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Determinação de Compostos Fenólicos em Vinho: Uma revisão

Determination of Phenolic Compounds in Wine: A Review
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Resumo

Um dos principais constituintes presentes nos vinhos é a classe de compostos fenólicos, que compreende 
os ácidos fenólicos, flavonóides, lignanas e estilbenos. Estes influenciam nas principais características 
dos vinhos como sabor, aparência, fragrância, adstringência e nas propriedades antimicrobianas. São os 
responsáveis pela diferença entre os vinhos branco e tinto. Além disso, esta classe de composto tem sido 
muito estudada por suas propriedades antioxidantes que, acredita-se, ajudar na prevenção de doenças, 
como certos tipos de câncer, doenças cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares cerebrais e outras 
doenças relacionadas ao envelhecimento. Por isso, é de grande interesse o desenvolvimento de métodos 
para a determinação de compostos fenólicos que sejam sensíveis, seletivos, rápidos e de fácil operação. 
O presente trabalho traz uma revisão dos métodos que vem sendo empregados para a determinação de 
fenólicos até o presente ano.
Palavras-chave: Compostos Fenólicos. Vinho.

Abstract

One of the main constituents in wines is the phenolic compounds that comprise the phenolic acids, 
flavonoids, lignans and stilbenes. Those have an important paper on the wines properties like flavor, 
appearance, astringent and antimicrobial properties. Moreover, phenolics have been extensively study 
in having antioxidant properties that may help in the prevention of disease like certain types of cancer, 
cardiovascular diseases, diabetes, strokes and other diseases related to aging. So is important the 
development of the phenolic compounds determination methods to be more selective, fast and easy 
operation. This paper brings a review of the methods employed on phenolics determination until this 
year.
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Introdução

Os compostos fenólicos são aqueles que possuem 
uma, ou mais (polifenóis), hidroxilas ligadas a 
um anel benzênico e, embora contenha um grupo 
característico de álcoois, esta classe de compostos 
possui propriedades especiais, são compostos mais 
ácidos que os álcoois sendo oxidados com maior 
facilidade. Os fenóis incluem os compostos que 
possuam apenas um anel aromático ligado a um 
ou mais grupamentos hidroxílicos. Os polifenóis 

compreendem aqueles compostos fenólicos que 
possuam múltiplos anéis fenólicos em sua estrutura 
e podem ser divididos em classes de acordo com 
o número de anéis fenólicos e os elementos 
estruturais que ligam estes (Figura 1 e Figura 
2) (WATERHOUSE, 2002). Eles podem, ainda, 
associar-se entre si, aumentando a complexidade e 
diversidade desta classe de compostos (Figura 3). 
A composição dos polifenóis nos alimentos pode 
variar com o tipo, época de colheita, fatores do 
meio ambiente, processamento e armazenamento 
(MANACH et al., 2004).

Figura 1 – Estruturas químicas de polifenóis.

Fonte: Dados dos autores.
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Figura 2 – Estruturas químicas dos flavonóides.

Fonte: Dados dos autores.

Figura 3 – Formação da procianidina pela polimerização de duas catequinas através da ligação dos carbonos 4 e 8.

Fonte: Dados dos autores.
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Os dois grupos principais de polifenóis são os 
ácidos fenólicos e os flavonóides. Os ácidos fenólicos 
podem ser classificados em ácidos benzóicos, e 
derivados, e ácidos cinâmicos, e derivados. Já os 
flavonóides possuem como subclasses principais 
os flavonóis, flavonas, flavanonas, isoflavonas e 
flavanóis (SATO et al., 1996).

Milhares de compostos fenólicos já foram 
identificados em plantas superiores, e centenas 
desses compostos são encontrados em plantas 
comestíveis. Estes compostos são metabólitos 
secundários das plantas, geralmente envolvidos 
na defesa contra organismos patogênicos ou raios 
ultravioletas. Assim, polifenóis estão disponíveis 
em uma ampla variedade de frutas, como limão, 
laranja, tangerina, uva, cereja, ameixa, pera e maçã 
(ANGELO; JORGE, 2007); legumes; verduras; e 
em alimentos e bebidas processados destes, como 
chá, vinho e outros.

Os principais fenólicos presentes na dieta 
humana são os flavonóides, os ácidos fenólicos e 
os taninos. Os flavonóides são compostos de baixo 
peso molecular que ocorrem, nas plantas, ligados a 
sacarídeos, na forma de glicosídeos, ou agliconas e 
sua estrutura pode ser apreciada na Figura 2 (KING; 
YOUNG, 1999). Os ácidos fenólicos podem ser 
divididos em derivados do ácidos hidroxibenzóico 
e hidroxicinâmico que conferem propriedades 
antioxidantes aos vegetais que os possuem (Figura 
1). Já os taninos possuem alto peso molecular, 
consequência de várias polimerizações, e podem ser 
divididos em taninos condessáveis e hidrolisáveis 
(ANGELO; JORGE, 2007).

