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Resumo

Um método simples e rápido foi desenvolvido e validado para 

quantificar glicose, frutose e sacarose em mosto de uva, suco de uva 

e vinho por cromatografia líquida de alta eficiência. Para a validação 

do método proposto, foram avaliados os parâmetros seletividade, 

linearidade, exatidão, repetibilidade, precisão intermediária e os limites 

de detecção e quantificação. O método desenvolvido mostrou-se 

preciso e exato para determinar glicose, sacarose e frutose em todos 

os produtos avaliados, podendo ser útil para diversos propósitos, tais 

como: monitoramento da fermentação alcoólica, detecção de fraudes, 

predição do grau alcoólico de vinhos, dentre outros.  

Termos para indexação: Clae, glicose, sacarose, frutose, validação de 
método.



Abstract

A simple and fast method was developed and validated to quantify 

glucose, fructose and sucrose in grape must, grape juice and wine 

by high performance liquid chromatography. