura 16 . Cromatograma íon individual (SIC) do derivado TMS do ácido gálico na 

amostra de vinho do tipo Shiraz. 

 

Ácido Gálico 
SIC 
m/z = 281 
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Figura 17 . Espectro de massa referente ao derivado TMS do ácido gálico na amostra 

de vinho do tipo Shiraz após derivatização. 
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Figura 18 . Esquema de Fragmentação do derivado TMS do ácido gálico 

 

Figura 19.  Cromatograma ion individual (SIC) do derivado TMS da malvidina na 
amostra de vinho do tipo Shiraz 
 

 
 

Malvidina  
SIC  
m/z = 619 
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Figura 20.  Cromatograma ion individual (SIC) do derivado TMS da catequina na 
amostra de vinho do tipo Shiraz. 
 

 

Figura 21.  Espectro de massa referente ao derivado TMS da malvidina na amostra 
de vinho do tipo Shiraz após derivatização. 
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Figura 22 .  Esquema de Fragmentação do derivado TMS da Malvidina 
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Figura 23.  Espectro de massa referente ao derivado TMS da catequina na amostra 
de vinho do tipo Shiraz após derivatização. 
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Figura 24 . Esquema de Fragmentação do derivado TMS da Catequina 

 

Figura 25 . Cromatograma íon individual (SIC) do resveratrol na amostra de vinho do 
tipo Shiraz. 
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Figura 26.  Espectro de massa referente ao resveratrol na amostra de vinho do tipo 
Shiraz após derivatização. 
 

 

Figura 27.  Cromatograma ion individual (SIC) do quercetina na amostra de vinho do  
tipo Shiraz. 
 

 

Figura 28 . Espectro de massa referente à quercetina na amostra de vinho do tipo 
Shyraz após derivatização. 
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Figura 29 .  Esquema de Fragmentação do derivado TMS-Quercetina 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 . Cromatograma ion total (TIC) de uma amostra de vinho tinto do tipo 
Shiraz. 
 

 

Analisando o espectro de massas da Figura 17 pode observar a presença do 

m/z = 458 correspontente ao derivado TMS-ácido gálico, o m/z = 281 (pico base) 

correspondente as perdas dos fragmentos TMSiOH e TMSiO·, [M-(CH3)3SiOH + 

(CH3)3SiO·], (Figura 18) o fragmento m/z = 443, corresponde a perda de uma metila 

proveniente do (CH3)3SiO, [M – CH3] (Figura 18). O espectro de massas apresentado 

na Figura 26 indica a presença do fragmento m/z = 368, que é o pico base, 

corresponde a perda do fragmento m/z =282, [M – 282], e o fragmento m/z = 355 que 

originaram do rearranjo de retro Diels-Alder. As fragmentações do derivado TMS-
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catequina são apresentadas na Figura 24. O espectro de massas apresentado na 

Figura 26, apresenta o íon molecular m/z = 444, que corresponde ao derivado TMS-

resveratrol, os fragmentos m/z = 445 e m/z = 446 correspondem respectivamente 

aos íos [M +1] e [M +2]. O espectro de massas do derivado TMS-quercetina (Figura 

26) apresenta como pico base o fragmento m/z = 647, que corresponde a perda de 

uma metila ([M – CH3]) e como resultado da fragmentação do TMS-derivado o 

fragmento m/z = 559, que corresponde a perda de (-[CH3]4Si +CH3]
+. As 

fragmentações do derivado TMS-quercetina são apresentados no esquema da 

Figura 29. 

 

8.2 Validação do método analítico 

 

 

A validação é um conjunto de procedimentos que confirmam se o método sob 

investigação tem capacidade de desempenhar com confiabilidade o que a aplicação 

requer [120]. No processo de validação de procedimentos de pré-concentração são 

utilizados parâmetros analíticos como: linearidade e faixa dinâmica, limite de 

detecção e quantificação, exatidão, precisão, robustez, entre outros [121].  A seguir 

serão abordados os parâmetros que utilizados para validar este trabalho  

 

 

8.2.1. Linearidade  

 

  A linearidade é a capacidade de um método em produzir resultados 

diretamente proporcionais às concentrações das espécies em estudo dentro de uma 

determinada faixa analítica. 

A linearidade é freqüentemente avaliada pelo coeficiente de correlação (R). 

Para se obter R é necessário criar uma relação matemática que possa fazer a 

correlação entre os sinais analíticos e soluções do analito de concentrações 

conhecidas. Estas relações matemáticas muitas vezes são expressas como uma 

equação de reta (y = a x + b), chamada de curva de calibração. 
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8.3. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

 

Limite de detecção é o fator mais crítico na seleção de um método para 

análise de traços [122].   O limite de detecção (LD) representa a menor concentração 

do analito que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando 

um determinado procedimento experimental.  

O LD pode ser calculado de três maneiras diferentes: método visual, método 

relação sinal-ruído, método baseado em parâmetros da curva analítica.  

 

8.3.1 Método visual  

 

 

 É utilizado para determinar o limite de detecção utilizando como meio a matriz 

da amostra com adição de concentrações conhecidas da substância de interesse, de 

tal modo que ao medir o sinal seja possível distinguir entre ruído e sinal analítico. 

Visualmente, a menor concentração detectável é determinado como LD. 

  

 

8.3.2 Método relação sinal ruído 

 

 

Este pode ser aplicado somente em procedimentos analíticos que apresentem 

o ruído da linha de base. Para determinar a relação sinal-ruído, é feita a comparação 

entre a medida dos sinais analíticos referentes à amostra contendo concentração 

conhecida do analito e um branco da mesma amostra. Assim, é estabelecido uma 

concentração mínima na qual a substância pode ser facilmente detectável. O limite 

de detecção vai ser 3 vezes o valor da razão sinal:ruído. 
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8.3.3  Método baseado nos parâmetros da curva analí tica 

  

 

O método baseado em parâmetros da curva analítica é o mais usado para 

técnicas analíticas em geral, adotando este método o limite de detecção pode ser 

expresso como na equação 1:  

 

Equação 1     LD = 3 x SD/b 

 

 

Onde, SD é a estimativa o desvio padrão da resposta que, pode ser expresso 

como: o desvio padrão do branco analítico ou do coeficiente linear da equação; e b é 

o coeficiente angular da curva de calibração.  

O limite de quantificação representa a menor concentração do analito que 

pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental. Os mesmos 

critérios de LD podem ser adotados para o LQ, alterando-se e utilizando-se a relação 

10:1(sinal: ruído), sendo a sua equação expressa pela seguinte equação: 

 

 

Equação 2      LQ = 10 x SD/b 

 

 

No presente trabalho os valores de LD e LQ foram calculados utilizando  as 

equações 1 e 2. Porém, como nas técnicas de separação cromatográficas e 

eletroforéticas, é muito difícil obter um branco analítico, para o cálculo foi então 

utilizado o desvio padrão do coeficiente linear [123,124]. Os limites de detecção e da 

quantificação para o método analítico desenvolvido neste trabalho, assim como 

outras figuras de méritos são apresentados na Tabela 3 
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Tabela 3. Figuras de mérito para o método utilizado na determinação de polifenóis 
em vinhos por GC MS.   

a 
Tempo de retenção em minutos ,  bLimite de detecção em (mg L-1), cLimite de quantificação em (mg L-1).

 

  
 
 
8.4  Precisão 

 

Precisão é um termo geral usado para avaliar a dispersão de resultados entre 

ensaios independentes, repetidos de uma mesma solução de amostra, soluções de 

amostras semelhantes ou soluções padrões, em condições definidas. As duas 

formas mais comuns de expressá-la são por meio da repetitividade e a 

reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padrão relativo (RSD). 

Como é dependente da concentração do analito deve ser determinada para 

diferentes concentrações deste. Neste trabalho a precisão expressa como desvio 

padrão relativo (RSD) foi determinada para as concentrações de 8,0 e 20 mg L-1 de 

cada analito. Os valores de RSD obtidos foram de 1,90 e 0,82 % para ácido gálico, 

3,08 e 1,22 % para catequina, 1,30 e 0,44 % para malvidina, 1,50 e 0,53 % para 

resveratrol, 1,41 e 0,61% para quercetina, para as concentrações de 8,0 e 20 mg L-1 

respectivamente. Estes valores demostram boa precisão do método para a 

determinação dos compostos fenólicos nos vinhos. 

 

 

 8.5 Exatidão 

 

         A exatidão expressa a concordância entre o valor encontrado e o valor aceito 

como verdadeiro ou como referência. A exatidão representa o grau de concordância 

Analito TRa 
LDb LQc Curva analítica R 2 

Ácido gálico 9,49 1,18 3,90 S =1,25x107C + 2,03x107 0,999 
Resveratrol 15,1 0,41 1,36 S =4,86x106C + 1,28x105 0,997 
Catequina 16,65 1,30 4,30 S =8,49x107C - 1,00x108 0,998 
Quercetina 19,68 0,61 2,00 S =7,60x107C - 9,6x106 0,991 
Malvidina  21,21 0,75 2,50 S =1,22x105C - 5,1x105 0,998 
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entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de 

referência aceito como mais provável [125].  A exatidão, quando aplicada a uma 

série de resultados de ensaios, implica numa combinação de componentes de erros 

aleatórios e sistemáticos. Os processos normalmente utilizados para avaliar a 

exatidão de um método são, entre outros: uso de materiais de referência, 

participação em comparações interlaboratoriais e realização de ensaios de 

recuperação. 

 Uma das dificuldades no processo de validação de um método analítico 

para a determinação de compostos orgânicos em geral é a inexistência de materiais 

de referência certificados (CRM), o que impossibilita a determinação da exatidão do 

método. Existem materiais de referência certificado disponíveis no mercado, porém 

para um número limitado de analitos.  

 

 

8.5.1 Ensaios de recuperação  

 

 

 A recuperação ou o fator de recuperação do método (R) é definida como a 

proporção da quantidade da substância de interesse, presente ou adicionada na 

porção analítica do material teste, que é extraída e passível de ser quantificada. A 

recuperação mede a eficiência do procedimento analítico dentro de um limite de 

variação. As porcentagens de recuperação do analito próximos a 100% são 

desejáveis, porém admitem-se valores menores, desde que a recuperação apresente 

uma boa precisão. A porcentagem de recuperação pode ser calculada de acordo a 

equação 3.    

   

Equação 3 :                                                
( )











 −
×=

a

bf

C

CC
R 100%  

Onde Cf  representa a concentração encontrada, Cb o valor da concentração original 

do analito na amostra, Ca a concentração adicionada. Neste trabalho foram 
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encontrados valores de recuperação que variaram de 93,5 a 107 % para ácido 

gálico, (+)-catequina, resveratrol, quercetina, malvidina (Tabela 4), o que evidência a 

exatidão do método. 

Tabela 4. Teste de adição/recuperação de compostos fenólicos em amostras 
comerciais de vinhos tinto  (cabernet sauvignon). 
 

 Concentração   
(mg L -1) 

Valor adici onado 
(mg L -1) 

Valor enco ntrado  

(mg L -1) 
Rec. 
(%) 

Ácido gálico 

(+)catequina 

resveratrol 

quercetina 

malvidina 

6,20 

12,4 

1,65 

2,63 

11,7 

2,0 

5,0 

2,0 

2,0 

5,0 

8,16 

17,10 

3,79 

4,50 

16,90 

98,0 

94,0 

107 

93,5 

104 

 
 
 
9.0. Determinação de ácido gálico, resveratrol, cat equina, quercetina e 
malvidina em vinhos brasileiros. 
 

Na Tabela 5 são apresentados os valores das concentrações dos analitos 

determinados em sete amostras de vinhos brasileiros. As concetrações de quercetina 

variam de 2,4 a 3,0 mg L-1 , ácido gálico de 21,4 a 56,3 mg L-1 , resveratrol 1,5 a 5,9 

mg L-1, malvidina 15,3 a 32,2 mg L-1, catequina 11,71 a 18,2 mg L-1. 
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Tabela 5. Concentração de Compostos fenólico encontrados em amostras de vinhos 
brasileiros da região do Vale do São Francisco. 
 