Dos compostos mais importantes presentes no 
vinho estão as antocianidinas e as procianidinas 
que são polimerizações dos monômeros citados na 
Figura 2, também chamados de taninos condensados 
(DELL’AGLI; BUSCIALÀ; BOSISIO, 2004).

Sabe-se que em comparação com os álcoois, 
os compostos fenólicos são muito mais ácidos 
devido à presença do anel benzênico que confere 
estabilidade aos produtos de oxidação dos fenóis. 

Por serem mais ácidos, os polifenóis são oxidados 
antes que outras moléculas presentes nas plantas 
funcionando como antioxidantes para estas outras 
moléculas e protegendo a integridade de seu 
organismo formador (SOARES et al., 2008).

Em suma, os antioxidantes podem ser 
classificados em primários e secundários. Aqueles 
atuam interrompendo a cadeia de reação radicalar, 
reagindo com radicais para formarem produtos 
termodinamicamente estáveis ou complexos 
mais estáveis que o radical livre precursor; 
estes, os antioxidantes secundários, retardam a 
etapa que precede a formação dos radicais por 
diferentes mecanismos, como a complexação de 
metais, sequestro de oxigênio, decomposição de 
hidroperóxidos, absorção da radiação ultravioleta 
ou desativação de oxigênio singleto. Os fenólicos 
são classificados como antioxidantes primários 
(ANGELO; JORGE, 2007).

A atividade de um antioxidante é determinada 
pelo seu potencial de redução; a estabilidade do 
produto formado, que é regida pela capacidade de 
estabilizar e deslocalizar o elétron desemparelhado; 
a reatividade deste com outros antioxidantes; e a 
propensão de agirem como quelante de metais. Os 
polifenóis possuem a estrutura ideal para serem 
esses antioxidantes, pois possuem anéis benzênicos 
capazes de estabilizar os produtos oxidativo 
formados; além, de estes serem bons complexantes 
de metais, o que impede que eles hajam como 
catalizadores de reações radicalares (RICE-EVANS; 
MILLER; PAGANGA, 1997).

O oxigênio está presente na atmosfera na 
forma triplete (3O2), que é estável. Quando inalado 
ocorre um processo gradual de redução produzindo 
água, porém uma pequena quantidade de produtos 
intermediários instáveis, como o radical superóxido, 
radical hidroxil e peróxido de hidrogênio são 
formados. Estas espécies, chamadas de espécies 
reativas de oxigênio, podem iniciar a peroxidação 
dos lipídeos da membrana gerando acúmulo de 
peróxidos de lipídeo. Os produtos, primários e 
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secundários, da peroxidação são altamente reativos, 
e reagem com substratos biológicos como proteínas, 
aminas e moléculas de DNA. Tal processo leva a 
doenças degenerativas. Embora os organismos 
vivos possuam mecanismos protetores contra as 
espécies reativas de oxigênio a eficiência destes 
processos decresce de acordo com o envelhecimento 
do organismo. Por tanto, sugere-se fornecer ao 
organismo moléculas que ajudem neste processo 
protetivo, como substâncias antioxidantes (SATO et 
al., 1996).

As propriedades antioxidantes dos compostos 
fenólicos instigaram muitos estudiosos a avaliar 
a influência desses compostos na prevenção de 
doenças, como certos tipos de câncer, doenças 
cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares 
cerebrais e outras doenças relacionadas ao 
envelhecimento (GAMELLA et al., 2006; FUSCO 
et al., 2010).

Parte importante destes estudos é avaliar a 
bioaviabilidade. Sabe-se que embora tais compostos 
estejam presentes em nossa dieta muitos destes 
possuem pouca atividade ou baixa absorção em 
nosso organismo. Por isso, o conhecimento sobre 
sua atividade in vivo é de grande importância para 
a compreensão dos efeitos dos polifenóis em nosso 
organismo.

A maioria dos polifenóis presentes em nossa dieta 
não são absorvidos diretamente pelo organismo, mas 
necessitam ser hidrolisados por enzimas intestinais 
ou pela microflora colônica. Além disso, são 
rapidamente eliminados do plasma sanguíneo, o que 
indica que o consumo de alimentos que os contêm 
deve ser diário para a manutenção da concentração 
dos mesmos no sangue. Dos compostos fenólicos 
disponíveis em nossa alimentação os flavanonas 
e isoflavanonas são os mais ativos em nosso 
organismo (MANACH et al., 2004).

Estudos têm inferido que os polifenóis, 
presentes nos vinhos tintos, protegem o sistema 
cardiovascular sendo oxidados antes que outras 
substâncias, como as lipoproteínas de baixa 

densidade, “colesterol mau” que quando oxidadas 
aderem às paredes de vasos sanguíneos e podem 
gerar aterosclerose (FRANKEL; KANNER, 1993). 
Este efeito antioxidante é característico da maioria 
dos compostos fenólicos, especialmente catequinas, 
ácidos fenólicos e antocianidinas monoméricas, 
que restringem a formação de nitrosaminas e 
outros compostos nitrosos em alimentos (KERRY; 
ABBEY, 1997). Correlações podem ser feitas entre 
o consumo de vinho e a redução de doenças do 
coração, câncer de mama, diminuição da taxa de 
mortalidade feminina, redução da diabetes tipo II 
(TOMERA, 1999).

