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EPIGRAFE

“Viver é como andar de bicicleta: E
preciso estar em constante movimento
para manter o equilibrio.”

Albert Eintein



RESUMO

MONARETTO, Tatiana. 2013. Avaliagdo do potencial antioxidante, extracdo e
quantificacdo de compostos fendlicos em sucos de uva produzidos no sudoeste do
Parana. 48f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Bacharelado em
Quimica Industrial) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco.
2013.

O suco de uva tem uma alta concentracdo de compostos fendlicos, que sao
responsaveis por diferentes atividades biolégicas, entre elas a atividade
antioxidante. Ha na literatura estudos com sucos produzidos em diferentes regides
do pais, no entanto, ndo existem resultados com sucos produzidos na regidao
sudoeste do Parana. Dentro deste contexto, este estudo teve como objetivo
desenvolver um método analitico eficiente para identificar e quantificar os principais
compostos fendlicos presentes no suco de uva produzido em Salgado Filho — PR,
bem como determinar o potencial antioxidante destes sucos. Os sucos de uva
analisados foram produzidos a partir da uva Bordd, variedade Vitis labrusca L., e
pertenciam as safras de 2009, 2010 e 2012. A determinagdo dos compostos
fendlicos foi realizada primeiramente pelo método de Folin-Ciocalteu e na sequencia,
foi desenvolvido método cromatografico para identificar e quantificar os principais
compostos fendlicos presentes nas amostras. A atividade antioxidante foi analisada
por trés métodos distintos, sequestro do radical DPPH, captura do radical ABTS e
método de reducao do ferro (FRAP). O suco que apresentou a maior quantidade de
compostos fendlicos (2,6+0,7 g EAG.L™") e maior atividade antioxidante, pelos trés
métodos, 10,2 + 0,5 mmol.Trolox L™ para seqiiestro do DPPH, 12,2 + 2,8 mmol.
Trolox.L™ para o ABTS e 7,5 + 1,9 mmol Fe?".L”" para FRAP, foi o pertencente a
safra de 2012. Os compostos fendlicos identificados nas amostras foram os acidos

galico, cafeico, cumarico, ferrulico e o t-resveratrol.

Palavras-chave: suco de uva, atividade antioxidante, compostos fendlicos, CLAE.



ABSTRACT

MONARETTO, Tatiana. 2013. Evaluation of antioxidant potential, extraction and
quantification of phenolic compounds in grape juice produced in southwestern
Parana. 48f. Course Conclusion of Work (Graduation in Bachelor of Industrial

Chemistry). Federal Technological University of Parana. Pato Branco. 2013

Grape juice has a high concentration of phenolic compounds, which are responsible
for different biological activities, including antioxidant activity. There are studies in the
literature with juices produced in different regions of the country, however, there are
not results with juices produced in the southwest region of Parana. Within this
context, this study aimed to develop an efficient analytical method to identify and
quantify the major phenolic compounds present in grape juice produced in Salgado
Filho - PR, as well as determine the antioxidant potential these juices. The grape
juices analyzed were produced from Bordeaux grape, Vitis labrusca L. variety, and
belonged to the harvests of 2009, 2010 and 2012. The determination of phenol
compounds was performed first by Folin-Ciocalteu and in sequence,
chromatographic method was developed to identify and quantify the major phenolic
compounds present in the samples. The antioxidant activity was analyzed by three
different methods, sequestration DPPH, ABTS radical capture and iron reduction
method (FRAP). The juice with the highest quantity of phenolic compounds (2.6 + 0.7
g EAG L-") and higher antioxidant activity by the three methods, 10.2 + 0.5 mmol
Trolox L-' sequestration of DPPH, 12,2 £ 2.8 mmol-" Trolox.L for ABTS and 7.5 + 1.9
mmol Fe?* L' FRAP was pertaining to the crop of 2012. Phenolic compounds
identified in the samples were gallic acid, caffeic, coumaric, ferrdlico and t-

resveratrol.

Keywords: grape juice, antioxidant activity, phenolic compounds, HPLC
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1 INTRODUGAO

O crescente interesse por produtos que contribuam para uma melhor
qualidade de vida, provenientes de fontes naturais, tem impulsionado pesquisas
voltadas para a busca de compostos bioativos, presentes em alimentos naturais e
que apresentem substancias benéficas a saude. Dentre essas substancias se
destacam os compostos fendlicos, que possuem capacidade antioxidante, ou seja,
habilidades de combater a oxidagcao resultante da acao dos radicais livres (MELO,
2010; SAUTTER et al., 2005).

Os compostos fendlicos estdo presentes na maioria dos vegetais e frutas,
alem de atividade antioxidante e antimicrobiana, apresentam ainda propriedades
anti-alergénicas, anti-aterogénicas, anti-inflamatérias, anti-tromboéticas, bem como,
efeitos cardioprotetivos e vasodilatadores (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997;
MIDDLETON et al., 2000; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; MANACH et al., 2005;
BALASUNDRAM et al., 2006, OLDONI, 2010).

Dentre as frutas, as uvas e principalmente os produtos de uva tinta sdo as
maiores fontes de compostos fendlicos (MALACRIDA; MOTTA, 2005; BURIN et al.,
2010). Devido as propriedades bioldgicas e nutricionais da uva, e o fato destas
caracteristicas estarem presentes em seus derivados, os sucos de uva tém
conquistado o mercado brasileiro (PINTO et al., 2011).

Segundo Santana et al. (2008), as areas de cultivo de videiras no Brasil
atualmente atingem cerca de 60 mil hectares, sendo que, os Estados do Rio Grande
do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Parana, Santa Catarina e Bahia sdo os maiores
produtores. Nos ultimos anos tem ocorrido um aumento no consumo de suco de uva,
e apesar de a exportacao ter aumentado significativamente, o mercado interno tem
absorvido grande parte da produgao dos sucos de uva produzidos no Brasil.