 N = 3 repetições 
 
 

Na literatura são reportados alguns dados referentes às concentrações dos 

cinco compostos fenólicos determinados neste trabalho em vinhos elaborados em 

varias regiões, para ácido gálico (39,00 a 61,00 mg L-1) [42],  Quercetina (3,54 a 

12,65 mg L-1), catequina (17,72  a 41,87 mg L-1), Resveratrol (0,61 a 2,44 mg L-1)  

[126], o teor de malvidina -3-O glicosídeo encontrado foi de 55,10 mg L-1; [129] para 

vinhos tintos. A variação nos valores na concentração de ácido gálico, quercetina e 

resveratrol, malvidina, catequina pode ser explicada devido à variabilidade natural do 

perfil de compostos fenólicos das uvas, que está relacionado com o clima, solo, zona 

geográfica e tipo de uva e práticas enolologicas. 

 

Amostra 
Quercetina 

(mg L -1) 
Ác. Gálico  

(mg L -1) 
Resveratrol  

(mg L -1) 
Malvidiva  
(mg L -1) 

Catequina  
( mg L -1) 

Rosé (Shiraz 
2005) 

< LQ 21,4 ± 1,7 < LQ < LQ < LQ 

Tinto Cabe rnet 
Sauvignon (2004)  

 
2,4 ± 1,1 

 
27,1± 4,0 

 
1,5 ± 0,4 

 
------ 

 
< LQ 

Tinto Cabernet 
Sauvignon/ 
Shyraz (2003) 

 
2,7 ± 0,9 

 
47,2 ± 5,7 

 
4,0 ± 0,8 

 
15,3 ± 1,2 

 
11,7 ± 1,0 

Tinto Cabernet 
Sauvignon/ 
Shyraz (2004) 1 

 
< LQ 

 
49,4 ± 6,0 

 
5,9 ± 0,3 

 
11,3 ± 3,0 

 
16,7 ± 2,3 

Shiraz(2004)  2 2,5 ± 0,4 46,4 ± 6,3 3,4 ± 0,5 12,4 ± 2,4 15,6 ± 1,6 
Shiraz (2004) 3  2,7 ± 1,0 56,3 ± 5,6 3,9 ± 0,6 32,2 ± 3,6 18,2 ± 2,3 
Cabernet 
Sauvignon/ 
Shiraz (2004) 5 

 
3,0 ± 0,8 

 
54,1 ± 3,7 

 
5,5 ± 0,1 

 
20,8 ± 4,0 

 
17,8 ± 2,7 
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Capitulo VI 
 
 
 

 
 

10. Determinação de flavonóides e ácidos fenólicos em vinhos produzidos na 
Região do Vale do São Francisco – Bahia /Pernambuco  por Eletroforese Capilar  

 
 

 
Neste trabalho foi desenvolvido um método eletroforético para a determinação 

de quercetina, caempferol, miricetina, ácidos siringico, gálico e cafeico (Figuras 3 e 

5)  em seis amostras de vinhos do Vale do São Francisco. As amostras foram 

filtradas e depois submetidas à extração líquido-líquido usando éter etílico como 

solvente. O extrato foi analizado por eletroforese capilar em zona com detecção 

espectrofotométrica com arranjo de diodos. 

 

    10.1 Parte Experimental 

 

10.1.2. Análise por eletroforese  

 

10.1.3. Instrumentação 
 

Nas análises das amostras por eletroforese capilar (CE) foi empregado 

equipamento da “Backman” modelo P/ACE MDQ (Fullerton, CA), equipado com 

detector de arranjo de diodos (DAD), utilizou-se comprimento de onda de 280 nm 

para a análise das soluções padrões e amostra, os quais foram injetados 

hidrodinamicamente (0,5 psi – 5 sec) utilizando voltagem constante de +25 Kv. O 

eletrólito de corrida empregado foi Tetraborato de sódio (TBS) a uma concentração 

de 20 mM com 10% de metanol. Foi utilizado um capilar de silica-fundida (Polymicro 

Technologies, 141 Phoenix, AZ, U.S.A.) com as seguintes dimensões (50 µm x 50 

cm), o mesmo foi condicionado a partir da lavagem com 1 mol L-1  NaOH  por 5 min, 

seguido da solução do eletrólito por 30 min. 
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10.2.1. Reagentes e solventes 
 
 
 

Todos os reagentes utilizados são de grau analítico e os solventes, que foram 

previamente filtrados, de grau HPLC. O metanol utilizado foi de procedência 

(Fairfield, OH, USA), enquanto que o ácido clorídrico foi de procedência Merck 

(Darmstad, Germany), tetraborato de sódio (TBS) Riedel-de Haen (Sweelze, 

Germany). A água foi desionizada por um sistema (Milli-Q system, Millipore, Bedford, 

MA, USA) até atingir um valor de resistividade igual a 18 mΩ. Os padrões de 

quercetina, ácido gálico, campferol, ácido caféico miricetina foram da Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). A solução estoque de 1000 mg L-1 foi preparada dissolvendo os 5 

compostos fenólicos em 60:40 v/v água/metanol. As soluções de trabalho foram 

preparadas diluindo a solução de partida com volumes apropriados de uma solução 

60:40 v/v água/metanol.  

 

10.3.1 Extração Líquido-líquido  

 

Foram adicionados 100 µL de ácido clorídrico a 5 mL de vinho e manteve-se a 

mistura sob com agitação magnética por 15 min. Em seguida, realizou-se uma 

extração dos analitos com 8 mL de éter etílico na proporção de 8:5 solvente/vinho. A 

fase orgânica foi separada da fase aquosa e evaporada utilizando um fluxo suave de 

nitrogênio. Posteriormente, foi redissolvida com uma mistura de 2,5 mL de 

etanol:água 60:40 v/v. As amostras foram então filtradas com uma membrana de 

0,45 µm (Millex LCR PTFE) (Millipore, São Paulo,  Brasil).  
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11.0  Determinação de flavonóides e ácidos fenólico s em vinhos por CZE 

 

Os polifenóis foram identificados a partir dos eletroferogramas comparando o 

tempo de migração e espectros obtidos através da análise dos picos dos padrões e 

das amostras de vinho. Também foi utilizada a fortificação de algumas amostras, 

com diferentes níveis de concentração, permitindo assim uma melhor identificação 

dos analitos presentes nas amostras. A quantificação foi efetuada através das 

medidas de área dos picos. As condições de separação foram otimizadas a partir do 

método modificado de Perez et al.[127].  

 

11.1 Figuras de mérito  

 

As curvas analiticas foram traçadas a partir dos resultados das áreas dos 

picos das soluções padrões de: caempferol, miricetina, ácidos siringico, gálico e 

caféico na faixa de concentração de 5 a 80 mg L-1. Os limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ) foram estabelecidos por análise da curva de calibração. Para o 

cálculo dos valores de LD e LQ, foram utilizadas a equações 1 e 2: As curvas 

analíticas assim como outros parâmetros avaliados para a determinação de 

compostos fenólicos são apresentados na Tabela 6.  

 

Tabela 6.  Figuras  de mérito do método para a determinação de compostos fenólicos 
usando eletroforese capilar 

S: sinal analítico,  a : Concentração em mg L-1 

 

Analito 
Limite de 
detecção a 

Limite de 
quantificação a    Curvas analíticas  R 2 

  mg L-1   
Ácido Siringico 0,14 0,45 S = 447,29C – 2214,90 0,999 
Caempferol 0,19 0,58 S = 684,70C – 1324,20 0,999 
Miricetina 0,25 0,84 S = 398,01C – 1878,80 0,999 
Quercetina 0,31 1,03 S = 945,13C – 1079,70 0,999 
Ácido caféico  0,33 0,96 S = 1045,10C – 3116,40 0,999 
Ácido gálico  0,22 0,72 S = 1081,10C – 4881,30 0,998 
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As curvas analíticas exibiram um comportamento linear dentro da faixa de 

trabalho, com coeficientes de correlação linear acima de 0,998. Os limites de 

detecção variaram de 0,14 a 0,33 mg L-1 e os limites de quantificação variaram de 

0,45 a 1,03 mg L-1 para os analítos determinados. O desvio padrão relativo (RSD) foi 

de 1,05 e 0,74 % correspondente as concentrações de 5,20 e 32,5 mg L-1 para ácido 

gálico, 3,08  e 1,37 % correspondentem as concentrações de 3,30 e 10,60 mg L-1 

para quercetina, 1,05 e 0,74 % correspondente as concentrações de 15,50 e 32,50 

mg L-1 para ácido caféico, 2,67 e 0,28 % correspondente as concentrações de 7,50 e 

15,30 mg L-1 para mirecetina, 2,81 e 0,96 % correspondente as concentrações de 

2,30 e 14,20 mg L-1 para caempferol, 1,01 e 3,50 % correspondente as 

concentrações de 5,20 e 32,5 mg L-1 para ácido siringico, respectivamente.  

 

11.2 Aplicação do método. 

 

Nas Figuras 31 e 32 são apresentados eletroferogramas dos compostos 

fenólicos em uma solução contndo padrões dos mesmos e determinado por 

eletroforese capilar em vinhos tintos, na Tabela 7 estão os valores de concentração 

destes compostos determinados em seis direfentes amostras de vinhos analisadas.  

 
Figura 31 : Eletroferograma de compostos fenólicos presentes em uma mistura de 
padrões. Eletrólito de corrida: TBS 20 mmol L-1, metanol 10 % (v/v); pH= 9,0 ; 
potencial aplicado, +25 kV; detecção UV em 280 nm. Identificação dos picos: 1. 
Ácido siringico, 2. caempferol, 3. miricetina, 4. quercetina, 5. Ácido cafeico, 6. Ácido 
gálico  
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Figura 32 . Eletroferograma de compostos fenólicos presentes na amostra de vinho.  
Eletrólito de corrida: TBS 20 mmol L-1, metanol 10 % (v/v); pH= 9,0 ; potencial 
aplicado, +25 kV; detecção, UV em 280 nm. Identificação dos picos: 1. Ácido 
siríngico, 2. kaempferol, 3. miricetina, 4. quercetina, 5. Ácido cafeico, 6. Ácido gálico.
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Tabela 7. Concentração em mg L-1 dos compostos fenólicos determinados em vinhos brasileiros elaborados no Vale do São 
Francisco por eletroforese capilar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amostras  Quercetina  
(mg L -1) 

Caempferol  
(mg L -1) 

Miricetina  
(mg L -1) 

Ác Siríngico  
(mg L -1) 

Ác. Caféico  
(mg L -1) 

Ác. Gálico  
(mg L -1) 

1- Cabernet Sauvignon Shiraz  1,68 ± 0,59 4,33 ± 0,21 15,34 ± 0,31 5,73± 0,07 5,18 ± 0,30 15,77 ± 0,58 
2- Cabernet Sauvignon  3,58 ± 0,49 2,91 ± 0,23 25,13 ± 4,82 8,13±0,80 8,04 ± 0,25 22,45 ± 1,00 
3 - Ruby Cabernet  2,97 ± 0,47 3,03 ± 0,13 7,52 ± 0,26 13,05±1,62 7,78 ± 0,35 22,35 ± 1,07  
4 - Tanat 2002 4,03 ± 0,67 3,11 ± 0,21 16,31 ± 1,56 10,67±1,16 13,16 ± 1,09 15,47 ± 1,54 
5 - Cabernet  Sauvignon  3,76 ± 0,23 2,32 ± 0,15 23,95 ± 0,43 10,43±0,13 7,83 ± 0,07 41,74 ± 0,98 
6 - Shiraz  3,79 ± 0,31 2,48 ± 0,10 22,24 ± 1,90 11,01±0,42 8,49 ± 0,19 28,09 ± 1,04 
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As concentrações de ácido gálico nas amostras de vinhos brasileiros variaram 

de 16,00 a 42,00 mg L-1, Caféico (3,16 a 5,18 mg L-1), Siríngico (5,73 a 13,05 mg L-1),  

kaempferol ( 2,32 a 4,33 mg L-1), Quercetina (1,68 a 4,03 mg L-1), Miricetina (7,52 a 

25,13 mg L-1). Na literatura são reportados alguns dados referentes às concentrações 

dos seis compostos fenólicos determinados neste trabalho, em vinhos produzidos em 

varias regiões, para ácido gálico (39,00 a 61,00 mg L-1) , ácido caféico (2,20-8,70 mg 

L-1) [42],  Siríngico (3,62 a 7,46 mg L-1), kaempferol (0,14 a 0,57 mg L-1) , Quercetina 

(3,54 a 12,65 mg L-1), Miricetina (2,86 a 24,37 mg L-1) [126] para vinhos tintos.  