O baixo risco de doenças cardiovasculares 
associado ao consumo de vinho tinto e altas 
quantidades de gordura saturada é conhecido 
popularmente como “Paradoxo Frances”. Dentre os 
polifenóis que desempenham importantes funções 
na diminuição de doenças cardiovasculares existe o 
resveratrol, cujo vinho e uvas são sua principal fonte. 
O resveratrol tem chamado a atenção por possuir 
propriedades bioquímicas e fisiológicas como ações 
estrogênicas, antiplaquetária e anti-inflamatória. 
Em determinadas concentrações podem prover 
proteção contra doenças como aterosclerose, 
arritmias ventriculares e isquemia cerebral (LEKLI; 
RAY; DAS, 2009).

Sabe-se que a presença de espécies reativas 
de oxigênio e nitrogênio em um organismo vivo 
está associada ao aumento do risco de doenças 
crônicas, especialmente doenças cardiovasculares. 
Em contrapartida, o consumo de frutas, vegetais e 
vinhos, ricas fontes de substâncias antioxidantes 
provavelmente reduzem tal risco. Assim, conclui-se 
que a dieta de um indivíduo está relacionada com a 
probabilidade de este desenvolver doenças crônicas 
como doenças cardiovasculares, câncer, diabetes e 
outras (URQUIAGA et al., 2010).

No corpo, as maiores transformações dos 
polifenóis provenientes do vinho ocorrem no cólon, 
onde os metabólitos formados se tornam mais 
bioativos (SELMA; ESPÍN; TOMÁS-BARBERÁN, 
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2009). Estes compostos ainda possuem a capacidade 
de inibir ou estimular o crescimento de diferentes 
bactérias no trato intestinal (REQUENA et al., 
2010) e de diminuir a aderência das bactérias na 
cavidade oral, ajudando na prevenção de doenças 
bucais (HANNIG et al., 2009). Também, atuam 
como inibidores de cerca de 80% das atividades 
enzimáticas causadoras da cárie pelo estreptococo 
(THIMOTHE et al., 2007).

Urquiaga et al. (2010) estudou a influência do 
consumo diário de quantidades moderadas de vinho 
em duas dietas diferentes. Observou que o consumo 
moderado de vinho aumenta a concentração 
de polifenóis circulante no plasma e eleva a 
concentração de vitamina C presente no mesmo, 
o que aumenta a capacidade antioxidante deste, 
reduzindo danos ao DNA e às proteínas.

Sheu, Liu e Chen (2010) estudaram o efeito 
do resveratrol como agente protetivo contra os 
danos causados por estresse oxidativo ao epitélio 
pigmentar da retina e concluíram que o consumo 
de vinho pode amenizar a degradação deste. Outro 
estudo (SAKATA et al., 2010), revelou que o 
resveratrol induz a heme oxigênase 1 em culturas de 
células neurais de ratos fornecendo neuroproteção 
contra radicais livres ou danos excitotóxicos.

A saúde gastrointestinal e oral é outro ponto 
importante da saúde humana cuja dieta pode 
influir diretamente. Por possuir um alto conteúdo 
e diversidade de polifenóis, que são capazes de 
modificar seletivamente o crescimento de micro-
organismos susceptíveis, o vinho e derivados 
da uva tem chamado a atenção por possuírem 
potencial benéfico à saúde intestinal. Estudos tem 
mostrado que o consumo de bebidas com alto 
teor de compostos fenólicos tem efeitos contra a 
cárie dentária, em animais e humanos, pois inibe 
o crescimento e aderência dos micro-organismos 
causadores da carie à superfície do dente (HANNIG 
et al., 2009). Além disso, testes in vitro mostraram 
que alguns polifenóis e seus metabólitos podem 
inibir o crescimento de várias bactérias maléficas na 

microbiota humana sem produzir efeitos maléficos 
às bactérias probióticas (REQUENA et al., 2010).

Brouillard, George e Fougerousse (1997) 
também demonstrou que os polifenóis podem agir 
como protetores das moléculas do colesterol LDL 
contra a oxidação, o que ajuda na prevenção da 
aterogêneses que podem levar a ataques cardíacos.

Ortuño et al. (2010) demonstrou que o resveratrol 
é mais bem absorvido pelo corpo humano quando 
associado a matrizes biológicas, como o vinho 
e outros derivados da uva, que quando ingerido 
isoladamente.