Partindo do principio que existem poucos estudos avaliando a composi¢ao
fendlica de sucos de uva da regido sudoeste do Parana e baseando-se no exposto
acima, este projeto tem como objetivo avaliar a atividade antioxidante dos sucos
integrais produzidos na regido sudoeste do Parana bem como otimizar a
metodologia analitica, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a ser
utilizada para identificar e quantificar os principais acidos fendlicos e o estilbeno

trans-resveratro.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante apresentada por sucos produzidos no
sudoeste do estado do Parana, bem como desenvolver e otimizar uma metodologia

analitica, por CLAE, para identificagdo e quantificagcdo dos principais compostos

fendlicos presentes nestas amostras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar sucos de uva integral de propriedades nas cidades de Salgado Filho
safra de 2009, 2010 e 2012;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais;

Avaliar as propriedades antioxidantes utilizando trés métodos distintos:
sequestro do radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), poder antioxidante
de reducéo do ferro (FRAP) e 2,2 — azinobis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS);

Otimizar uma metodologia analitica utilizando a técnica de Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia para a extracdo e determinagcdao dos acidos
fendlicos: galico, vanilico, cafeico, cumarico, ferulico e o estilbeno trans-

resveratrol.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HISTORICO DA UVA - VITICULTURA

Segundo relatos dos arquedlogos, as sementes de uvas mais antigas, ja
descobertas datam 7000 — 5000 anos a.c, estas foram encontradas na Georgia
(Russia) (PRADO; SILVA, 2008).

As vinhas foram trazidas para as Américas por Cristovao Colombo conforme
descreve Martins (2004):

Da Europa, através das expedigdes colonizadoras, as vinhas chegaram
a outros continentes, se aclimataram e passaram a fornecer bons vinhos,
especialmente nas Américas do Norte (Estados Unidos) e do Sul (Argentina,
Chile e Brasil) e na Africa (Africa do Sul). A uva foi trazida pra as Américas
por Cristovao Colombo, na sua segunda viagem as Antilhas em 1493, e se
espalhou, a seguir, para o México e sul dos Estados Unidos e as colbnias
espanholas da América do Sul. As videiras foram trazidas da llha da
Madeira ao Brasil em 1543 por Martim Afonso de Souza e plantadas por
Bras Cubas, inicialmente no litoral paulista e depois, em 1551, na regido de
Tatuapé (MARTINS, 2004, pg. 20).

A espécie cultivada primordialmente foi a Vitis vinifera, esta era procedente
das regides de Portugal e Espanha. Na primeira década do século XIX, ocorreu a
decadéncia das plantagdes de uva, isso foi resultado da importacdo de videiras que
apresentavam doencgas fungicas procedentes da América do Norte. Apos esse fato,
a uva Isabel passou a ser cultivada e mais tarde, no inicio do século XX, na regiao
paulista a Isabel foi substituida pela Niagara e Seibel (PROTAS et al., 2008).

A viticultura tropical brasileira passou a ser realmente desenvolvida a partir
de 1960, com o cultivo de vinhedos, na regidao do vale do Rio Sao Francisco no
nordeste semi-arido brasileiro. Na década de 70 surgiu um pdlo viticula na regiao
Norte do Parana. E em 1980 ocorreu um desenvolvimento na produg¢ao de uvas
destinadas para o consumo in natura nas regides do Noroeste do Estado de Sao
Paulo e Norte de Minas Gerais.

No Estado do Rio Grande do Sul, o elevado desenvolvimento na producao
de uva foi consequéncia do apoio governamental. Na década de 70, houve um

incentivo a produgdo de parreiras da espécie Vitis vinifera, este incentivo foi
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decorrente das empresas multinacionais que se instalaram na regido da Serra
Gaucha e da Fronteira Oeste (PROTAS et al., 2008).

3.1.1. Viticultura no estado do Parana

A viticultura no estado do Parana teve inicio com a colonizacdo e se
desenvolveu no século XVI pelos espanhdis e jesuitas. Porém a fixacdo da cultura
de videiras ocorreu somente em meadas do século XIX, com as variedades de uvas
trazidas do estado de Sdo Paulo e a chegada de descendentes de italianos vindos
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, os quais trouxeram consigo o habito do
cultivo de videiras. As principais espécies cultivadas foram a Isabel, a Bordd e a
Francesa. Este cultivo visava apenas a produg¢ao de uvas para o consumo familiar,
sendo poucas as iniciativas para a comercializacdo (BOTELHO; PIRES, 2012;
ZARTH et al, 2007).

Na década de 90 ocorreu o incentivo de alguns a vitivinicultura, como forma
de diversificar a renda do produtor rural, pois o cultivo de gréos, que sempre foi a
matriz produtiva do sudoeste do Parana, apresentava sinais de esgotamento. A
principal estratégia para o desenvolvimento da vitivinicultura nesta regido era
incentivar os produtores a comercializagdo da uva in natura e dos seus derivados,
vinhos e mais recentemente sucos (ZARTH et al, 2011).

Hoje o Parana é um dos estados com maior produgéo de uva, sendo inferior
somente ao estado do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (BOTELHO; PIRES, 2012).
Atualmente os municipios da regiao sudoeste do Parana produzem uma grande
quantidade de uva, da qual parte é destinada para o consumo familiar, porém, a
maioria da producdo € designada para a comercializagdo in natura ou para a
producdo de vinhos. Alguns municipios mais especializados também produzem
outros derivados como suco, vinagre e licor (ZARTH et al., 2011).

Segundo Zarth et al. (2011), na micro-regiao de Francisco Beltrao, o
municipio de Salgado Filho é o que apresenta a maior produgdo de uvas e vinhos,
com 140 ha destinados ao cultivo de uva e a producdo aproximada é de 1.530
toneladas. E da micro-regiao de Pato Branco, o municipio que se destaca é
Maridpolis, o qual apresenta cerca de 60 ha designados ao cultivo de uva, num total

de producao de 800 toneladas.
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3.2 UVA E SUCO DE UVA

Segundo Sautter (2003) o suco de uva é definido como:

[...] o suco de uva é o liquido limpido ou turvo extraido da uva (Vitis sp.),
através de processos tecnoldgicos adequados, ndo fermentado, de cor,
aroma e sabor caracteristicos, submetido a tratamento que assegure a sua
apresentagao e conservagao até o momento do consumo. Portanto, as
caracteristicas de qualidade do suco dependem da cultivar utilizada na

elaboragao e do processo tecnoldgico empregado (SAUTTER, 2003, p. 20).