Pode-se verificar pelos resultados obtidos que as concentrações de ácido 

gálico e quercetina apresentam uma faixa um pouco menor que a reportada na 

literatura, já as concentrações de kaempferol e ácido siringico, estão em uma faixa 

de concentração superior a encontrada na literatura e a concentração de miricetina 

está concordante com a literatura.  A variação nos valores na concentração de ácido 

gálico, quercetina e ácido siringico, pode ser explicada devido à variabilidade natural 

do perfil de compostos fenólicos das uvas, que está relacionado com o clima, solo 

entre outras práticas agronômicas. 
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Capitulo VII 

 
 
 
12.0 Determinação de catequina e epicatequina em vi nhos produzidos na 
Região do Vale do São Francisco por HPLC com detecç ão por Fluorescência. 
 
 
 
 

O presente trabalho descreve a determinação de catequina e epicatequina em 

vinhos brasileiros elaborados na região do Vale do São Francisco empregando HPLC 

com detecção por fluorescência. O método permitiu a identificação e quantificação 

em diferentes tipos de vinho, através de injeção direta.  

Através da detecção por fluorescência foi possível determinar os compostos 

do grupo flavan-3-ols com menos interferência e maior sensibilidade, quando 

comparado detecção espectrofotométrica. A catequina e a epicatequina (Figura 6) 

foram identificadas por comparação do tempo de retenção obtidos através das 

amostras de vinho e dos padrões (Figuras 36 e 37) e também através da adição de 

diferentes níveis de concentrações dos padrões à amostra (Tabela 12). O sinal de 

fluorescência foi utilizado para determinar os analitos no vinho, foi utilizado 

(comprimento de onda de excitação 280 nm, comprimento de onda de emissão 310 

nm [128]).  

 

12.1 Parte Experimental 

 

12.1.1 Solventes 

 

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solução padrão e fase móvel 

(metanol e ácido acético,ácido fórmico), foram de grau cromatográfico HPLC de 
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procedência J. T. Baker. A água desionizada,foi obtida apartir de um sistema de 

ultra-purificação Milipore (Bedford, MA, USA). 

Após o preparo dos solventes para as fases móveis, os mesmos foram 

filtrados a vácuo através de filtros milipore para solventes orgânicos (0,45 µm) e 

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigênio. 

 

12.1.2 Padrões  

 

Os padrões usados: (Quercetina, ácido gálico kampferol, ácido caféico e 

mirecetina foram de procedência Aldrich (St. Louis, MO, USA); (+)-catequina, (-)-

epicatequina, ácidos siríngico, p-cumárico, vanílico, ferulico, hidroxi-metil furfural, 

malvidina-3-O-glicosídeo da Sigma (St. Louis, MO, USA), todos com grau de pureza 

superior a 95%.    

                   

                                                                                                                                                                                  

12.1.3. Preparo da amostra 

 

Várias amostras de diferentes de vinhos (tinto, branco e rose), das marcas Rio 

Sol, Rendeiras, Adega do vale, Botticceli, Terra Nova e Garziera, foram adquiridas 

em supermercados na cidade de Salvador (Bahia, Brasil). Estas amostras foram 

escolhidas como representantes dos vinhos produzidos na região do Vale do São 

Francisco. As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 µm (Millipore) 

paras as análises por HPLC .Todos os vinhos foram armazenados em um ambiente 

refrigerado á 4oC até análise.  

 

 

12.2 Análises de vinhos por HPLC/fluorescência  

 

Nas análises das amostras de vinho foi utilizado um HPLC, Dionex, equipado 

com detectores de fluorescência (RF 2000) e arranjo de fotodiodos (PAD 100) 

equipado com um auto-amostrador (ASI-100) e bombas (P-680). O sinal analítico foi 
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monitorado e a área dos picos presentes nos cromatogramas foi integrada utilizando 

o software Chromeleon 6.60. A Fase móvel foi composta por dois tipos de solvente 

(A e B), sendo o solvente A composto por uma mistura de metanol:ácido 

acético:água na proporção de (5:2:93), e o solvente B composto por uma mistura de 

água:ácido acético:metanol na proporção de (10:2:88), utilizando um fluxo de 1,0 mL 

min-1. O gradiente empregado encontra-se descrito na Tabela 8.  

 
                                          

Tabela 8. Gradiente da fase móvel utilizado no (HPLC). 
 

 

 

 

 

                                                 

 

                                               a 
água-ácido acético-metanol  (10:2:88)

 

 

As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 µm. Foi utilizada uma 

coluna monolítica da marca Chromolith Performace RP-18e (100 mm x 4,6 mm). A 

detecção por fluorescência em λex = 280 nm e λem= 310 nm. 

As soluções estoque de catequina (100 mg L−1) e epicatequina (100 mg L−1) 

foram preparadas em uma mistura de metanol-água na proporção de (1:1). A solução 

estoque foi posteriormente diluída em soluções padrões com diferentes valores de 

concentração.  

Tempo  (min)  % Ba 

0 5 
10 5 
15 15 
30 30 
35 30 
45 50 
50 5 
60 5 
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Figura 33:  Cromatograma da mistura de padrões (Picos: 1.Catequina; 2. 
Epicatequina). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 34:  cromatograma da amostra de vinho Cabernet Sauvignon Shiraz. (Picos: 
1.Catequina; 2. Epicatequina). 
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12.2.1 Validação do método analítico   

 

 

 As curvas analíticas foram traçadas utilizando soluções padrões na faixa de 1 

a 30 mg L-1. A equação de regressão correspondente e outros parâmetros 

característicos para a determinação catequina e epicatequina são mostrados na 

Tabela 9. As curvas analíticas exibiram excelente linearidade (R> 0,99) na faixa de 

concentração estudada.  

 

 

Tabela 9.  Figuras de mérito do método                    

a 
Limite de detecção, bLimite de quantificação , S = sinal analítico, C = concentração em mg L-1 

 

 

Os limites de detecção e de quantificação foram estabelecidos através da 

equação das curvas analíticas. Os limites de detecção e de quantificação foram de 

0,27 e 0,91 mg L-1, para catequina e 0,33 e 1,09 mg L-1 para epicatequina, 

respectivamente. A precisão estimada como desvio padrão relativo foi de 3,34 e 1,09 

% para as concentrações de catequina de 0,50 e 20,0 mg.L-1 e, 2,82 e 0,49 % para 

as mesmas concentrações de epicatequina respectivamente.  Para avaliar a exatidão 

do método foi realizado um teste de adição/recuperação, Às soluções padrões foram 

adicionados as amostra na faixa de 40 a 90% da concentração original presentes nos 

vinhos. As amostras fortificadas com os padrões de catequina e epicatequina, foram 

analisados em triplicata de acordo o método proposto, e as recuperações foram 

calculadas de acordo com equação 3 . Foram obtidos valores que variaram de 105 e 

Analito  
 

Tempo de 
Ret. (min) 

LDa   

(mg L-1) 
LQb  

(mg L-1) 
Equação da Reta  

 R2 

Catequina 19,64 0,27 0,91 S = 5,91C - 0,75 0,999 
Epicatequina 25,75 0,33 1,09 S = 6,30C - 0,39 0,998 
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108 % de recuperação para catequina e de 97,3 a 119 % para epicatequina (Tabela  

10).  

 
Tabela 10. Teste de adição/recuperação para concentrações de catequina e 
epicatequina (mg L-1) em vinhos brasileiros elaborados na região do Vale do São 
Francisco , por HPLC.  

N = 3 replicatas 

 
 
 
13. Determinação de catequina e epicatequina em vin hos brasileiros. 
 
 
 

Na Figura 23 é mostrado o cromatograma da catequina e da epicatequina nas 

amostras de vinhos e na Tabela 11 é apresentada a concentração dos analitos 

determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentração para 

catequina variou de 7,51 a 73,20 mg L-1 e de 5,08 a 43,32 mg L-1 para a 

epicatequina.  

 

 

 

 

Amostras 
de vinho 

Epicatequina   
Adic. 

(mg L -1) 

Epicatequina   
encontrada  

(mg L -1) 

Rec 
(%) 

 

Catequina  
Adic. 

(mg L -1) 

Catequina 
Encontrada  

(mg L -1) 

Rec 
(%) 

 

 
Petit  

Shiraz 

0,0 5,08 ± 0,21  0,0 7,51 ± 0,17 - 

6,0 12,21 ± 0,60 119 15,0 23,68 ± 0,07 108 

 
Shiraz 1 

0,0 12,43 ± 0,38  0,0 21,72 ± 0,09  

10,0 22,16 ± 0,10 97,3 10,0 32,25 ± 0,05 105 

 
Shiraz 2 

0,0 16,06 ± 0,29  - 27,07 ± 0,40 - 

6,0 22,20 ± 0,32 102 - - - 

Cabernet 
Sauvignon 

Shiraz 

0,0 9,99  ± 0,67  - 16,73 ± 0,16 - 

4,0 13,89 ± 0,14 97,5 - - - 
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Tabela 11. Valoes de concentração de catequina e epicatequina (mg L-1) obtidos em 
vinhos brasileiros elaborados no Vale do São Francisco por HPLC com detecção por 
fluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
N = 3 replicatas 
 
 
 

Na literatura são reportados alguns dados referentes à concentração de 

catequina e epicatequina encontrada em vinhos produzidos em várias regiões, 

podendo então comparar com os dados encontrados no presente trabalho (Tabela 

12). Alonso e co-autores encontraram uma concentração de 31,01 mg L-1 para 

catequina e  12,78 mg L-1 para epicatequina em vinhos tintos. [129]. 

 

   Tabela 12 .  Concentração de catequina e epicatequina de vinhos de outros países  

 

 

 

Amostra de vinhos  Epicatequina  
(mg L -1) 

Catequina  
(mg L -1) 

Petite  Shiraz 5,08 ± 0,21 7,51 ± 0,17 
Shiraz 1 12,43 ± 0,38 21,72 ± 0,09 

Cabernet Sauvignon 1 26,87 ± 0,50 ----------- 
Cabernet  Sauvignon 2 16,86 ± 0,10 28,60 ± 0,51 

Cabernet Sauvignon Shiraz 1 43,32 ± 0,22 73,20 ± 1,45 
Shiraz 2 16,04 ± 0,04 30,40 ± 0,14 
Shiraz 3 18,31 ± 0,04 31,63 ± 0,03 

Cabernet Sauvignon Shiraz 2 16,06 ± 0,29 27,07 ± 0,40 
Cabernet Sauvignon Shiraz 3 9,99  ± 0,67 16,73 ± 0,16 

Amostras  Catequina 
(mg L -1) 

Epicatequina  
(mg L -1) 

ref  

Vinhos da Hungria 21,30-89,10  11,70-126,0 [130] 

Vinhos da Itália (tintos)  33,66-86,54 9,94-25,47  [131] 
Vinhos da França 32,80-209,80 22,10-130,7 [132] 

Vinhos da China 1,44-3,83   3,59-13,10   [133] 

Vinhos da Turquia 17,82-33,59 5,62-12,65 [134] 

Vinhos da Espanha (brancos) 7,20-15,60 2,60-28,40 [135] 

Vinhos do Brasil  7,51-73,20 5,08-43,32 Este trabalho 
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Os toeres de catequina e epicatequina relatados na literatura para vinhos de 

outros países são concordantes com os encontrados para vinhos brasileiros 

elaborados no vale do São Francisco. Os elevados teores de catequina e 

epicatequina encontrados nos vinhos foram devido a inserção de sementes durante o 

processo de maceração e fermentação, pois na uva os flavan-3-ols, se encontram 

em maior concentração nas sementes.  
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Capitulo VIII 
 
 
 
 

14.0 Determinação direta de ácido fenólicos em vinh os produzidos na Região 
do Vale do São Francisco por HPLC PAD. 

 
 
 
      Alguns compostos fenólicos encontrados nos vinhos apresentam absorvância 

característica na região do UV-vis e podem ser facilmente separados e detectados 

por HLPC com detector de arranjo de fotodiodos. As antocianinas apresentam 

absorvancia maxima por volta de 520 nm. Os flavonois têm absorvância máxima em 

360 nm, os ácidos hidroxicinâmicos podem ser detectados em 320 nm, outros grupos 

de polifenóis podem apresentar absorvância máxima em 280 nm.  