Novos estudos a respeito da eficácia, segurança 
e dosagens de antioxidantes, para a prevenção de 
doenças, são necessários. Porém, a Food Standards 
Agency aconselha o consumo de vegetais, frutas e 
seus produtos uma vez que o consumo destes pode 
estar associado à redução do risco das doenças 
citadas (STANNER et al., 2003).

Métodos para a Determinação de Fenólicos 
em Vinho

O interesse pelos ácidos fenólicos e flavonoides 
tem aumentado devido a suas propriedades 
antioxidantes, cujos processos metabólicos 
e atividade em seres vivos ainda não foram 
completamente elucidados. Uma maneira de 
conhecer o potencial antioxidante desta classe de 
compostos em uma amostra alimentícia, como o 
vinho, é conhecer o índice de polifenóis totais desta 
amostra. Outras técnicas empregadas têm como 
objetivo a determinação de um composto específico 
ou grupo de compostos fenólicos.

A determinação dos fenólicos totais de 
matrizes alimentícias é difícil devido a uma série 
de fatores, como a ampla variedade de fenólicos, 
a complexidade química da matriz, a presença de 
interferentes e a dificuldade de extração destes da 
matriz. Como a determinação da concentração exata 
de fenólicos ainda não é possível utiliza-se uma 
estimativa da concentração total destes compostos, 
conhecida como índice de polifenóis totais.
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Tradicionalmente, o termo fenólicos 
totais se refere às medidas feitas por métodos 
espectrofotométricos, especialmente o método 
de Folin e Ciocalteu (1927). Porém mesmos estes 
apenas fornecem o índice de polifenóis totais 
(BLASCO et al., 2005).

Por se tratarem de uma classe muito ampla de 
compostos e estarem presentes nas mais diversas 
matrizes ainda não foi desenvolvido um método 
formal para a determinação. 

Para o caso específico do vinho o método de 
Folin e Ciocalteu (1927) foi adotado como método 
oficial pela International Organization of Vine 
and Wine (2010). Porém, sabe-se que este método 
superestima o teor de fenólicos totais por estarem 
sujeitos a uma série de interferentes (EVERETTE 
et al., 2010).

Métodos Espectrofotométricos

O método de Folin e Ciocalteu (FOLIN; 
CIOCALTEU, 1927) foi desenvolvido 
originalmente para determinação de tirosinase. 
Porém, notaram em seu experimento que o 
triptofano, que não é um composto fenólico, 
também era sensível ao reagente desenvolvido 
produzindo espécies que, também, absorviam em 
750 nm, comprimento de onda utilizado no método. 
O reagente utilizado consiste na mistura de sais de 
molibidato de sódio, tungstato de sódio e outros 
reagentes. No teste, o grupo fenólico deve estar na 
forma de fenolato, afim de que os íons molibdato e 
tungsfosfato sejam reduzidos produzindo coloração 
azulada (as moléculas oxidadas são posteriormente 
decompostas em pH alcalino). Por isso, a cor 
formada também depende do número de hidroxilas 
ou de grupos potencialmente oxidáveis. Por reagir 
com moléculas facilmente oxidáveis este método 
encontra vários interferentes (ANGELO; JORGE, 
2007).

Outros pesquisadores identificaram que o 
reagente de Folin e Ciocalteu também reagia com 

outras moléculas como proteínas, carboidratos, 
aminoácidos, nucleotídeos, tiol, ácidos graxos 
insaturados, vitaminas, aminas, aldeídos e cetonas 
(EVERETTE et al., 2010).

Atualmente, este método é adotado pela 
International Organization of Vine and Wine (2010) 
para a determinação do índice de polifenóis totais 
presentes em amostras de vinho.

Embora o método Folin-Ciocalteu seja o método 
de quantificação de compostos fenólicos mais 
extensivamente utilizado (SOUSA et al., 2007) 
outros métodos espectrofotométricos também são 
aplicados para medida de alguns fenóis específicos 
como o método de Maillard et al para a determinação 
de ácidos hidroxicinâmicos; o método de Mateos et 
al para a determinação de o-difenóis (BONOLI et 
al., 2004).

A espectroscopia de infravermelho com 
transformada de Fourier com módulo de refletância 
total atenuada (ATR-FTIR) pode ser utilizada 
sobre extratos de compostos fenólicos de amostras 
de vinhos para a diferenciação das qualidades de 
uvas utilizadas no processo de fabricação. Para 
isto utiliza-se a região do infravermelho médio que 
compreende os números de onda de 1800–900 cm-1 
e representa a região de “fingerprint” dos vinhos 
(TARANTILIS et al., 2008).

Simonetti, Pietta e Testolin (1997) utilizaram 
o método desenvolvido por McMurrough e Baert 
(1994) para a determinação de flavanóis, utilizando 
(+) catequina como padrão, e outros métodos para 
a quantificação do índice de fenólicos totais e 
flavonóis (livres e na forma glicosídica).