Os sucos de uva sao ricos em compostos fendlicos, estes segundo estudos,
apresentam acao anticarcinogénica, antiviral e antioxidante (MENESES, 2011).
Porém, apesar do suco de uva conter grande quantidade de compostos fendlicos
este ndo possui a mesma quantidade que a uva in natura, a quantidade destes
compostos também pode variar dependendo da espécie, cultivar, maturidade,
condi¢cbes climaticas e os tratamentos que a uva é submetida no processo de
produgao do suco como o tempo de contato entre as partes sélidas da uva e o suco,
o0 método utilizado para a extragéo, tratamento térmico, prensagem, a adigdo de
acidos ou didxido de enxofre (PINTO et al., 2011).

Segundo a legislagao brasileira, dependendo do tipo de processo e da
constituicdo, o suco pode ser classificado: (1) suco de uva integral: apresenta
composi¢ao natural, ndo sendo permitida a adicdo de outros agucares; (2) suco de
uva concentrado: parcialmente desidratado, tendo que apresentar no minimo 65
°Brix de solidos soluveis totais; (3) suco de uva desidratado: encontra-se na fase
solida e é resultado da desidratacao do suco de uva, podendo apresentar somente
3% de umidade; (4) suco de uva adogado: adicao de agucar ao suco de uva; (5)
suco de uva processado: obtido através da diluicdo do suco concentrado ou
desidratado (RIZZON et al., 1998).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

“Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas

e anéis aromaticos, na forma simples ou de polimeros, o que lhes confere uma
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estrutura antioxidante” (GALLICE, 2010). Além da atividade antioxidante, os
compostos fendlicos apresentam uma gama de efeitos bioldgicos, dentre eles a
atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e vasodilatadora (GALLICE, 2010).

Os compostos fendlicos podem ser classificados como flavonoides e nao
flavonoides. No grupo dos flavonoides estdo os flavanois (catequina, epicatequina),
os flavonois (caempferol, a quercetina, a rutina e a miricetina), antocianidina,
flavonas e as flavanonas. Compondo o grupo dos nao flavonoides estdo os acidos
fendlicos, hidroxibenzéicos, hidroxicindmicos e os estibenos. Entre os principais
compostos pertencente a classe dos estibenos o resveratrol € um dos mais
encontrados na uva (ABE et al., 2007). Os compostos fendlicos podem ser
encontrados nos vegetais na forma complexa ligado a agucares (glicosilados) e
proteinas, ou na forma isolada (agliconas) (GALLICE, 2010).

Dentre as frutas, a uva € uma das que mais apresenta compostos fendlicos.
“Os principais fendlicos presentes na uva sao os flavondides (antocianinas, flavanois
e flavonadis), os estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos (derivados dos acidos
cindmicos e benzodicos) e uma larga variedade de taninos” (MALACRIDA; MOTTA,
2004, p.659).

3.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos mais abundantes na dieta humana por
serem encontrados em grande variedade de frutas, hortalicas, cha preto, vinho, suco
de uva entre outros. Calcula-se que existem cerca de 5000 flavondides com
estruturas diferentes, mas que apresentam como estrutura basica o nucleo flavanico,
Figura 1 (BEHLING et al., 2004;OLDONI, 2010).

Figura 1 — Estrutura genérica de uma molécula de flavonoide.

Fonte: autoria propria.
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As diferentes classes dos flavondides estdo relacionadas com as
caracteristicas do anel C como a presenca ou auséncia do anel central, hidroxilas ou
duplas ligacbes ligadas a este (OLDONI, 2007). Na figura 2, os principais
flavondides encontrados na natureza, antocianidina, flavanais, flavondis, flavonas e

as flavanonas.

3 3
4 4
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(0]
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Figura 2 — Estrutura dos principais flavonoides.

Fonte: autoria propria.

3.3.2 Acidos fendlicos

Acido fendlico é designado para os fendis que apresentam &cidos
carboxilicos. Estes sao divididos em dois grupos que apresentam estruturas
diferentes os hidroxibenzdicos e os hidroxicindmicos. Apesar das estruturas serem
semelhantes, estas se diferenciam pelo niumero e posicdo da hidroxila no anel
aromatico (STALIKAS, 2007).

3.3.2.1 Acido hidroxibrenzéico e acido hidroxicinamicos

Os acidos pertencentes ao grupo do acido hidrobenzoéico e do acido

hidroxicinamico tem origem nas estruturas gerais expostas na figura 3.



20

Figura 3 — A esquerda, estrutura geral dos acidos hidroxibenzoicos, e a direita, estrutura geral
dos acidos hidroxicindmicos

Fonte: Autoria prépria.

Na tabela 1 sdo mostradas as estruturas basicas dos principais acidos

hidroxibenzoicos.

Tabela 1 — Radicais que formam as principais estruturas dos acidos hidrobenzoicos.

Nome R’ R? R’
Acido Benzdico H H H H
Acido Vanilico H OCH; OH H
Acido Galico H OH OH OH
Acido Siringico H OCHj OH OCHj
Acido Salicilico OH H H H

Fonte: SATALIKAS (2007), com algumas modificagoes.

Na tabela 2 estdo expostas os radicais que formam as estruturas basicas

dos principais acidos pertencente ao grupo dos acidos cinamicos.

Tabela 2 — Radicais que formam as principais estruturas dos acidos hidrocinadmico.

Nome R’ R? R [
Acido Cinamico H H H H
Acido o-Cumérico OH H H H
Acido m-Cumarico H OH H H
Acido p-Cumarico H H OH H
Acido Ferulico H OCH, OH H
Acido Caféico H OH OH H

Fonte: SATALIKAS (2007), com algumas modificagoes.
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3.3.3 Grupo Estibeno - Resveratrol

O surgimento de pesquisas sobre o resveratrol se originou devido a busca

por solugdes & um paradoxo Frances conforme descreve Abe (2007):

Os estudos com resveratrol tiveram inicio a partir de investigagbes
relacionadas a dieta francesa, que apesar de rica em gorduras de origem

animal, parece associada a baixa incidéncia de doengas cardiovasculares,

fenémeno conhecido como “Paradoxo Francés” (ABE et al., 2007, p.
395).

O resveratrol € uma molécula natural que pode ser encontrada em
amendoim, amora, cacau, algumas variedades de cha e outras 70 espécies de
plantas, porém a principal fonte s&o as uvas e seus derivados (ACAUAN, 2007).