Neste trabalho foram determinados, acido gálico, hidroximetil furfural, ácido 

vanílico, ácido caféico, ácido p-Cumárico, ácido ferúlico, caftárico, cis-cutárico 

,fertárico, trans-cutarico. O método permitiu a identificação e quantificação destes 

compostos em diferentes tipos de vinhos, através de injeção direta, por HPLC PDA.   

Os compostos polifenólicos foram identificados por comparação do tempo de 

retenção e dados do espectro de UV obtidos através das amostras de vinho e dos 

padrões puros (Figuras 38,39, 40a e 41) e também através da adição de diferentes 

níveis de concentrações dos padrões à amostra.  

 

14.1.1 Parte Experimental 

 

14.1.2 Solventes 

 

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solução padrão e fase móvel 

(metanol e ácido acético,ácido fórmico), foram de grau cromatográfico HPLC de 

procedência J. T. Baker. A água desionizada,foi obtida apartir de um sistema de 

ultra-purificação Milipore (Bedford, MA, USA). 
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Após o preparo dos solventes para as fases móveis, os mesmos foram 

filtrados a vácuo através de filtros milipore para solventes orgânicos (0,45 µm) e 

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigênio. 

 

 

14.1.3 Padrões  

 

Os padrões usados: (ácido gálico, ácido caféico foram de procedência Aldrich 

(St. Louis, MO, USA); ácidos siríngico, p-cumárico, vanílico, ferúlico, hidroxi-metil 

furfural, Sigma (St. Louis, MO, USA), todos com grau de pureza superior a 95%.    

                                                                                                                                                                      

14.1.4. Preparo da amostra 

 

Várias amostras de diferentes de vinhos (tinto, branco e rose), das marcas Rio 

Sol, Rendeiras, Adega do vale, Botticceli, Terra Nova e Garziera, foram adquiridas 

em supermercados na cidade de Salvador (Bahia, Brasil). Estas amostras foram 

escolhidas como representantes dos vinhos produzidos na região do Vale do São 

Francisco. As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 µm (Millipore) 

paras as análises por HPLC. Todos os vinhos foram armazenados em um ambiente 

refrigerado á 4oC até análise.  

 

14.2 Análises de vinhos por HPLC PAD  

 

Nas análises das amostras de vinho foi utilizado um HPLC, Dionex, equipado 

com detectores de fluorescência (RF 2000) e arranjo de fotodiodos (PAD 100) 

equipado com um auto-amostrador (ASI-100) e bombas (P-680). O sinal analítico foi 

monitorado e a área dos picos presentes nos cromatogramas foi integrada utilizando 

o software Chromeleon 6.60. A Fase móvel foi composta por dois tipos de solvente 

(A e B), sendo o solvente A composto por uma mistura de metanol:ácido 

acético:água na proporção de (5:2:93), e o solvente B composto por uma mistura de 
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água:ácido acético:metanol na proporção de (10:2:88), utilizando um fluxo de 1,0 mL 

min-1. O gradiente empregado encontra-se descrito na Tabela 13.          

                                  

Tabela 13. Gradiente da fase móvel utilizado no (HPLC). 
 

 

 

 

 

                                                 

 

a 
água-ácido acético-metanol  (10:2:88)

 

As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 µm. Foi utilizada uma 

coluna monolítica da marca Chromolith Performace RP-18e (100 mm x 4,6 mm). A 

absorvância do analito na região do UV foi monitorado de 200 a 400 nm .  

As soluções estoque dos analitos foram preparadas em uma mistura de 

metanol-água na proporção de (1:1). A solução estoque foi posteriormente diluída em 

soluções padrões com diferentes valores de concentração.  

 

 

14.3 Validação do método analítico   

 

 As curvas analíticas foram construídas utilizando soluções padrões na faixa 

de 0,38 a 52 mg L-1.  As equações das curvas analíticas correspondentes aos 

analitos (acido gálico, hidroximetil furfural (HMF), ácido vanílico, ácido cafeico, ácido 

p-Cumárico, ácido ferúlico) e os valores de coeficiente de correlação estão na Tabela 

15. Demais parâmetros característicos do método para a determinação dos polifenois 

nos vinhos são mostrados nas Tabelas 15 e 16. As curvas analíticas exibiram 

excelente linearidade (r > 0,99) na faixa de concentração de trabalho. 

 

Tempo  (min)  % Ba 

0 5 
10 5 
15 15 
30 30 
35 30 
45 50 
50 5 
60 5 



69 
 

  

Tabela 14.  Equação e coeficientes de correlação das curvas analíticas do método 

proposto. 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os limites de detecção e quantificação foram estabelecidos através das curvas 

analíticas.  Os cálculos dos valores para LDs e LQs, foram obtidos a partir das 

equações 1 e 2. Os limites de detecção e quantificação e estão apresentados na 

Tabela 15.  A precisão estimada como desvio padrão relativo é mostrado na Tabela 

15. 

Tabela 15.  Caracteristicas analíticas do método proposto 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    a 

Limite de detecção, bLimite de quantificação  

          
 
            

Para avaliar a exatidão do método foi realizado um teste de 

adição/recuperação, Os padrões foram adicionados amostra na faixa de 40-90% da 

concentração original presentes nos vinhos, para isso foram adicionados uma 

mistura de padrões de ácido gálico, hidroxi metil furfural, ácidos vanílico, cafeico, p-

cumárico e ferúlico a fim de obter concentrações nominais de 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 15,0 

Analito  Curva analítica 
......... 

Coeficiente de 
correlação 

Ácido Gálico Abs = 0,29C - 0,03 0,9985 
HMF Abs = 1,43C - 0,38 0,9996 

Ácido Vanílico Abs = 0,30C - 0,02 0,9984 
Ácido Cafeico Abs = 0,81C - 0,06 0,9998 

Ácido p-Cumárico Abs = 0,95C - 0,08 0,9999 
Ácido Ferúlico Abs = 0,94C - 0,03 0,9988 

Analito  
 

Tempo de 
retenção (min) 

LDa 

 
LQb 

 

Ácido Gálico 5,77 0,24 0,79 
HMF 8,77 0,02 0,07 

Ácido Vanílico 22,77 0,24 0,79 
Ácido Cafeico 23,70 0,13 0,44 

Ácido p-Cumárico 30,78 0,34 1,13 
Ácido Ferúlico 33,58 0,03 0,09 
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mg L-1 e o volume foi completado com amostras de vinho. As amostras contaminadas 

com padrões dos compostos fenólicos, foram analisados em triplicata de acordo o 

método proposto, e as recuperações foram calculadas de acordo com equação 3 . 

Foram obtidos valores que variaram de 90 a 101,2 % de recuperação para os 

analitos determinados nas amostras de vinhos brasileiros (Tabela  17).  

 

Tabela 16.  Valores de desvio padrão relativo para diferentes concentrações dos 
compostos analisados 

 
                                         a desvio padrão relativo 
 
15.0 Aplicação  
 
15.1. Determinação de compostos fenólicos em vinhos brasileiros. 
 
 Tabela 17. Teste de adição/recuperação para concentrações de Gálico, Hmf, 
Vanílico, Caféico, p-Cumárico, (mg L-1) em vinhos brasileiros HPLC PDA. 

Analito Conc. (mg L -1) RSDa Conc. (mg L -1) RSDa 

Ácido Gálico 11,95 1,77 0,51 4,60 
HMF 7,65 3,11 1,41 4,78 

Ácido Vanílico 8,76 3,40 0,89 5,01 
Ácido Cafeico 6,26 4,52 0,90 5,43 

Ácido p-Cumárico 5,69 2,99 0,71 4,48 
Ácido Ferúlico 6,45 3,83 1,53 4,99 

 Concentração   
(mg L -1) 

Valor adici onado 
(mg L -1) 

Valor enco ntrado  

(mg L -1) 
Rec. 
(%) 

Shiraz      
Gálico 28,87 3,0 31,74  96,0 
Hmf 1,01 15,0 16,20  101,2 

Vanílico 3,31 5,0 8,76  109 
Caféico 16,14 3,0 18,91  92 

p-Cumárico 12,46 3,0 15,22  92 
Ferulico 1,81 5,0  6,45  93 

  Petite Shiraz      
Gálico 18,25  3,0 20,21  98 
Hmf 0,59  7,0 7,65  101 

Vanílico 2,10 2,0 3,91  90 
Caféico 4,20  0,0 4,30  - 

p-Cumárico 2,54  4,0 6,37  96 
Ferulico  0,41  2,0 2,35  97 
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                 15.1.2 Determinação de acido gálic o, hidroximetil furfural, ácido 
vanílico, ácido caféico, ácido p-Cumárico e ácido f erúlico em vinhos brasileiros 
elaborados na região do Vale do São Francisco. 
 
 
        Nas Figuras 36, 37a, 37b e 38 são apresentados os cromatogramas dos 

compostos determinados nas amostras de vinho e dos padrões em dois 

comprimentos de onda distintos (280 e 320 nm). Pode-se perceber que houve uma 

boa separação dos compostos. Na Tabela 18 é apresentado a concentração dos 

analitos determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentração de 

acido gálico variou de 3,73 a 103,50 mg L-1, Hidroximetil furfural de 0,59 a 8,83 mg L-

1, ácido vanílico de 2,90 a 11,57 mg L-1, ácido caféico de 4,20 a 14,20 mg L-1, ácido 

p-Cumárico de 0,26  a 12,46 mg L-1, ácido ferulico de 0,31 a 3,97 mg L-1. Para a 

determinação dos ésteres fenólicos  

 
 
Figura 35:  Cromatograma da amostra de vinhos utilizando comprimento de onda de 
280nm (Picos: 1.ácido Gálico; 2. Hidroximetil furfural; 3. Ácido vanílico). 
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Figura 36: Cromatograma da mistura de padrões utilizando um comprimento de 
onda de 280nm (Picos: 1.ácido Gálico; 2. Hidroximetil furfural; 3. Ácido vanílico). 
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Figura 37a.  Cromatograma da amostra de vinhos utilizando comprimento de onda de 
320 nm (Picos: 1.ácido caféico; 2. Ácido p-cumárico; 3. Ácido ferulico). 
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Figura 37b.  Cromatograma da amostra de vinhos utilizando  comprimento de onda 
de 320 nm (Picos: 1.ácido caftárico; 2. Ácido cis-cutárico; 3. Ácido fertárico; 4. Ácido 
trans-cutárico). 

 
 

 
Figura 38.  Cromatograma da mistura de padrões utilizando um comprimento de 
onda de 320 nm (Picos: 1.ácido caféico; 2. Ácido p-cumárico; 3. Ácido ferúlico 
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Tabela 18 Concentração de ácido gálico, hidroximetil furfural, ácido vanílico, ácido caféico, ácido p-Cumarico e ácido 
ferulico (mg L-1) em vinhos brasileiros elaborados no Vale do São Francisco por HPLC -UV. 
 