Mataix e Castro (2001) desenvolveram um 
método automatizado para a determinação do índice 
de polifenóis totais e densidade dos vinhos que se 
aproxima bem dos métodos oficiais de determinação. 
No artigo são otimizados dois métodos para a 
determinação do índice de polifenóis totais, o 
método Folin-Ciocalteu e um método direto, sem 
necessidade de preparação das amostras (exceto 
pela diluição destas), que utiliza o comprimento 
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de onda de 280 nm, porém este método é afetado 
pela presença de proteínas, ácidos nucléicos e 
aminoácidos que devem ser considerados na 
otimização do método (ANGELO; JORGE, 2007).

Outro método espectrofotométrico utilizando 
enzimas foi desenvolvido, também, para a 
determinação de fenólicos no vinho. O método 
consiste na oxidação dos fenólicos, catalisada 
pela peroxidase que, em seguida, reage com 
substratos aromáticos produzindo coloração intensa 
(STEVANATO; FABRIS; MOMO, 2004).

A espectroscopia no infravermelho próximo 
foi utilizada para a determinação simultânea de 
malvidina-3-glicosídeo, polímeros pigmentados 
e taninos durante a fermentação do vinho tinto. 
A malvidina-3-glicosídeo, uma antocianina, é 
responsável pela coloração avermelhada do vinho; já 
os polímeros pigmentados são polímeros derivados 
de antocianinas que representam moléculas de grande 
peso molecular e baixa polaridade e contribuem 
para a mudança de coloração e turbidez do vinho 
com o tempo. A radiação utilizada compreende dos 
comprimentos de onda de 750 a 2500 nm e provê 
informações acerca da proporção das ligações C-H, 
N-H e O-H presentes nas estruturas analisadas. 
Porém estudos ainda são necessários para aumentar 
a exatidão do método (COZZOLINO et al., 2004).

Métodos Cromatográficos

Associados, ou não, aos métodos 
espectrofotométricos a cromatografia tem sido 
utilizada para análises mais detalhadas dos 
componentes fenólicos do vinho, tanto para 
identificação de compostos como para quantificação 
destes. Além de fornecer informações do teor total 
de compostos fenólicos presentes em uma amostra a 
cromatografia pode ser utilizada para determinação 
da concentração de grupos de compostos ou 
compostos específicos de fenóis presentes no vinho.

Brú et al. (1996) desenvolveram um método de 
extração líquido-líquido rotatório para a extração 

de compostos fenólicos de baixo peso molecular 
de amostras de vinho que possui vantagens sobre 
as extrações líquido-líquido convencionais como 
maior reprodutibilidade, rápida produção de 
extratos e a possibilidade de extrações simultâneas 
de 12 amostras diferentes. Este método não 
requer aquecimento em seu processo de extração, 
preservando melhor as amostras, além disso, o 
volume necessário de vinho para a extração rotatória 
é a metade do volume utilizado para a extração 
convencional. As amostras foram analisadas em um 
cromatógrafo líquido clássico.

Lamikanra et al. (1996) utilizaram a 
cromatografia gasosa para a determinação dos 
isômeros cis e trans da molécula resveratrol e 
outras moléculas da mesma classe de compostos. 
O método utilizou uma coluna capilar de 30 m de 
comprimento constituída de 95% de dimetil e 5% 
de difenil como fase estacionária e um detector 
de ionização em chama para a identificação dos 
compostos estilbeno hidroxilados.

No mesmo ano outro método foi proposto, 
agora utilizando cromatografia líquida de alta 
eficiência para a determinação de trans e cis 
resveratrol, glicosídeo trans-resveratrol, catequina, 
epicatequina, quercetina e rutina. O método constituí 
em utilizar a cromatografia líquida de alta eficiência 
com fase reversa, gradiente de eluente e um detector 
de diodos. O tempo de eluição desta técnica é de 40 
mim (GOLDBERG et al., 1996).

Posteriormente foi proposto a utilização da 
cromatografia de alta eficiência com menor tempo 
de eluição (34 min). Neste método foi utilizada uma 
combinação de detectores de fluorescência e de 
absorbância (UV-VIS) para aumentar a seletividade 
e sensibilidade para a determinação de ácido 
siríngico, epicatequina e trans-resveratrol. Também 
foi utilizado um método de preparação da amostra 
utilizando extração líquido-líquido com dietil éter 
em pH 2,0 (RODRÍGUEZ-DELGADO et al., 2001).

Revilla et al. (2001) utilizaram um HPLC para 
separar antocianinas presentes no vinho tinto 
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utilizando um gradiente linear de acetonitrila em 
água em pH 1,3, utilizando ácido perclórico como 
modificador de acidez (REVILLA et al., 2001).

Outro trabalho utilizando HPLC acoplado 
a detectores de UV e fluorescência permitiu a 
determinação de 15 compostos fenólicos: ácidos 
gálico, protocatecuico, vanílico, siríngico, cafeico, 
p-cumárico e ferúlico; catequina, epicatequina, 
quercetina, quercitrina, miricetina, kaempferol; e 
aldeídos siríngico protocatecuico (RODRÍGUEZ-
DELGADO et al., 2002).