A molécula de resveratrol é sintetizada pela planta em resposta a agressoes
externas, como agressoes fisicas, ataques fungicos, irradiagdo ultravioleta e
substancias quimicas como ozbénio e etileno (SAUTTER, 2003). Os sucos de uva
produzidos com uvas organicas apresentam uma maior quantidade de resveratrol,
uma vez que, quando defensivos agricolas ndo sdo utilizados, a planta tem um
maior desenvolvimento no metabolismo de autodefesa e consequentemente, uma
maior producéao de resveratrol (ACAUAN, 2007).

O resveratrol pode ser encontrado na forma trans-resveratrol e cis-
resveratrol. “A forma trans-resveratrol é fotossensivel, sendo transformada em cis na
presencga de luz visivel” (SAUTTER, 2003, p.11). O frans-resveratrol é encontrado
nas uvas, no entanto o cis-resveratrol somente &€ encontrado nos vinhos apos o
processo de vinificagdo (GALLICE 2010).

OH

OH

Figura 4 — Trans — resveratrol.
Fonte: Autoria prépria.
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3.4 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Atualmente vem crescendo a procura por substancias bioativas,
principalmente os antioxidantes que apresentam a capacidade de reagirem com os
radicais livres, mostrando assim, beneficios ao organismo (MELO, 2010).

A formagdo dos radicais livres ocorre naturalmente no metabolismo na
realizacdo de atividades fisicas, pela exposicdo em excesso a luz solar e também
pelo tabagismo. Esses radicais sdo moléculas instaveis que para se estabilizar
precisam capturar elétrons de outras moléculas, o que causa danos biolégicos
devido a reagdo com moléculas de DNA, proteinas entre outros componentes da
membrana celular. A principal patologia desencadeada por esses radicais sao
cancer e doengas cardiopatas (GALLICE, 2010; PINTO et al., 2011).

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e secundarios. Os
primarios fornecem aos radicais livres, elétrons ou hidrogénio ou ainda reagem com
estes tornando-os moléculas estaveis. Ja os antioxidantes secundarios agem na
complexacao de metais, absor¢cdo da radiacdo ultravioleta, sequestro do oxigénio
singlete, entre outros mecanismos que retardam a iniciacdo da autoxidagéo (PINTO
et al., 2011).

Algumas pesquisas realizadas em sucos de uvas, para avaliar a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos afirmam que os sucos de uva apresentam
atividade antioxidante similar a encontrada nos vinhos tintos. Estas ainda revelam
que o suco de uva apresenta uma maior quantidade de compostos fendlicos
glicosilados do que o vinho tinto, sendo estes absorvidos mais facilmente pelo
organismo. No entanto, a presenca de etanol no vinho “aumenta a absorcao de
fendlicos, pois previne a precipitacdo de polifendis no trato digestivo” (MALACRIDA,;
MOTTA, 2004, p. 660). Uma das grandes vantagens que o suco de uva apresenta
em relacdo ao vinho é a auséncia de alcool, podendo ser consumido pela maioria
das pessoas, incluindo criangcas e pessoas portadoras de algumas doencas como,
por exemplo, hepatite (MALACRIDA; MOTTA, 2004).
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3.4.1 Métodos para avaliar a agdo antioxidante in vitro

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas para determinar a
atividade antioxidante in vifro de um composto biologicamente ativo. Ndo ha um
meétodo universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisamente
e quantitativamente, devido a grande variedade de radicais livres e suas diferentes
formas de atuagdo em organismos vivos. Assim, quanto mais métodos utilizados
melhor, uma vez que cada técnica apresenta uma principio que depende da matriz
de reacdo, além disso, os compostos bioativos podem reagir de forma diferente
dependendo do radical ou agente oxidante, utilizado no método. (ALVES et al.,

2010; MELO, 2010). Abaixo segue os trés métodos utilizados neste trabalho.

3.4.1.1 — Atividade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O DPPH é uma molécula caracterizada como um radical livre estavel por
apresentar deslocalizacao do elétron desemparelhado em toda a sua molécula. Esta
deslocalizacdo confere ao DPPH uma coloracéo violeta que em solugao de etanol
apresente uma banda de absor¢do maxima no comprimento de onda 517 nm. A
atividade antioxidante é determinada por uma substancia que sequestradora do
radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. O composto antioxidante age como doador
de atomos de hidrogénio, quando este é adicionado & solugao alcodlica de DPPH
obtém-se a hidrazina e a coloracao da solucédo € modificada de violeta para amarelo
palido, Figura 5 (ALVES et al., 2010; MELO, 2010).

RH
NOs (Antiox idants) NO» Q
- k H
O.N N —N \ O.N N—N
"D Se D
Radical DPFFH DPPH reduzido
(Violeta) CAmarelo)

Figura 5 — Estrutura quimica do radical DPPH e reagao de estabilizagdo com um antioxidante.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009).
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3.4.1.2 — Reducao do ferro — FRAP (poder antioxidante de reducao do ferro)

Esse método avalia a atividade antioxidante por meio da redugdo do
complexo ferritripiridiltriazina (Fe®*" - TPTZ) a ferroso tripiridiltriazina (Fe** TPTZ), em
meio acido, pelos agentes antioxidantes naturais presentes, neste caso no suco
(Figura 6). Esta redugdo pode ser acompanhada pela coloracdo azul intensa
apresentada pelo complexo de Fe?*, com absorc&o na regiao de 593 nm.

O fator limitante deste método € que nem todos os antioxidantes presentes
em uma matriz complexa reduzem o ferro, assim como nem todo redutor do Fe** a
Fe?* é antioxidante. Porém, este método é muito utilizado em conjunto com outros
ensaios para analises de plantas e alimentos (OLDONI, 2010; PINELI,2009).

N
""r,.- + .anuc':-cu:lanie = ““_.f'N *~-,,_-:.-"“-'r\“I
W= H
NS | ” | "““
= e
[Fe(lll)(TPTZ) J** [Fe(ll}TPTZ),I**
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 6 — Redugdo do complexo TPTZ com Fe*.
Fonte: Rufino et al. (2006).