 

 
 

Amostras Ácido Gálico HMF 
Ácido 

Vanílico 
Ácido 

Cafeico 
Ácido p-

Cumárico 
Ácido 

Ferúlico 

Tinto Petit Shiraz 18,56 ± 0,71 0,59 ± 0,02 2,16 ± 0,03 4,20 ± 0,15 2,54 ± 0,07 0,41 ± 0,01 
Tinto  Shiraz 1 28,87 ± 0,03 1,01 ± 0,12 3,31 ± 0,17 16,14 ± 0,61 12,46 ± 0,08 1,81 ± 0,14 
Tinto  Cabernet 

Sauvignon 50,35 ± 0,15 0,86 ± 0,04 2,90 ± 0,17 7,26 ± 0,07 11,96 ± 0,01 < LQ 
Tinto Cabernet 

Sauvignon 95,28 ± 3,70 1,17 ± 0,16 < LQ 11,83 ± 1,23 7,57 ± 1,04 1,11 ± 0,13 
Tinto Cabernet 

Sauvignon  Shiraz 1 52,65 ± 1,51 < LQ 11,57 ± 0,01 6,26 ± 0,09 5,69 ± 0,20 3,97 ± 0,21 
Tinto Cabernet 

Sauvignon  Shiraz 2 81,79 ± 2,52 1,25 ± 0,06 4,26 ± 0,21 12,86 ± 0,23 12,41 ± 0,21 1,54 ± 0,06 
Rosé Shiraz 3,73 ± 0,12 8,83 ± 0,18 < LQ 0,56 ± 0,02 < LQ  < LQ 

Tinto Shiraz 3 103,50 ± 4,12 1,19 ± 0,17 < LQ 14,20 ± 0,22 9,07 ± 0,18 1,47 ± 0,07 
Tinto  Shiraz 4 89,24 ± 0,14 1,46 ± 0,03 < LQ 11,45 ± 0,22 16,61 ± 0,50 1,53 ± 0,07 

Chenin Blanc moscato 
Canelli 11,95± 0,36 2,43±0,44 < LQ  6,65±0,55 1,95±0,15 0,31±0,01 
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15.2. Determinação de ésteres caftárico, cis-cutárico, fertárico, trans-cutárico 
em vinhos brasileiros. 
 
 
 
 
            Nas uvas, os ácidos fenólicos, são principalmente os derivados do ácido 

cinâmico, que se encontram nos vacúolos das células do fruto, principalmente na 

forma de ésteres tártaricos. Estes são os ácidos cafeoil tartárico (caftárico), p-

cumaroil tartárico (cutárico) e feruloil tartárico (fertárico), Figura 39. A forma 

isomérica encontrada em maior quantidade nas uvas é o trans, porém pode ser 

encontrado o composto cis, em menor quantidade. 

 

HOOC
O

O

OH

R

OH

HOOC

 
Figura 39: Ésteres hidroxicinámicos 
 
 
 
    Neste trabalho, a quantificação do ácido caftárico, foi realizada mediante a 

utilização da curva de calibração do ácido caféico e a quantificação do cutárico foi 

realizado através da curva de calibração do p-cumárico e o ácido fertárico a partir da 

curva de calibração do ácido ferúlico, aplicando a todos um fator de correção molar, 

tendo em vista que não existem padrões disponíveis comercialmente. Os compostos 

foram identificados através da comparação dos espectros de absorção das amostras 

de vinhos com os encontrados na literatura. 

 
 
 
 
 
 
 

Ésteres  R 1 
Ácido cafeoil tártarico OH 
Ácido p-cumaroil tartárico H 

Ácido feruloil tartárico OCH3 
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Tabela 19. Concentração do: ácido caftárico, ácido cis-cutárico, ácido fertárico,trans-
cutárico (mg L-1) em vinhos brasileiros produzidos no Vale do São Francisco por 
HPLC. 
 

           
 
 

Nas Figura 40b é apresentado o cromatograma dos ácidos caftárico, cis-

cutárico, fertarico, trans-cutárico determinados nas amostras de vinho em dois 

comprimentos de onda distintos (280 e 320 nm). Na Tabela 19 são apresentados os 

valores de concentração dos analitos determinados em nove amostras de vinhos 

brasileiros, a concentração de acido caftárico variou de 13,28 a 46,83 mg L-1, cis-

cutárico de 1,01 a 2,13 mg L-1, trans-cutárico de 2,13 a 17,56 mg L-1, fertárico de 1,11 

a 2,43 mg L-1, ácido p-Cumárico de 0,26  a 12,46 mg L-1, ácido ferulico de 0,31 a 3,97 

mgL-1. 

 

 

 

 

 

 

Amostra caftárico cis-cutárico  fertárico 
trans-

cutárico 
 (mg L -1) (mg L -1) (mg L -1) (mg L -1) 
Tinto Petite Shiraz 16,92 ± 0,75 1,61 ± 0,06 1,44 ± 0,27 5,70 ± 0,21 
Tinto Shiraz 1 13,28 ± 1,59 1,01 ± 0,17  2,43 ± 0,45 2,18 ± 0,35 
Tinto Cabernet 
Sauvignon 33,55 ± 0,76 2,13 ± 0,52 1,11 ± 0,22 9,68 ± 0,01 
Tinto Cabernet 
Sauvignon 46,83 ± 2,67 1,25 ± 0,30 1,87 ± 0,40 17,56 ± 3,03 
Tinto Cabernet 
Sauvignon  Shiraz 34,27 ± 0,69 1,10 ± 0,09 1,96 ± 0,02 11,09 ± 0,19 
Rosé Shiraz  16,29 ± 0,35  2,05 ± 0,08 2,18 ± 0,03 
Tinto Shiraz 2 43,98 ± 0,73 1,49 ± 0,11 2,03 ± 0,12  
Tinto Shiraz 3 29,91 ± 1,20 1,54 ± 0,09 2,42 ± 0,15 6,99 ± 0,26 
Chenin Blanc 
moscato Canelli 29,36 ± 0,41  1,18 ± 0,24 2,13 ± 0,17 
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Capitulo IX 

 
 

 
 

16. Desenvolvimento de um método de extração em fas e sólida automatizado 

para a determinação de antocianinas por cromatograf ia líquida de ultra 

eficiência (UPLC) com detector de arranjo de diodos  

 
 

Como versado anteriormente as antocianinas são as substâncias presentes 

nos vinhos responsáveis pela coloração dos mesmos. Assim estes compostos são 

de grande interesse para a indústria alimentícia, além disso, apresentam 

propriedades antioxidantes [136], antivirais [137], antibacterianas [138] e 

anticarginogênicas [139]. Quanto à relação das antocianinas e a cor dos vinhos, é 

importante ressaltar que a concentração destas substâncias varia muito devido à 

variedade da uva empregada e das práticas vinícolas adotadas. Por exemplo, vinhos 

que passam por um período de envelhecimento em barris de carvalho, estão sujeitos 

à numerosas reações de oxidação e polimerização, principalmente entre as 

antocianinas e os flavanoles.  

Em vinhos jovens as principais antocianinas responsáveis pela cor são as 

monoméricas, porém com o passar do tempo mais de 50% da cor dos vinhos são 

devido às antocianinas poliméricas. Estes compostos são menos afetados pelo pH, 

temperatura e presença de SO2, o que atribui a cor dos vinhos uma maior 

estabilidade. Estes fenômenos aqui mencionados interverem muito na concentração 

das antocianinas nos vinhos, tornando então a determinação destes compostos uma 

tarefa difícil, requerendo uma escolha criteriosa do procedimento analítico que será 

adotado para a análise dos vinhos. 

Na literatura têm sido propostas várias técnicas de extração de antocianinas 

empregando metanol, etanol, acetona, água, puros ou em misturas [140].  As 

técnicas de extração de amostras semi-sólidas ou viscosas (como o mosto de uva), 
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tem se concentrado na extração por maceração com solventes orgânicos seguido de 

extração liquído-liquido ou em fase sólida, como estratégia para preconcentrar o 

extrato [141]. Na literatura são reportados vários procedimentos para a extração e 

determinação de antocianinas em uvas e vinhos por HPLC [142 -143144145].                                                                      

Neste trabalho foi utilizado extração em fase sólida, utilizando um sistema 

automatizado (Figura 44  e Esquema 45). A separação das antocianinas foi realizada 

utilizando um UPLC. Este método possibilitou a separação e quantificação de oito 

antocianinas em vinhos     (Delfinidina -3-O glicosídeo , Cianidina-3-O glicosídeo, 

Peonidina-3-O-glicosídeo, malvidina-3-O-glicosídeo, Cianidina-3-O-p-

cumaroilglicosídeo, Peonidina-3-O-acetilglicosídeo, malvidina-3-O-acetilglicosídeo, 

malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo). A estrutura referente a estes compostos estão 

apresentados nas Figuras 40, 41, 42, 43. Para a quantificação dos antocianinas foi 

utilizado o comprimento de onda de 500 nm. 

O+OH

OH

R1

R2

O

R3

O

OH

OH

OH

OH  
 

Antocianinas   R1 R2 R3 

Delfinidina -3-O glicosídeo   OH OH OH 
Cianidina-3-O glicosídeo   OH OH H  
Peonidina -3-O glicosídeo   OCH3 OH H  
malvidina -3-O glicosídeo   OCH3 OH OCH3 

 
Figura 40. Estrutura das antocianinas glicosiladas (Delfinidina, Cianidina, Peonidina 
e malvidina) 
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Figura 41.  Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo   
 

 

O+OH

OH

R1

R2

O
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O

OH O  
 

 
 
 
 
Figura 42. Estrutura as antocianinas acetil glicosiladas (peonidina e malvidina) 

 
 

 

Antocianinas   R1 R2 R3 

Peonidina -3-O-acetilglicosídeo   OCH3 OH H  
malvidina -3-O-acetilglicosídeo   OCH3 OH OCH3 
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Figura 43.  malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo   
 

16.1.1 Parte experimental 
 

16.1.2 Solventes 

 

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solução padrão e fase móvel 

(metanol e ácido acético,ácido fórmico), foram de grau cromatográfico HPLC de 

procedência J. T. Baker. A água desionizada,foi obtida apartir de um sistema de 

ultra-purificação Milipore (Bedford, MA, USA). 

Após o preparo dos solventes para as fases móveis, os mesmos foram 

filtrados a vácuo através de filtros milipore para solventes orgânicos (0,45 µm) e 

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigênio. 

 

 
16.3 Cromatografia dlíquida de ultra eficiência UPLC. 

 

Para a determinção de antocianinas em vinhos produzidos no vale do São 

Francisco, foi empregado um cromatógrafo de ultra eficiência da Waters Acquity, 

com detector de arranjo de fotodiodos (PDA) modelo 2996. Faixa de 190 a 500 nm. 

Com sistema de gestão de eluente binário, bomba binária de alta pressão, sistema 

de desgaseificação a vácuo, injetor automático e compartimento de coluna 
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termostatizado (permite trabalhar a temperaturas entre 5oC a 65oC. Coluna ACQUITY 

UPLC, BEH C18 (2,1 x 100 mm) e 1,7 µm de tamanho de partícula.  A Fase Móvel foi 

composta por dois tipos de solvente (A e B), o solvente A composto por uma mistura 

de água:ácido fórmico na proporção de  (95:5), o solvente B foi composto por 

metanol, utilizando um fluxo de 0,5 mL min-1. O gradiente empregado encontra-se 

descrito na Tabela 20. 