Em suma, o HPLC tem sido o método preferido 
devido sua versatilidade, precisão, relativo baixo 
custo e ausência de interferentes. Frequentemente, 
é utilizada fase reversa com colunas C18 ou C8 
em conjunto com fase móvel aquosa e metanol 
ou acetonitrila como mistura (ESCARPA; 
GONZÁLEZ, 2001). Wang et al. (2002) fizeram um 
método para determinação de resveratrol utilizando 
um espectrômetro de massa acoplado ao HPLC. 
Castellari et al. (2002) otimizaram o método para 
injeção direta de amostras e determinação de 17 
compostos fenólicos. Gambelli e Santaroni (2004) 
utilizaram a cromatografia líquida de alta eficiência 
para a análise do conteúdo fenólico de vinhos 
italianos com origem geográficos variados.

Recentemente, Nuengchamnong e Ingkaninan 
(2010) utilizaram o HPLC, acoplado a um 
espectrômetro de massa, trabalhando em sintonia 
com um espectrômetro UV-VIS para separação 
e identificação de alguns polifenóis. E, Dias et al 
(2010) utilizaram o HPLC, acoplado a um detector 
de fluorescência, para a determinação da catequina 
e epicatequina presente em vinhos tinto.

Métodos Eletroquímicos

Os métodos elétroquímicos tem sido muito 
empregados na determinação do potêncial redutor 
de compostos fenólicos, no estudo dos mecanismos 
de oxidação e para identificação de flavonóides 
(ANGELO; JORGE, 2007).

Garcia-Viguera e Bridle (1995) fizeram uma 
comparação entre a cromatografia líquida de alta 
eficiência e eletroforése capilar de zona concluindo 
que aquela é superior em termos de precisão, exatidão 
e sensibilidade, e esta possui vantagens econômicas 
e menor tempo de operação. O método eletroforético 
desenvolvido neste trabalho necessitou do dobro 
de concentração de amostra, quando comparado à 
sensibilidade do método cromatográfico. Assim, o 
autor indica um futuro desta técnica como método 
complementar ao cromatográfico.

Outro trabalho (CARTONI; COCCIOLI; 
JASIONOWSKA, 1995), otimizou as condições 
de separação dos compostos fenólicos, utilizando 
elétroforese capilar, para a análise destes compostos 
em vinho.

Arce et al. (1998) desenvolveram um método 
de eletroforése capilar com injeção de amostra 
contínua, preparada por uma coluna cromatográfica 
de C-18 utilizada para limpeza das amostras de 
vinho, para determinação de oito compostos 
fenólicos, dentre eles o trans-resveratrol.

Gu et al. (1999) alteraram as condições de 
trabalho de seu antigo método, para determinação 
de trans-resveratrol e cis-resveratrol em amostras de 
vinho, melhorando o limite de detecção, diminuindo 
o tempo de separação e a resolução dos picos 
do trans-resveratrol e cis-resveratrol (QINGYI; 
O’DWYER; ZEECE, 1998).

Cinco anos após a comparação feita por Garcia-
Viguera e Bridle (1995), Gu et al. (2000) realizam 
outro teste comparativo entre a elétroforese capilar 
e a cromatografia líquida de alta performance e 
concluem que ambos possuem sensibilidade similar 
porém, a elétroforese capilar pode discriminar entre 
os isomeros cis e trans da molécula de resveratrosl 
além de ser método mais rápido.

A utilização da voltametria de pulso diferencial, 
com eletrodo de carbono vítreo, também pode 
ser utilizada na determinação de fenólicos totais, 
bem como na determinação seletiva de alguns 
flavonoides (BLASCO; GONZÁLEZ; ESCARPA, 
2004).
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Blasto et al. (2005) desenvolveram um novo 
método para determinar os fenólicos totais em 
alimentos através da utilização de diferentes 
potenciais de forma a encontrar um índice para 
a capacidade antioxidante natural total, que foi 
chamada de índice eletroquímico. O método 
desenvolvido teve boa correlação (r = 0,95) com o 
método espectrofotométrico de Folin e Ciocalteu. 
Uma vez que, o método desenvolvido apresentou 
boa correlação, maior simplicidade e velocidade 
o autor sugere que este método seja usado como 
um novo protocolo para a obtenção do índice de 
polifenóis totais.

Volikakis e Efstathiou (2005) desenvolveram 
um método para determinação de flavonoides 
(quercetina, kaempferol, miricetina) utilizando 
voltametria adsortiva em um sistema de injeção em 
fluxo. Onde um eletrodo de pasta de carbono dopado 
com difenil éter foi utilizado para a preconcentração 
dos flavonoides, com o objetivo de eliminar outras 
espécies eletroativas.