3.4.1.3 — Captura do radical livre ABTS+

Neste método ha a necessidade de preparagao do radical ABTSe+, seja por
via quimica ou enzimatica. Pelo método Re et al. (1999), o radical ABTS, de cor
esverdeada, é formado por uma reacado de reducdo do ABTS pelo perssulfato. A
atividade antioxidante é determinada pela descoloracdo do radical ABTS, que ao
reagir com os antioxidantes presentes na amostra vai descolorindo, esse

decaimento da coloragédo é medido pela absorbancia em 734 nm (Figura 7). O poder
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antioxidante dos compostos presentes na amostra sdao determinados comparando-
se a absorbancia da mistura ABTS amostra com a absorbancia obtida da reacéo do
radical ABTS com um antioxidante sintético padrao, neste caso Trolox, sendo o
resultado expresso em TEAC.g"' (atividade antioxidante equivalente ao Trolox)
(OLDONI, 2010; VEDANA, 2008).

Este método apresenta muitas vantagens, pois além de ser um método
simples, pode ser usado em solu¢gées com diferentes valores de pH e é soluvel em
solventes aquosos e organicos, podendo assim ser utilizado para determinar a

atividade antioxidante de fluidos corporeos hidrofilicos e lipofilicos (VEDANA, 2008).

Y e T

CH5CH, CH,CH;y

ABTS

+ K;S5,03 (persulfato de potassio

| .
HO.S s - SO4H| &
=< T
= N N— )
[ |

CH3CH3 CHzCH3

ABTS »

+ Antioxidante
Amax. 734 nm

_ S S0O;-
08~ S N:(
[ =N
. ,-'N
N
\ C2zHs
CoHsg
ABTS2-| sem coloracdo

Figura 7- Formagao do radical estavel com persulfato de potassio e
reagcao com antioxidante.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009); Hung, Ou e Prior (2005).
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3.5 - PARAMETROS DE OTIMIZACAO DO METODO

3.5.1- Determinag&o da linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos sao diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (SILVA et al., 2006).

Um parametro que pode ser utilizado para avaliar o correlacdo da
linearidade dos valores € o coeficiente de correlagao, para este o valor 1, é o ideal,
visto que, este indica uma correlagéo perfeita, conforme afirma Rieder (2000):

r =1, correlagao perfeita;

0,91 <r < 0,99, correlagao fortissima;

0,61 <r <0,90, correlagao forte;

0,31 <r< 0,60, correlagao média;

0,01 <r < 0,30, correlagao fraca;

r = zero, correlagao nula.

3.5.2 Limites de detecgéo e limite de quantificagao

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo da espécie em exame
que pode ser detectada nas condigdes experimentais estabelecidas, porém néao
necessariamente quantificada. O LD pode ser avaliado de trés formas diferentes:
meétodo visual, método relagao sinal-ruido, método baseado em parametros de curva
analitica. O método selecionado para utilizacdo neste trabalho sera o sinal-ruido.
(SILVA et al., 2006; RIBANI et al., 2004).

‘O limite de quantificagcdo (LQ) representa a menor concentragdo da
substadncia em exame que pode ser quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental” (RIBANI et, al., 2004, p. 778). Os mesmo métodos
descritos para o LD também pode ser utilizados para LQ, que sao: método visual,

método sinal-ruido e método de parametro de curva analitica (RIBANI et al., 2004).
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3.5.3 Sensibilidade

A sensibilidade demonstra a variagdo da resposta conforme ocorre
alteracdes na concentracdo do analito, estando relacionada essencialmente com o
meétodo de deteccado utilizado. Ela pode ser determinada pela inclinagao da reta de
regressdo, sendo determinada simultaneamente na avaliacdo da linearidade
(INMETRO, 2003; ARRUDA 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em uma propriedade na cidade de Salgado
Filho e os sucos eram representativos dos anos de 2009, 2010 e 2012. Referente as
safras de 2009 e 2010 foram coletados dois lotes distintos e para a safra de 2012
trés lotes. Na propriedade, os sucos estavam armazenados em garrafas de vidro
transparente e em ambiente escuro. Apds a coleta, as garrafas foram armazenas no
escuro e abertas imediatamente antes das analises, sendo adotados alguns
procedimentos para garantir a integridade das amostras, como a transferéncia do
suco para garrafas pet, tomando-se o cuidando para eliminar o ar das garrafas,
recobrimento destas com papel aluminio e armazenamento na geladeira. As

analises, com excecao da CLAE, foram realizadas em ftriplicatas para cada lote.

4.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. (1999). “O reagente
Folin-Ciocalteau € uma solugdo complexa de ions poliméricos formados a partir de
heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente oxida os
fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul (MELO, 2010). As amostras
foram diluidas e uma aliquota de 0,5 mL foi misturada com 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau diluido 1:10. Deixou-se a mistura de 3 a 8 minutos em repouso, na
sequencia,foram adicionados 2,0 mL de Na,CO3; 4%. A absorbancia foi medida a
740 nm depois de duas horas de incubagao no escuro a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos como teor de compostos fendlicos totais equivalentes ao
4cido galico (mg AG L™).
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4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.3.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

A metodologia utilizada para determinar a atividade sequestrante do radical
DPPH esta de acordo com proposto por Brand-Williams et al. (1995), com algumas
modificagdes. A mistura de reacéo foi constituida pela adi¢ao de 0,5 mL dos padrdes
ou das amostras previamente diluidas. A este foi adicionado 3,0 mL de etanol 50%
(v/v), 0,3 mL do radical DPPH, em solugéo de etanol (0,5mmol L™), incubou-se em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds 45 minutos de reacédo foi realizada
leitura em espectrofotbmetro a 517 nm. Para o controle negativo foi substituido o
volume do extrato por igual volume do solvente utilizado na extragcédo. Preparou-se o
branco substituindo o volume da solugédo de DPPH por igual volume de etanol.

Foi preparada uma curva padrdo com o antioxidante sintético Trolox em
concentracdes que variaram de 15 a 100 umol L™ de Trolox, sendo na sequencia
construido grafico de calibragdo. Os resultados foram expressos em mmol de Trolox
por litro da amostra. Com o auxilio desta curva determinou-se a capacidade

antioxidante das amostras por este método.