 

Tabela 20. Gradiente da fase móvel utilizado no (UPLC DAD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16.3.1 Extração em fase sólida 

 

 Na extração em fase sólida das antocianinas nos vinhos foi utilizado um 

sistema robótico, Benchmate Workstation (Zymark, Hopkinton, MA, USA) mostrado 

na Figura 44. Foram utilizados cartuchos para SPE strata™-X (Phenomenex 

California, USA). No esquema 45 estão listadas em forma de fluxograma as etapas 

em que as amostras foram submetidas à extração em fase sólida.  

Tempo (min) %A %B Curve 
0,10 80 20 6 
1,30 75 25 6 
1,86 70 30 6 
4,35 60 40 6 
4,80 50 50 6 
4,84 50 50 6 
5,80 50 50 6 
7,60 0 100 6 
7,94 0 100 6 
9,00 80 20 6 
11,00 80 20 6 
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Figura 44.  Sistema robótico, para SPE (Rapid Trace) 
Foto: http://www.caliperls.com/products/rapidtrace-spe-work-station.htm#nogo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 45. Fluxograma para a extração em fase sólida. 

 

 
 
 

Extrato metanólico  

10 mL de vinho 

Filtrado (0,22 µm) 

Extração em fase sólida 

UPLC 
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Figura 46. Cromatograma do vinho  Shiraz: 1. Delfinidina -3-O glicosídeo  , 2. 

Cianidina-3-O glicosídeo , 3. Peonidina-3-O glicosídeo , 4. malvidina-3-O glicosídeo  , 
5.ND, 6. malvidina -3-O-acetilglicosídeo  , 7. Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo , 8. 

ND, 9. malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo   
 

 
 
 

 
 

Figura 47. Cromatograma dos padrões: 5. Delfinidina-3-O glicosídeo , 6. Cianidina-3-
O-glicosídeo , 8. Peonidina-3-O glicosídeo , 10. malvidina-3-O glicosídeo  , 14. 
Peonidina -3-O-acetilglicosídeo  , 15. malvidina -3-O-acetilglicosídeo.  
 
 
               O método consiste em fazer uma extração dos vinhos utilizando cartuchos 

strata-X (Esquema 45), com o auxílio de um aparelho automático, capaz de fazer 

várias extrações em seqüência, a fim de deixar o processo mais rápido. As etapas da 

extração foram realizadas de acordo com a Tabela 21. Nas primeiras etapas o 
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cartucho foi condicionado com água e metanol, depois foi passada a amostra a um 

fluxo menor, a mesma antes da eluição foi lavada com água para remoção dos 

açucares e a eluição seguiu com metanol.   

       

Tabela 21.  As etapas do método automático para extração em fase sólida 

Etapa Reagentes  Volume (mL)  Fluxo (mL.min -1) 
Condicionar Água 5 2,000 
Condicionar Metanol 5 2,000 

Carregar Amostra 5 1,002 
Limpeza Agua 2 1,002 

Eluir Metanol 1 1,002 
Condicionar Água 5 2,000 
Condicionar Metanol 5 2,000 

     

                Posteriormente, os extratos foram analisados por Cromatografia de ultra 

alta eficiência, utilizando o gradiente exposto na Tabela 20.  

               Nas Figuras 47 e 48 são apresentados os cromatogramas a 500 nm dos 

extrados das amostras de vinhos que foram coletados após passarem pela etapa de 

separação e préconcentração. Foram identificados os picos referentes às seguintes 

antocianinas: Delfinidina -3-O glicosídeo , Cianidina-3-O glicosídeo, Peonidina -3-O 

glicosídeo,  Malvidina -3-O glicosídeo, Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo, Peonidina 

-3-O-acetilglicosídeo, Malvidina-3-O-acetilglicosídeo, Malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo.          

Estes compostos foram identificados pela ordem de eluição e pelas características 

espectroscópicas (espectros de absorção). Foram identificados quatro grupos de 

antocianinas, os compostos monoglicosilados, as antocianinas acetilglicosiladas, as 

p-cumaroilglicosiladas e cafeoilglicosiladas. 

 

 

16.4 Figuras analíticas de mérito  

 

 

  As curvas analíticas foram traçadas utilizando soluções padrões de malvidina-

3-O-glicosídeo, pois não há padrões comerciais de delfinidina -3-O glicosídeo, 
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cianidina-3-O-glicosídeo, peonidina-3-O-glicosídeo, cianidina-3-O-p-

cumaroilglicosídeo, peonidina-3-O-acetilglicosídeo, malvidina-3-O-acetilglicosídeo, 

malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo. Neste trabalho os limites de detecção e 

quantificação, foram de 0,01 e 0,04 mg L-1, respectivamente. 
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Tabela 22. Concentração* em mg L-1 de Delfinidina-3-O-glicosídeo , Cianidina-3-O-glicosídeo, Peonidina-3-O-
glicosídeo, Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo, Peonidina-3-O-acetilglicosídeo,malvidina-3-O-acetilglicosídeo, 
malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo determinados em vinhos brasileiros elaborados no vale do São Francisco. 

* Valores de concentração  expressos em equivalentes de malvidina-3-O-glicosídeo  , ND : Não Detectado 

  

Cabernet 
Sauvignon 

Shiraz 1 

Cabernet 
Sauvignon 

Shiraz 2 Shiraz 1 Shiraz 2 

Cabernet 
Sauvignon 

Shiraz 3  
Cabernet 

Sauvignon  

Delfinidina-3-O-glicosídeo 0,26 ± 0,04   ND  0,18 ± 0,05 0,33±0,03 57,61±0,11 6,24±0,12 
Cianidina-3-O-glicosídeo 0,67 ± 0,04  ND 0,17 ± 0,04 1,21±0,01 207,45±0,23 38,25±0,54 
Peonidina-3-O-glicosídeo 0,47 ± 0,04  ND 0,19 ± 0,06 0,58±0,02 2,88±0,10 0,36± 0,03 
malvidina-3-O-glicosídeo 1,05  ± 0,02  ND 1,20 ± 0,03 1,88±0,01 11,97±0,01 1,38± 0,09 
malvidina-3-O-acetilglicosídeo 0,43  ± 0,05  ND 0,23 ± 0,06 0,24±0,05 64,96±0,33 14,46±0,01 
Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo 0,46  ± 0,06 3,83 ± 0,02 0,26 ± 0,08 0,36±0,02 ND  0,25±0,07 
malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo 2,82 ± 0,03  ND 0,35 ± 0,03  ND ND  0,42±0,03 
Peonidina-3-O-acetilglicosídeo ND   ND  ND  ND 11,10±0,31  ND 
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Na Tabela 22 são apresentados os valores de concentração dos analitos 

determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentração para 

Delfinidina -3-O glicosídeo variou de 0,18 a 57,61 mg L-1, Cianidina-3-O 

glicosídeo de 0,17 a 207,45 mg L-1, Peonidina -3-O glicosídeo de 0,19 a 2,88 

mg L-1, malvidina -3-O glicosídeo de 1,05 a 11,97 mg L-1, Cianidina-3-O-p-

cumaroilglicosídeo de 0,25 a 3,83 mg L-1, a Peonidina -3-O-acetilglicosídeo foi 

encontrada em uma única amostra e sua concentração foi de 11,10 mg L-1, o 

teor de malvidina-3-O-acetilglicosídeo variou de 0,23 a 64,96 mg L-1, malvidina-

3-O-cafeoilglicosídeo variou de  0,35 a 2,82 mg L-1. Na literatura são reportados 

alguns dados referentes às concentrações das antocianinas, permitindo então 

uma comparação com os dados encontrados no presente trabalho. Alonso e 

co-autores encontraram concentrações antocianinas como (equivalente em 

malvidina-3-O glicosídeo) que foram de 10,87 mg L-1 para delfinidina -3-O 

glicosídeo; 0,48 mg L-1 para Cianidina-3-O glicosídeo; 4,07 mg L-1 para 

Peonidina -3-O glicosídeo; 55,10 mg L-1 malvidina -3-O glicosídeo; 0,40 mg L-1  

para Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo; 0,51 mg L-1 para Peonidina -3-O-

acetilglicosídeo; 3,99 mg L-1para malvidina-3-O-acetilglicosídeo [129].  As 

diferenças encontradas entre os teores das antocianinas determinadas nos 

vinhos brasileiros e com os dados da literarura, podem ser explicados devido a 

fatores agronômicos, climáticos e os diferentes parâmetros tecnológicos da 

vinificação de vinhos tintos. 
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Capitulo X 
 

 
 
 

 
17. Extração assistida por ultassom acoplada a HPLC -MS-DAD para a 

determinação de compostos fenólicos em vinhos produ zidos no Vale do 

São Francisco. 

 

 
 
 

           Neste trabalho foi desenvolvido um método de extração liquido-liquido 

assistida por ultrasom para a preconcentração de compostos fenólicos em 

vinhos elaborados no Vale do São Francisco, Bahia/Pernambuco por 

cromatografia de alta eficiência com detector de arranjo de diodos e 

espectrômetro de massas. Foram analisadas 13 amostras de vinho de 

diferentes variedades de uvas (Shiraz-2005, Cabernet Sauvignon-2004, 

Cabernet Sauvignon / Shiraz-2003, Shiraz – 2004, Cabernet Sauvignon/ Shiraz-

2004, Shiraz – 2004, Cabernet Sauvignon / Shiraz -2004, Tanat - 2002, Petit 

Shiraz – 2005, Ruby Cabernet – 2005).  

 

17.1.1 Parte Experimental 

 

7.1.2 Solventes 

 

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solução padrão e fase 

móvel (metanol e ácido acético,ácido fórmico), foram de grau cromatográfico 

HPLC de procedência J. T. Baker. A água desionizada,foi obtida apartir de um 

sistema de ultra-purificação Milipore (Bedford, MA, USA). 

Após o preparo dos solventes para as fases móveis, os mesmos foram 

filtrados a vácuo através de filtros milipore para solventes orgânicos (0,45 µm) 

e sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigênio. 
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16.2 HPLC DAD MS  

 

 

Foram analisadas 10 amostras de vinhos produzidos no Vale do são 

Francisco de diferentes variedades de uvas: Shyraz, Cabernet Sauvingnon, 

Cabernet Sauvingnon/Shyraz; Shyraz; Tanat; Petty Shyraz. 

Na Figura 48 é apresentado um fluxograma referente às etapas 

utilizadas na analise dos vinhos do vale do São francispo por HPLC DAD MS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Fluxograma da determinação de compostos fenolicos em 

vinhos por HPLC DAD MS. 

 

Fase aquosa 

Fase Orgânica 

Na2S2O5 + NaCl 

10 mL Vinho 

Filtrado (0,45 µm) 

Sonicado 3 x com 3 mL de 
acetato de etila acidificado 

      Filtrado com Na2SO4 

Seco em rotaevaporador 

Redisolvido com 1mL de etanol:água 10:90v/v 

HPLC 
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Nas análises das amostras por HPLC-DAD-MS modelo 2010 A, de 

procedência Shimadzu com auto injetor LC SIL 10 AD, Realizou-se as medidas 

no comprimento de onda de 280 nm para a quantificação das soluções padrões 

e amostra. Foi utilizado coluna C18 com as seguintes dimensões, 2,1 x 75 mm 

(DI 3,5 µm) e coluna guarda de 4,6 mm DI x 12,5 mm, a fase móvel utilizada 

foi: solvente A: (água, acidificada com ácido fórmico) pH 3,0 e solvente B: 

Metanol. Na Tabela 23 é apresentado o gradiente utilizado na separação dos 

compostos fenólicos por HPLC DAD MS. 
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Tabela 23:  Gradiente utilizado na análise de vinhos por HPLC DAD MS 

 

 

 

 

 

 

 

                                     Solvente A: água acidificada com ácido fórmico  

 

 

              A extração foi levada a cabo adicionando a 1 mL da amostra de vinho, 3 mL 

de acetato de etila acidificado com ácido clorídrico e levado ao banho ultrasônico por 

10 min. A fase orgânica foi separada da fase aquosa e evaporada utilizando um 

rotaevaporador, posteriormente foi redissolvida com 1 mL de uma mistura de 

etanol:água 10:90 v/v.  As análises foram feitas utilizando um HPLC DAD MS, a 

interface utilizada no massas foi a APCI  (ionização química a pressão atmosférica) 

no modo negativo. Está técnica de detecção foi utilizada para confirmar a 

identificação dos analitos, nos padrões e nas amostras, pois para quantificar os 

compostos fenólicos utilizou-se o sinal de absorção na região do Uv-Vis , no 

comprimento de onda 280 nm. 