Biossensores

Os métodos clássicos não podem ser aplicados 
com facilidade e são inviáveis para a indústria 
enológica, por necessitarem de mão de obra 
especializada e maquinário caro. Assim, surge a 
necessidade de métodos rápidos, baratos e de fácil 
operação. A busca por métodos analíticos alternativos 
levou à junção entre a especificidade biológica 
e a sensibilidade eletroquímica. O biossensor 
eletroquímico mostrou-se uma boa alternativa para 
a detecção do conteúdo de compostos fenólicos uma 
vez que possui vantagens como fácil (ou nenhuma) 
preparação da amostra, seletividade, sensitividade, 
reprodutibilidade e baixo custo (FREIRE et al., 
2003).

Segundo a IUPAC biossensores eletroquímicos 
são dispositivos capazes de fornecer informações 
quantitativas ou semiquantitativas de análises 
específicas por meio da utilização de um receptor 
biológico que é mantido em contato direto 
com um elemento de transdução eletroquímica 
(THÉVENOT et al., 2001). Dentre os receptores 
biológicos estão as enzimas, organelas, tecidos 
animal e vegetal, microrganismos, anticorpos, ácido 
nucléicos e outros. Ainda, os biossensores podem ser 
classificados, de acordo com o transdutor utilizado, 
como eletroquímico, entre estes potenciométrico, 
amperométrico e condutimétrico; óptico, entre estes 
com medidas de luminescência e fluorescências; e, 
detectores de massa (CORTES, 2008).

Um ponto crucial na construção de um biossensor 
é a imobilização da enzima sobre o eletrodo, 
pois com este processo a constante de ligação do 
substrato à enzima, a velocidade máxima desta 
reação, o pH ótimo para que a reação ocorra entre 
outros parâmetros podem variar. Para este processo 
costuma-se empregar procedimentos de ligação 
cruzada, ligação covalente, encapsulamento em géis 
ou membranas e, mais recentemente, impressão em 
eletrodos (FREIRE, 2002).

Os biossensores eletroquímicos, principalmente 
os potenciométricos e amperométricos, são os 
mais utilizados devido à facilidade operacional e 
alta sensibilidade inerentes ao método. Consistem 
na medida da variação de potencial e corrente, 
respectivamente, que acontecem quando o receptor 
biológico entra em contato com o analito.

Por trabalharem em baixo potencial os 
biossensores não possuem os mesmos problemas 
de interferências encontrados por outros eletrodos 
eletroquímicos convencionais (FREIRE, 2002).
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O primeiro biossensor foi proposto para oxidar 
a glicose em ácido glucônico usando um eletrodo 
para, amperometricamente, detectar o consumo de 
oxigênio, que é proporcional à concentração de 
glicose (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 
2003). No caso de biossensores para determinação 
de fenóis o primeiro trabalho, que se tem notícia, foi 
feito por Hall, Best e Turner (1988), que utilizava 
um biossensor de tirosinase em meio orgânico para 
a determinação de p-cresol.

Biossensores para determinação de fenólicos 
tem utilizado enzimas como tirosinas, lacase 
e peroxidase, que são enzimas oxidases cujos 
compostos fenólicos são ótimos substratos. Desta 
forma os compostos fenólicos participam como 
doadores de elétrons para as enzimas. Na maioria 
dos casos é medido o conteúdo total de polifenóis. 
Estes biossensores são baseados em transdutores 
eletroquímicos que usam o ciclo redox das enzimas, 
diminuindo o número de interferentes, já que 
as enzimas são catalizadores muito específicos 
(MELLO; KUBOTA, 2007).

Para o caso da determinação de fenólicos em 
vinho, Rodríguez e Rivas (2002) desenvolveram 
um biossensor com eletrodo de pasta de carbono 
vítreo recoberto com a enzima polifenoloxidase de 
cogumelo purificada ou tecido de cogumelo fresco, 
usados como receptores biológicos.

Com o objetivo de aprimorar a utilização de 
biossensores para determinação de compostos 
fenólicos em vinhos, vários trabalhos foram 
publicados recentemente com diferentes receptores 
biológicos, como a lacase, tirosinase e peroxidase; 
transdutores; e formas de imobilização. A Tabela 
1 (ver Apêndice) resume alguns dos resultados 
obtidos nestes trabalhos.

Conclusões

Grandes avanços têm sido contemplados para 
a análise de compostos fenólicos em alimentos, 
como o vinho, tanto na parte de aparelhagem como 

no desenvolvimento de melhores metodologias. 
Porém, em virtude da complexidade química 
das matrizes alimentícias avanços ainda são 
necessários para melhor controle dos fenólicos no 
pela indústria alimentícia, como maior seletividade, 
menor susceptibilidade à interferentes, menor custo 
operacional e rapidez.
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A
pêndice

Tabela 1 – C
aracterísticas analíticas de diferentes biossensores eletroquím

icos para determ
inação de com

postos fenólicos em
 vinhos.