4.3.2 — Atividade antioxidante total pelo método de redugéo do ferro — FRAP

Esta metodologia seguiu o descrito por Benziel e Strain (1996) com algumas
modificagdes. O reagente FRAP foi preparado por meio da mistura de 25 mL de uma
solugdo de tampao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL da solugdo TPTZ (10 mM
TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCl; (20 mM) em solugao aquosa. Adicionou-se
uma aliquota de 100 uL da amostra previamente diluida a 3 mL do reagente FRAP e
incubou-se a 37°C em banho-maria por 30 minutos. A absorbancia foi medida apés
esse tempo é o espectrofotdbmetro zerado com a solucdo FRAP. Fez-se a curva de
calibragdo com sulfato ferroso nas concentracdes 100 — 2000 umol L7, e os

resultados foram expressos em mmol de Fe? por litro da amostra.
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4.3.3 — Captura do radical livie ABTS*+

Para esta metodologia utilizou-se o descrito por Re et al.,, (1999) com
algumas modificagdes. A formacgao do radical ABTS++ foi obtida a partir da reagéo
de 7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, incubada a temperatura
ambiente na auséncia de luz num periodo de 16 horas. Apos esse tempo diluiu-se a
solucao em etanol até obter uma absorbancia de 0,700 + 0,200 em 734 nm. Foram
adicionados 30uL de amostra para 3 mL da solugdo contendo o radical. A
absorbancia foi determinada em espectrofotobmetro, a 734 nm apdés 6 minutos de
reacdo. Para a construcido da curva padrao utilizou-se o antioxidante sintético Trolox
nas concentracdes de 100 a 2000 pmol L. Os resultados da atividade antioxidante

foram expressos em mmol de Trolox por litro de amostra.

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE

Os compostos fendlicos: acido cafeico, acido ferullico, acido galico, acido
vanilico, acido cumarico e o estilbeno frans-resveratrol foram extraidos da amostra
utilizando a particédo liquido-liquido e na sequencia, identificados e quantificados por
CLAE.

A extracao liquido-liquido foi realizada de acordo com o descrito por Porgah
e Buyuktuncel (2012), com algumas modificagcdes. Acidificou-se 4 mL da amostra, a
pH 2, com uma solucdo de acido cloridrico 3 mol L™, na sequencia adicionou-se 4
mL do solvente acetato de etila, este conjunto foi agitado no vértex por 1 minuto e
em seguida centrifugado por 5 minutos em 5000 rpm. O sobrenadante foi retirado e
o processo de extracao repetido trés vezes. O sobrenadante resultante do processo
foi evaporado em um evaporador rotativo e o residuo seco dissolvido em 750uL de
metanol e 250 uL de agua.

Para analise por CLAE foi injetado um volume de 10 uyL em um cromatégrafo
liquido acoplado a um detector de fluorescéncia com Aem 374 nm € Aex 330 nm para
deteccdo do trans-resveratrol, sendo os demais compostos identificados pelo
espectro de absor¢cdo na regido ultravioleta, utilizando os recursos do detector de
arranjo de fotodiodos. A coluna analitica utilizada foi de fase reversa C-18 (250 mm x

4,6 mm, 5 ym) Varian, mantida a 30°C. A fase modvel utilizada foi uma mistura de
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metanol (solvente B) e agua (solvente A), ambos acidificados com acido acético a
0,1%, com eluicdo em modo gradiente. O gradiente iniciou com 5% de B até 7% de
B em 7 minutos, 20% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 90% de B em
50 minutos e 5% de B em 55 minutos, mantendo esta concentragdo por mais 10
minutos, numa vazdo de 1 mL por minuto. Neste trabalho, foram utilizados padrées
auténticos de acido ferulico, acido galico, acido vanilico, acido cafeico, acido

cumarico e trans-resveratrol.

4.4.1 Otimizagdo do Método Cromatografico

Todas as analises cromatograficas, incluindo a otimizacdo do método foram
realizadas ao abrigo da luz, a fim de evitar que o isdmero trans-resveratrol fosse
convertido em cis-resveratrol. Para a otimizacdo do método cromatografico foram

avaliados os seguintes parametros:

4.4.1.1 Determinagao da linearidade

Para a analise da linearidade do método foi determinada a area do pico para
seis concentragdes diferentes de seis padrdes. O grafico de calibragao foi construido
individualmente para cada composto plotando a area do pico (eixo y) versus a
concentragcado (eixo x). Determinou-se analise de regressao linear com todos os
dados obtidos e avaliou-se os resultados. O coeficiente de correlagdo também foi

avaliado por meio do parametro coeficiente de correlagao (r).

4.4.1.2 Limites de deteccgao e limite de quantificagao

O LD foi determinado com a massa ou concentragdo do analito que gere um
sinal trés vezes maior que o do ruido, 3N, em que N é a amplitude do ruido medido
empregando-se um branco em vez do sinal do equipamento.

LD=3N (1)
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O LQ foi definido com a massa do analito que gera um sinal de 10N, onde o
N é o desvio padrao do ruido.
LQ=10N (2)

4.4 .1.3 Sensibilidade

Este parametro foi determinado pela inclinagdo da reta de regressao, sendo

determinado simultaneamente na avaliagdo da linearidade
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMOSTRAS

Para a producdo dos sucos foi utilizada a uva bordd, sendo atualmente
observada uma crescente procura por esta espécie para a fabricacdo de sucos e
vinhos, pois além desta apresentar alta resisténcia a doengas fungicas, também tem
elevado teor de antocianinas, permitindo aumentar a coloragao dos sucos e vinhos,
acidez baixa e teor de agucar que varia de 14 a 17 ° Brix (RIZZON et al., 1998).

Os sucos coletados foram produzidos com o auxilio de um equipamento
designado de “extrator de suco”. Este equipamento € composto por trés partes
distintas: (a) recipiente com orificios e tampa, onde é colocada a uva; (b) recipiente
maior com abertura cdnica no centro para passagem do vapor e abertura lateral para
engarrafamento do suco; (c) depdsito de agua gerador de vapor, responsavel pela
extragdo do mosto (Figura 8) (RIZZON et al., 1998). Os sucos foram envasados
ainda quentes e para garantir a conservacgao do produto foi realizado procedimento

de pasteurizacédo, nao havendo assim o acréscimo de aditivos quimicos.

Figura 8 — Extrator de suco de uva: a) recipiente com tampa para colocar
a uva; b) recipiente do suco; c) depdsito de agua.
Fonte: Rizzon et al., 1998.
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5.2 — TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
Os resultados obtidos para o teor de compostos fendlicos totais nas
amostras analisadas foram proximos, ndo apresentando diferenga significativa si

(Tabela 3).