            A partir dos fragmentos [M – H]- (Tabela 23) identificados nos espectros de 

massas (Figuras 51,52,53 e 54), do tempo de retenção (Tabela 24 e espectros de 

absorção na região do Uv-Vis dos padrões e das amostras após terem passado 

pelos processos de extração, foi possível identificar, os polifenóis nas amostras de 

vinho. 

 

 

Tempo (min) Solvente B Metanol (%) 
0 15 
2 15 
7 30 
11 30 
13 80 
15 80 
18 15 
20 15 
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Figura 49.  cromatogramada da mistura de padrões: Picos: 1. Ácido gálico; 2. Ácido 
caféico; 3. Ácido p-cumárico; 4. Quercetina). 
 

0.0 2.5 5.0 7.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

mAU(x10)
300nm,4nm (1.00)

 

Figura 50.  Cromatograma da de uma das amostra de vinho (Cabernet Sauvingnon). 
Picos: 1. Ácido gálico; 2. Ácido caféico; 3. Ácido p-cumárico; 4. Quercetina). 
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Tabela 24. Fragmentos (m/z), tempo de retenção e massa molecular de: Ácido 
gálico; Ácido caféico; Ácido p-cumárico e Quercetina. 
 

Composto  Tempo de retenção a MM  [M–H]- (m/z) 

Ácido gálico 0,753 170  169 
Ácido caféico 2,707 180  179 
Ácido p-cumárico 3,382 164  163 
Quercetina 5,730 302  301 

 

 

 

 
Figura 51. Espectro de massas do ácido caféico  
 
 
 
  

 

 
 

Figura 52. Espectro de massas do ácido cumárico 
 

Ácido caféico 

Ácido cumárico 
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Figura 53. Espectro de massas do ácido gálico 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 54. Espectro de massas do quercetina 
 
 
 

Analisando os cromatogramas da solução da misturas dos padrões e da 

amostra (Figura 39), cruzando as informações dos tempos de retenção com os 

espectros de massas foi possível identificar os seguintes compostos: ácido gálico 

(pico 1), no modo negativo apresenta o framento (m/z) 169 que corresponde ao ion 

desprotonado  [M – H]- , o fragmento (m/z) 338 (Figura 53) corresponde a um aducto 

formado pela soma de mais um fragmento (m/z) 169, formando então um dímero ([M 

– H]- + [M – H]-); o ácido cafeico (pico 2), apresenta o framento (m/z) 179 (Figura 51) 

correspondente ao ion desprotonado  [M – H]- , o fragmento (m/z) 358 corresponde a 

Ácido gálico 

Quercetina 
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um aducto formado pela soma de mais um fragmento (m/z) 179; cumárico (pico 3) 

apresenta o framento (m/z) 163 que corresponde ao ion desprotonado  [M – H]- , o 

fragmento (m/z) 209 (Figura 52) corresponde a formação de um aducto [M + HCOO]- 

devido a presença de ácido fórmico na fase móvel;  quercetina (pico 4) apresenta o 

fragmento (m/z) 301 correspondente ao ion desprotonado  [M – H]- , o fragmento 

(m/z) 392 (Figura 54) corresponde a formação de um aducto [M + HCOOH + HCOO]- 

devido a presença de ácido fórmico na fase móvel.  

 

 

17. Validação do método analítico   

 
 

As curvas analíticas foram elaborados a partir dos resultados das áreas dos 

picos das soluções padrões de: ácido gálico, ácido caféico, ácido cumárico e 

quercetina em faixas de concentrações variando de 2 a 100 mg L-1, que passaram 

pela etapa de extração líquido-líquido.  As curvas exibiram excelente linearidade (r > 

0,99) na faixa de concentração de trabalho.  As curvas analíticas assim como outros 

parâmetros avaliados para a determinação de compostos fenólicos são apresentados 

na Tabela 25. Os limites de detecção e quantificação foram de 0,36 e 1,19 mg L-1, 

para ácido gálico ; 0,27 e 0,90 mg L-1 para ácido caféico; de 0,33 e 1,10 mg L-1; para 

ácido cumárico; de 0,59 e 1,96 mg L-1 para quercetina, respectivamente.  

 

 Tabela 25.  Figuras analíticas mérito do método para determinação de gálico, 
ácido caféico, ácido cumárico e quercetina em vinhos brasileiros por HPLC DAD MS.                     
 

 

 

 

a
Limite de detecção (mg L-1), bLimite de quantificação (mg L-1) 

 

Analito  LD a LQb Curva analítica R 2 
Ac. Gálico 0,36 1,19 Abs = 34330C  - 14743 0,997 
Caféico 0,27 0,90 Abs =150669C - 350791 0,998 
Cumárico 0,33 1,10 Abs =243971C - 5435 0,998 
Quercetina 0,59 1,96 Abs =37745C - 179854 0,999 
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A precisão estimada como desvio padrão relativo para dois valores de 

concentração 10 e 30 mg L-1 foi de 1,40 e 1,20 % para as concentrações de ácido 

gálico; 1,63 e 1,08 % para ácido caféico; 1,73 e 1,07 % para ácido cumárico; 1,72 e 

1,28 % para quercetina.   

Para avaliar a exatidão do método foi realizado um teste de 

adição/recuperação, Os padrões foram adicionados amostra em diferentes 

concentrações (5,0; 6,0; 10,0 mg L-1 ). As amostras fortificadas com os padrões dos 

polifenóis foram analisados em triplicata. As recuperações foram calculadas de 

acordo com equação 3 . Foram obtidos valores que variaram de 92 e 117,2 % de 

recuperação (Tabela 26).  

 

 

Tabela 26. Teste de adição/recuperação para concentrações de ácido gálico, ácido 
caféico, ácido cumárico e quercetina encontrados nas amostras de vinhos brasileiros, 
(mg L-1)  por HPLC PDA MS. 
 
 
 
 
 
 
 

 Concentração   
(mg L -1) 

Valor add.  
(mg L -1) 

Valor encontrado  

(mg L -1) 
Rec. 
(%) 

Petit Shiraz      
     

Ac. Gálico 13,76 10,00 24,05 102,9 
Caféico 4,26 5,00 9,83 111,4 
Cumárico 4,35 5,00 9,60 92,0 
Quercetina 5,97 6,00 11,78 96,3 

     
Cabernet Sauvignon 
Shiraz  

    

     
Ac. Gálico 33,33 10,00 44,00 106,7 
Caféico 10,45 600 16,00 92,5 
Cumárico 7,47 6,00 14,50 117,2 
Quercetina 9,99 10,00 20,00 100,1 
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Tabela 27. Concentração de ácido gálico, ácido caféico, ácido cumárico e quercetina 
encontrados nas amostras de vinhos brasileiros. 

 
 

 
 

18. Aplicação 

 

As amostras de vinhos elaborados no vale do São Francisco, apresentaram 

concentrações de ácido gálico de 6,65 a 43,92 mg L-1, p-cumário  de 3,58 a 7,83 mg L-

1, ácido caféico de 3,59 a 10,45 mg L-1, quercetina de 5,26 a 10,22 mg L-1 (Tabela 27). 

Na literatura são reportados alguns dados referentes à concentração de ácido gálico, 

ácido caféico, ácido cumárico e quercetina encontrados em vinhos elaborados em 

varias regiões.  

Minuti e Pellegrino encontraram concentrações de ácido gálico na faixa de 

33,78 a 104,82 mg L-1; de 0,24 a 4,10 mg L-1 para ácido caféico; 0,30 a 3,39 mg L-1 

para ácido p-cumárico e quercetina variando de 0,03 a 0,98 mg L-1 em vinhos tintos 

[146]. Para vinhos produzidos na Hungria os valores de concentração variaram de 

29,7 a 79,2 mg L-1 para ácido gálico;  de 23,3 a 30,8 mg L-1 para ácido caféico; de 0,4 

a 8,9 mg L-1 para p-ácido cumárico e variando de 5,80 a 13,40 mg L-1 [130].   

 

 

Ac. Gálico 
(mg L -1) 

Caféico 
(mg L -1) 

Cumárico 
(mg L -1) 

Quercetina 
(mg L -1) 

Petit  Shiraz  13,76±0,19 4,26±0,04 4,35±0,31 5,97±0,08 
Cabernet Sauvignon 1 12,94±0,56 4,94±0,08 4,33±0,09 6,27±0,07 
Ruby Cabernet  11,29±0,36 4,69±0,13 5,06±0,13 6,39±0,09 
Tannat 9,03±0,35 3,59±0,09 3,58±0,08 6,95±0,61 
Cabernet Sauvignon 2 6,65±0,36 4,13±0,46 2,88±0,17 5,26±0,18 
Shiraz   11,29±0,71 5,10±0,22 4,40±0,16 6,02±0,12 
Cabernet Sauvignon Shiraz 1 43,92±0,51 10,00±0,21 6,87±0,18 9,56 ±0,76 
Cabernet Sauvignon  3 38,31±0,41 8,79±0,11 5,63±0,81 9,13±0,75 
Cabernet Sauvignon 4  30,98±0,84 8,52±0,59 7,83±0,12 10,22±0,81 
Cabernet Sauvignon Shiraz 2 33,33±1,05 10,45±0,54 7,47±0,15 9,99±0,32 
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Capitulo XI 
 
 
 
 

 
19. Avaliação do conteúdo de ácidos orgânicos em vi nhos produzidos na 

Região do Vale do São Francisco - Bahia/Pernanbuco.  

 

 

 

Os ácidos orgânicos influem na estabilidade físico-química e microbiológica do 

vinho e também nas propriedades sensoriais como cor e sabor. A determinação 

destes ácidos é, portanto, importante no monitoramento dos processos de 

fermentação e no controle de qualidade de vinhos.  

Freqüentemente os vinhos são produzidos em duas etapas ou duas 

fermentações sucessivas. A primeira, a fermentação alcoólica, é realizada com 

leveduras, e a segunda, a fermentação malolática, que envolve a conversão do acido 

málico em lático e dióxido de carbono (CO2), por bactérias láticas. 

Em vinhos, existe uma diferenciação entre os ácidos provenientes da uva 

(tartárico, málico, cítrico) e ácidos que se originam no processo de fermentação 

(succínico, acético e lático). O controle dos ácidos orgânicos, portanto, possibilita um 

acompanhamento de etapas importantes na produção de vinho, como processos de 

fermentação alcoólica e malolática e processos ligados ao envelhecimento de vinhos.  

O teor de ácidos orgânicos ainda podem ser considerados decisivos no controle de 

adulteração dos vinhos.  A presença ou a ausência de alguns destes ácidos 

orgânicos estão ligados, como foi comentado anteriormente, as propriedades 

organolépticas do vinho.  
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O ácido málico é responsável pelo sabor de bebida verde, e pela aspereza. 

Concentra-se principalmente na maturação das uvas e durante a vinificação. Deve 

ocorrer em teores médios nos vinhos brancos e menos perceptíveis nos tintos. O 

ácido cítrico atua diretamente na fermentação alcoólica e na reação malolática, 

quando o ácido málico é convertido em ácido lático. Pode atrair bactérias láticas de 

alteração indesejada e bactérias acéticas. Os ácidos são determinados para definir, 

com os açucares, o momento preciso da vendimia. Apontam a evolução do líquido ao 

longo de sua vida útil. Os tipos de acidez são vinculados aos ácidos da uva e 

volatilidade, proveniente da fermentação. Neste trabalho foram analisadas 10 

amostras de vinhos produzidos no Vale do São Francisco – Bahia/Pernambuco de 

diferentes variedades de uvas: Shyraz, Cabernet Sauvignon, Cabernet 

Sauvignon/Shyraz Shyraz, Tanat, Petty Shyraz, utilizando o método cromatográfico 

com detecção por condutividade, desensenvolvido por Guillén [147]. 