B
iossensor

Potencial 
(m

V
)

T
écnica

Faixa linear 
(10

-4 M
)

Sensibilidade 
(μA

/m
M
)

R
2

L
D

 (10
-6 M

) 
Tem

po de V
ida

1º A
utor

A
no da 

publicação
Lacase sobre eletrodo de 
carbono vítreo
[ácido cafeico]

-200
FIA

/
B

anho

5,6x10
-5 – 5,6x10

-

3a/3,9x10
-5 –5,6x10

-

3a
48,6/108,1

a
0,998

5,6x10
-

3a/3,9x10
-3a

4 dias
G

A
M

ELLA
2006

Lacase eletrodo de carbono 
vítreo
[ácido gálico]

-200
FIA

2,3.10
-3 – 0,12

b
3,15

b
0,999

b
0,2

b
4 dias b

G
A

M
ELLA

2006

Tirosinase im
obilizada em

 
copolím

eros condutores 
depostos sobre eletrodo de 
platina

-
-

-
-

-
-

20 dias
B

Ö
Y

Ü
K

B
AY

R
A

M
2006

Polifenoloxidase im
obilizada 

em
 copolím

eros condutores 
depostos sobre eletrodo de 
platina

-
-

-
-

-
-

40 ensaios
Y

ILD
IZ

2006

Tirosinase im
obilizada em

 
copolím

eros condutores 
depostos sobre eletrodo de 
platina

-
-

-
-

-
-

-
K

IR
A

LP
2006

Lacase sobre m
em

branas de 
polieter sulfona depositadas 
sobre eletrodo de Pt

100
B

anho
0,05-0,35

a
0,102

a
0,991

a
0,88

a
1 dia

JÚ
N

IO
R

2008

Lacase sobre m
em

branas de 
polieter sulfona depositadas 
sobre eletrodo de Pt

100
B

anho
-

-
0.995

a
-

-
FER

N
A

N
D

ES
2009

Polifenoloxidase eletrodo de 
pasta de carbono

-100
-

A
cim

a de 0,7
9

-
1,7

M
antém

 90%
 da 

sensitividade por 4 
m

eses
R

O
D

R
ÍG

U
EZ

2002

Lacase sobre m
em

brana de 
poliéter sulfona depositada sobre 
eletrodo de Pt*

-200
d

B
anho

0,1-1,1
d

0,02
0,99

d
-

Tem
po de m

eia 
vida – 15 dias

G
O

M
ES

2003

a ácido cafeico; b ácido gálico; c ácido cafeico e catequina, m
istura equim

olar; d catecol; e fenol
* O

tim
ização para determ

inação de fenólicos em
 vinho.
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B
iossensor

Potencial 
(m

V
)

T
écnica

Faixa linear 
(10

-4 M
)

Sensibilidade 
(μA

/m
M
)

R
2

L
D

 (10
-6 M

) 
Tem

po de V
ida

1º A
utor

A
no da 

publicação
Tirosinase em

 eletrodo 
de plantina acoplado com

 
transdutor para oxigênio

-650
B

anho
-

-
0.9962

a
-

-
C

A
M

PA
N

ELLA
2004

Lacase sobre m
em

brana de 
poliéter sulfona depositada sobre 
eletrodo de Pt

100
B

anho
0,02-,14

c
0,06

0,9877
c

1
c

-
G

O
M

ES
2004

Tirosina eletrodo de carbono 
vítreo m

odificado com
 

nanopartículas de ouro 
eletrodepositadas

-100
B

anho
0,02-0,2

a
14

0,996
a

0,66
a

18 dias
SA

N
Z

2005

Tirosinase em
 eletrodo im

presso
50

FIA
0,3-3

B
0,61

B
0,998

B
57

B
30 dias

M
O

N
TER

EA
LI

2005
Tirosinase im

obilizada por 
aprisionam

ento em
 polím

ero 
condutor

-
B

anho
-

-
-

-
40 dias

Y
ILD

IZ
2005

Tirosinase im
obilizada sobre 

M
W

N
T m

odificada com
 

diferentes polím
eros.

-
-

0,5-3,5
e

0,00021
e

0,990
e

-
-

YA
N

G
2009

Lacase-tirosinase sobre eletrodo 
im

presso de grafite m
odificado 

com
 ferroceno

50
-

-
0,339

b
0,9977

b
50

b
5 dias

M
O

N
TER

EA
LI

2010

Lacase em
 M

W
C

N
T-SPE/

SW
C

N
T-SPE

-100
FIA

5,9x10
-3-1,1

b
1,2

b
0,999

b
1,7

b
10 dias

FU
SC

O
2010

Lacase sobre m
em

branas de 
polieter sulfona depositadas 
sobre eletrodo de Pt

100
B

anho
-

-
-

-
-

G
IL (G

IL e 
R

EB
ELO

, 2010)
2010

a ácido cafeico; b ácido gálico; c ácido cafeico e catequina, m
istura equim

olar; d catecol; e fenol
* O

tim
ização para determ

inação de fenólicos em
 vinho.