Tabela 3 — Teor de compostos fendlicos totais nos sucos de uva.

Amostras de sucos Fendlicos Totais (g EAG L)*
Salgado Filho 2012 26+0,7a
Salgado Filho 2010 1,7+£0,2a
Salgado Filho 2009 2,3+0,3a

*Valores representam as médias + desvio padrdon =3
Médias das colunas seguidas de letras diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05).

Em estudo realizado por Gurak et al. (2008), amostras de suco de uva
integral apresentaram teores de fendlicos que variavam do 1,07 e 2,62 g EAG L™
Sautter et al. (2005) analisaram sucos de uva adquiridos no comércio de Santa
Maria e obtiveram teor de fendlicos totais para o suco integral de 1,62 e 2,21 g EAG
L™, enquanto para o reprocessado os teores variaram entre 1,55 e 1.61 g EAG L™,
Gollucke et al. (2009), analisaram sucos de uva da regido do Rio Grande do Sul e os
resultados obtidos variaram de 2,87 e 2,59 g EAG L™ para a variedade Concord e
1,76 e 1,43 g EAG L™ para a variedade Isabel.

Burin et al. (2010) em analise de sucos de uva bordd, do estado de Santa
Catarina, encontraram valores de 0,24 e 2,14 g EAG L? para sucos caseiros, 1,12 e
3,43 g EAG L para os comerciais e 2,63 e 2,64 g EAG L™ para sucos organicos.
Gurak et al. (2010), em estudos de compostos fendlicos em amostras de sucos de
uva produzidas pela EMBRAPA, encontraram valores médios de 2,096 g EAG L™
Analisando os dados descritos acima, € possivel concluir que os resultados para
compostos fendlicos totais obtidos neste trabalho corroboram com os encontrados

na literatura.
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5.3 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacédo da atividade antioxidante, trés métodos distintos, com
principios diferentes foram utilizados para caracterizar a atividade biolégica das
amostras (Tabela 4). Os resultados obtidos para as trés safras analisadas né&o

diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 4 — Atividade antioxidante obtida para sucos de uva pelos métodos: DPPH, ABTS e FRAP.

Amostras de sucos Métodos para determinagcao da Atividade antioxidante
DPPH ABTS FRAP
(mmol de Trolox L)* (mmol de Trolox L™)* (mmol de Fe®* L)*
Salgado Filho 2012 10,2+0,5a 122+28a 75+19a
Salgado Filho 2010 8,1+05a 82+19a 58+0,1a
Salgado Filho 2009 9,4+0,7a 7,7+0,8a 6,1+0,6a

Valores representam as médias + desvio padraon =3
Médias das colunas seguidas de letras diferentes séo significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05).

Burin et al. (2010), analisaram a atividade antioxidante, pelo método DPPH,
em sucos de uva produzidos no estado de Santa Catarina, para os sucos comercias
foram encontrados resultados que variaram de 2,51 e 11,05 mmol L' TEAC; para os
organicos 8,24 e 9,08 mmol L' TEAC e para os caseiros 7,32 e 8,23 mmol L' TEAC.
Os sucos eram provenientes de uvas da espécie bord (Vitis labrusca) e foram
produzidos a partir da safra de 2007. Gollucke et al. (2009), encontraram valores de
7,45 e 9,68 mmol L1 TEAC para sucos produzidos a partir da variedade Concord e
7,40 e 6,33 mmol L'1 TEAC para aqueles produzidos a partir da variedade Isabel. As
uvas foram produzidas no estado Rio Grande do Sul e foram colhidas no ano de
2006.

Novamente, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com
aqueles obtidos na literatura e indicam elevada atividade antioxidante para as
amostras estudadas. Poucos estudos s&o encontrados na literatura descrevendo a
atividade antioxidante quando se utiliza o método de sequestro do radical ABTS e
reducdo do Fe?'. Desta forma, os resultados obtidos foram comparados com
extratos produzidos a partir do bagago e polpa da uva. Vale ressaltar a importancia
do presente estudo, ja que ird contribuir com uma melhor caracterizagdo da

atividade biologica dos sucos produzidos no estado do Parana.
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5.4 FENOLICOS POR CLAE

Os fendlicos presentes nas amostras foram identificas de acordo com o
tempo de retencgao, similaridade espectral e cocromatografia. Para a detecgdo dos
compostos que apresentam absorgéo na regido do ultravioleta-visivel, foi utilizado o
comprimento de onda 280 nm para os acidos galico e o vanilico e 320 nm para os
compostos 4acidos cafeico, cumarico, ferrulico. Para a identificacdo do trans-
resveratrol foi utilizado detector de fluorescéncia.

Para o suco de uva da safra de 2009 foram detectados e quantificados os
seguintes compostos: acido galico, acido cafeico, acido cumarico, acido ferrulico e o
trans-resveratrol (Figura 9 e Tabela 5). Nas amostras produzidas nos anos de 2010
e 2012 nao foram detectados o acido ferrulico e o frans-resveratrol (Figura 10 e 11 e
Tabela 5).

Algumas amostras apresentaram desvio padrao elevado (Tabela 5), isto
pode ser justificado pelo fato de as uvas nao serem todas produzidas em uma
mesma propriedade, ou seja, o produtor dos sucos compra uvas de propriedades
vizinhas para a fabricagdo do suco, desta forma, pode ser observado variagdo na

composi¢ao quimica das amostras.
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Figura 9 - Cromanograma de uma amostra de suco de uva do ano de 2009. (a) 280 nm e (b) 320
nm, onde: 1 — acido galico; 2- acido cafeico; 3 — acido cumarico; 4 — acido ferrulico; 5 — t-

resveratrol.
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Figura 10 — Cromanograma de uma amostra de suco de uva do ano de 2010. (a) 280 nm e (b)

320 nm, onde: 1 — acido galico; 2- acido cafeico; 3 — acido cumarico.
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Figura 11 - Cromanograma de uma amostra de suco de uva do ano de 2012. (a) 280 nm e (b)

320 nm, onde: 1 — acido galico; 2- acido cafeico; 3 — acido cumarico.
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Tabela 5 — Concentragao dos fendlicos nas diferentes amostras analisadas.