 

19.1.1 Parte Experimental 

 

19.2 HPLC com detector de condutividade  

 

Para a determinação dos ácidos orgânicos utilizou-se um HPLC com duas 

bombas modelo LKB 2150 e injetor automático (Waters, Milford, MA, USA), detector 

de condutividade modelo Conductomonitor III de procedência (Milton Roy, LDC, 

Florida, USA) e um forno para colunas modelo 2155 columns da Pharmacia. A coluna 

utilizada foi ION-300 de exclusão de íon, cujas dimensões são 300 mm x 4,6 mm 

(San José, CA, USA). A temperatura do forno foi fixada em 60ºC. A Fase Movél foi 

composta por dois tipos de solvente (A e B), o solvente A composto por ácido 

trifluoroácetico (TFA) 2,5 x 103 mol L-1, o solvente B composto por uma mistura de 

TFA (2,5 x 103 mol L-1), tampão bis-tris (0,1 x 103 mol L-1) e EDTA, com um fluxo de 

0,4 mL min-1. 
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20. Determinação de ácidos orgânicos em vinhos 
 
 

Na tabela 28 estão indicadas as equações das curvas analíticas utilizadas 

para a determinação dos ácidos orgânicos em vinhos e os respectivos coeficientes 

de correlação linear e na Figura 54 é apresentado o cromatograma das amostras. 

 

Tabela 28. Curvas analíticas utilizadas para a quantificação dos ácidos orgânicos em 
vinhos brasileiros produzidos na região do Vale do São Franciscisco , por HPLC, e 
seus respectivos coeficientes de correlação 

 

                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               S: sinal     C: concentração em (g L-1) 
 

 
Figura 54.  Cromatograma de uma amostra de vinho Cabernet Sauvignon Shiraz. 
Picos: 1.ácido cítrico; 2. ácido tartárico; 3. ácido málico; 4. ácido succínico; 5. ácido 
lático; 6.  ácido  fórmico; 7. ácido acético. 
 

Analito    Curvas analíticas  
Coeficiente de 

correlação 
Ácido cítrico S = 4,57C+ 36,88 0,999 
Ácido tartárico S= 210,13C - 1083,60 0,999 
Ácido málico S = 199,33C + 1634,30 0,999 
Ácido succínico S = 223,64C - 122,33 0,999 
Ácido láctico S = 68,401C + 491,90 0,997 
Ácido fórmico S = 289,44C + 562,86 0,999 
Ácido acético S = 175,11C + 2991,40 0,999 



101 
 

  

 
 
 
Tabela 29. teores de ácidos lático, málico, cítrico, ácido tartárico, acético, fórmico e 
succínico (g L-1) encontrados em vinhos elaborados no Vale do São Francisco.  

 
 
 
Tabela 30.  teores de ácidos lático, malico, cítrico, ácido tartárico, acético, fórmico e 
succínico (g L-1) 

 Shiraz 

Cabernet 
Sauvignon Shiraz 

1 

Cabernet 
Sauvignon 

Shiraz 2 
Chenin Blanc 
moscato Canelli 

cítrico 40,33±0,03 49,60±0,06 56,67 ± 0,14 30,72 ± 0,30 
tartárico 0,67±0,05 0,58±0,65 0,76 ± 0,02 0,48 ± 0,01 
málico 2,08±0,05 2,13±0,03 1,80 ± 0,04 1,52 ± 0,04 
succínico  1,80±0,02 0,18±0,01 0,28 ± 0,02 2,02 ± 0,02 
láctico 1,07±0,02 2,00±0,05 1,51 ± 0,02 1,57 ± 0,03 
fórmico 0,26±0,01 0,62±0,01 0,73 ± 0,01 0,28 ± 0,01 
acético  0,36±0,02 0,45±0,01 0,62 ± 0,01 0,36 ± 0,01 

 

 

O ácido tartárico é o principal da uva e do vinho. É o mais forte, define o pH e 

dá maior resistência ao ataque bacteriano. Apartir da análise das Tabelas 29 e 30, 

pode-se perceber que o ácido cítrico está em alta concentração seguido dos ácidos 

málico e tartárico. A concentrações deste três compostos tem uma influencia muito 

gande no pH do vinho e no sabor ácido do mesmo.  Porém além do sabor ácido 

irritante e corrosivo “vinho agressivo”, o vinho apresentará um sabor levemente 

metálico se o teor de ácido tartárico for dominante, um sabor de vegetais verdes e 

 
Cabernet 

Sauvignon Petit Shiraz Shiraz 
cítrico 65,38±1,90 29,71±2,07 53,22±0,56 
tartárico 0,78±0,01 0,78±0,21 0,53±0,03 
málico 1,82±0,04 1,83±0,60 1,77±0,13 
succínico  0,12±0,02 0,41±0,30 0,12±0,01 
láctico 1,94±0,02 5,73±0,84 2,28±0,14 
fórmico 0,86±0,013 0,27±0,06 1,05±0,07 
acético 0,57±0,09 0,12±0,01 0,64±0,06 
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certa adstringência, se o vinho apresentar uma maior concentração de ácido málico, 

porém de acordo com os valores de concentração encontrados nos vinhos 

analisados, os mesmos devem apresentar um sabor mais acidulado, pois o teor de 

ácido cítrico supera os teores de tartárico e málico. O ácido cítrico por sua vez aporta 

ao vinho sensações agradáveis, frutais aromáticas e muito vivas, porem junto ao 

acido lático ambos em alta concentração pode favorecer a atividade microbiológica 

conferindo ao vinho aroma e sabor acetilado. 

A presença do ácido acético e do ácido lático é proveniente das fermentações 

alcoólicas e maloláticas e confere ao vinho um sabor agrio, é importante ressaltar 

que concentrações muito altas destes dois compostos podem indicar alterações na 

qualidade do vinho, principalmente devido ao ataque de bactérias láticas. As altas 

concentrações de ácido succínico nos vinhos rose e branco, atribui aos mesmos um 

sabor mais amargo e salgado. 

          O perfil de ácidos orgânicos é uma importante informação no combate a fraude 

dos vinhos, além de possibilitar um controle no processo fermentativo conferindo 

uma boa qualidade ao produto final. Os vinhos do vale do São Francisco apresentam 

altos teores de ácido cítrico e tartárico.  
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21. Conclusão 
 
 

 
 O método de extração líquido-líquido assistido por ultrasom, 

desenvolvido e a determinação por GC MS, para a determinação de: quercetina, 

ácido gálico, resveratrol, malvidina, catequina, apresentou elevada sensibilidade, 

seletividade e pode portanto ser utilizado para monitorar compostos fenólicos em 

vinhos. As amostras de vinhos produzidos no vale do São Francisco, apresentaram 

concentração de Quercetina variando de 2,40 a 3,00 mg L-1, ácido gálico de 21,40 a 

56,30 mg L-1  , resveratrol 1,50 a 5,90 mg L-1, malvidina 15,30 a 32,20 mg L-1, 

catequina 0,40 a 18,20 mg L-1. 

O método de HPLC com detector de fluorêncencia, desenvolvido para a 

determinação direta de: catequina e epicatequinas apresentaram excelente 

seletividade, sensibilidade e pôde ser aplicada as amostras de vinho tintos. As 

concentrações variaram de 7,51 a 73,20 mg L-1 para catequina e epicatequina, 

respectivamente. Este mesmo método foi utilizado para a determinação direta de 

acido gálico, Hidroximetil furfural, ácido vanílico, ácido caféico, ácido p-Cumárico, 

ácido ferulico, ácidos cafeoil tártarico (cafárico), p-cumaroil tartárico (cutárico) e 

feruloil tartárico (fertárico) e apresentou bons limites de detecção e quantificação. 

Além de possibilitar de forma simples e rápida a determinação de vários compostos 

fenólicos em uma única corrida cromatográfica. A concentração de acido gálico 

variou de 3,73 a 103,50 mg L-1, Hidroximetil furfural de 0,59 a 8,83 mg L-1, ácido 

vanílico de 2,90 a 11,57 mg L-1, ácido cafeico de 4,20 a 14,20 mg L-1, ácido p-

Cumárico de 0,26  a 12,46 mg L-1, ácido ferúlico de 0,31 a 3,97 mg L-1, acido caftárico 

variou de 13,28 a 46,83 mg L-1, cis-cutárico de 1,01 a 2,13 mg L-1, trans-cutárico de 

2,13 a 17,56 mg L-1, fertárico de 1,11 a 2,43 mg L-1, ácido p-Cumárico de 0,26  a 

12,46 mg L-1.   

Foi desenvolvido um método por eletroforese capilar e extração líquido-

líquido, para a determinação de compostos fenólicos em vinhos tintos, que é simples, 
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versátil, de baixo custo e apresenta baixos limites de detecção e quantificação. As 

amostras de vinhos, apresentaram concentração de quercetina variando de 1,68 a 

4,03 mg L-1, caempferol de 2,48 a 4,33 mg L-1, ácido gálico de 15,77 a 41,74 mg L-1, 

siríngico de 5,73 a 13,05 mg L-1, cafeico de 5,18 a 13,16 mg L-1, mirecetina de 7,52 a 

25,13 mg L-1. 

O método desenvolvido utilizando extração em fase sólida, acoplada a um 

sistema automático e robotizado e separação por cromatografia liquída de ultra 

eficiência e detecção por arranjo de diodos, possibilitou a separação de oito 

antocianinas em vinhos tintos.  A concentração para Delfinidina -3-O glicosídeo 

variou de 0,26 a 57,61 mg L-1, Cianidina-3-O glicosídeo de 0,17a 207,45 mg L-1, 

Peonidina-3-O glicosídeo de 0,19 a 2,88 mg L-1, malvidina-3-O-glicosídeo de 1,05 a 

11,97 mg L-1, Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosídeo de 0,26 a 3,83 mg L-1, a Peonidina-

3-O-acetilglicosídeo foi encontrada em uma única amostra e sua concentração foi de 

11,10 mg L-1, o teor de malvidina-3-O-acetilglicosídeo variou de 0,23 a 64,96 mg L-1, 

malvidina-3-O-cafeoilglicosídeo variou de  0,35 a 2,82 mg L-1. 

O método desenvolvido utilizando extração líquido-líquido assistida por 

ultrasom e determinação por HPLC DAD MS de: ácido gálico, cumário, cafeico e 

quercetina, apresentou, elevada sensibilidade, seletividade, pode ser utilizado para a 

identificação e quantificação dos analítos anteriormente citados, em vinhos. As 

amostras de vinhos produzidos no vale do São Francisco apresentaram 

concentrações variando (ácido gálico) de 6,65 a 43,92 mg L-1, (cumário) de 3,58 a 

7,83 mg L-1, (caféico) de 3,59 a 10,45 mg L-1, quercetina de 5,26 a 10,22 mg L-1. 

O perfil de ácidos orgânicos é uma importante informação no combate a 

fraude dos vinhos, além de possibilitar um controle no processo fermentativo 

conferindo uma boa qualidade ao produto final. As amostras de vinhos do vale do 

São Francisco analisadas, apresentaram altos teores de ácido cítrico e tartarico. 

         A grande variação dos dados analíticos referente aos compostos fenólicos 

encontrados nos vinho brasileiros produzidos no Vale do são Francisco, pode ser 

explicada, em partes, devida a variação que é natural, no que se diz respeito à 

composição de polifenóis presentes em uvas e vinhos, que é muito complexa, além 
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do fato desta composição química estar intimamente ligada com a origem das uvas, 

tipo de solo, clima, região onde são cultivadas estas uvas e o tipo de tratamento 

pelos quais estas são submetidas durante o processo de produção e conservação do 

vinho. 

 
 
 

. 
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