Amostras Salgado Filho Salgado Filho Salgado
Fendlicos 2009 2010 Filho 2012
Acido Gilico (mg L) 449 + 41 32,7 +1,3 5,9+ 1,0
Acido Vanilico (mg L") ND ND ND
Acido Caféico (mg L") 753+2,8 42,2 + 16,2 438+3,4
Acido Cumdrico (mg L) 100,8 + 43,5 415+0,3 491+ 124
Acido Ferrtlico (mg L) 2,9+0,1 ND ND
Resveratrol (mg L) 11,4 + 0,1 ND ND

* ND: ndo detectado.

Novamente foram encontrados poucos trabalhos em literatura especializada
com a identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos analisados.

Rodrigues et al. (2012) analisaram sucos de uvas tintas da variedade Vitis
labrusca, bordd, pertencente ao ano de 2009. O suco convencional foi obtido na
vinicola Perini Ltda. na cidade de Farroupilha — RS, e o suco organico na Aecia
Cooperativa de Agricultores Ecologistas em Antonio Prado — RS. Estes analisaram
alguns compostos fendlicos por CLAE, encontrando para o suco organico 5,3 + 0,01
mg L para a acido galico e 0,224 + 0,41 mg L™ para o trans-resveratrol. Para o
suco convencional foi encontrado 8,27 + 0,01 mg L’ para o acido galico e 0,145 +
0,01 mg L™ para o trans-resveratrol.

Fracasseti et al. (2011), em analise de 12 amostras de sucos de uva branca,
provenientes do sul africano, sendo que 9 destas eram da variedade Sauvignon
Blanc, um da Semillon e dois sucos da Chenin Blanc, todos pertencentem ao ano de
2010, encontraram valores entre 0,41 a 3,7 mg L' de acido cafeico para a variedade
Sauvignon Blanc, 0,50 e 0,82 mg L™ para a variedade Semillon e 0,51 mg L™ para a
Chenin Blanc.

Sautter et al.(2005), em uma quantificagdo do trans-resveratrol por CLAE,
em sucos de uva produzido no Brasil, encontrou valores de 0,41mg L para 0 suco
de uva integral e 0,75 mg L para o suco reprocessado. Badalotti (2011) em
amostras analise de sucos de uva provenientes de uma empresa da cidade de
Garibaldi encontrou 0,75 mg L™ de resveratrol para a uva da qualidade bordd, 0,44

mg L™ para a concord e 1,8 mg L™ para a Isabel.
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Linearidade

41

Foi avaliada a linearidade para cada padrao. Os coeficientes de correlagao

(r) demonstram uma correlacao fortissima segundo Rieder et al. (2000) (Tabela 6).

Tabela 6 — Dados obtidos da linearidade dos padroes de fendlicos.

Acido gélico

Acido vanilico

Acido cafeico

[1inj. (mg L") | Sinal U. Area | [1inj. (mgL™") | SinalU.Area | []inj. (mgL") | Sinal U. Area

5 1,5 5 1,3 5 2,6

10 2,6 10 2,5 7 3,7

15 4.8 15 4 15 8,3

80 25,7 30 9,2 60 37,6

150 45,6 40 13 120 61,4

200 61,2 50 16,12 150 76,6
Inclinagao da reta: 0,509

Inclinagao da reta: 0,306
Interseccao da reta: 0,102
R2 0,999

Inclinagdo da reta: 0,337
Interseccéo da reta: -0,758
R% 0,998

Interseccao da reta: 1,397
R?: 0,992

Acido cumdrico Acido ferrdlico Resveratrol
[1inj. (mg L") | Sinal U. Area | [1inj. (mgL™") | SinalU.Area | []inj. (mgL") | Sinal U. Area

5 4,1 3 2,5 3 3,2

10 8,4 5 3,9 5 5,3

15 13,5 10 8,1 7 6,1

100 70,5 15 11,3 60 17,7
150 101,7 50 39,2 120 37,2
200 139,3 60 46,1 150 46,4

Inclinagao da reta: 0,772

Inclinagao da reta: 0,681
Interseccao dareta: 1,743
R? 0,999

Inclinagao dareta: 0,772
Interseccdo da reta: 0,144
R?: 0,999

Interseccao da reta: 0,144
R? 0,999

Pela analise dos coeficientes de correlacdo, pode-se dizer que o método

apresentou-se linear bem como a faixa de concentragdao do analito coincidiu com a

faixa dindmica linear do equipamento.
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Sensibilidade
Por meio do estudo da linearidade do método foi obtida a sensibilidade, que

€ ainclinagao da curva de calibragao (Tabela 7).

Tabela 7 — Dados obtidos no estudo da sensibilidade dos fendlicos.

Fendlicos Sensibilidade
Acido galico 0,306
Acido vanilico 0,337
Acido cafeico 0,509
Acido cumarico 0,681
Acido ferrulico 0,772
t — resveratrol 0,772

A curva padrao que apresentou a maior sensibilidade foi aquela obtida para

os compostos acido ferulico e trans-resveratrol.

Limite de deteccao e quantificagao
Estes parametros foram determinados utilizando-se a relagéo sinal-ruido no

tempo de retengédo em que o composto de interesse ¢é eluido. (Tabela 8).

Tabela 8 — Limite de detecgdo e quantificagdo do método para determinagdo e quantificagdo dos

fendlicos.
Fendlicos Limite de Detec¢cao (mAU) | Limite de Quantificagcao (mAU)

Acido Galico 0,84 2,80
Acido Vanilico 1,44 4,80
Acido Cafeico 2,94 9,8
Acido Cumarico 0,33 1,09
Acido Ferrulico 1,63 5,42
Resveratrol 0,65 2,16

Todos os compostos analisados ficaram dentro dos limites de deteccao e

quantificacao calculados.
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6 - CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos para os sucos analisados € possivel concluir
que estes apresentam uma elevada atividade antioxidante, assim como, elevado
teor de compostos fendlicos, podendo ser considerados fontes de compostos com
atividade biolégica. Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa para
as atividades testadas nos diferentes anos de producédo, o que comprova que nos
anos em que estas safras foram colhidas, pouca variabilidade de composicéo
quimica foi obtida nos produtos finais. Verificou-se pequena variacdo no teor de
compostos fendlicos analisados por CLAE, no entanto, esta variagdo nao foi

suficiente para influenciar na atividade antioxidante.
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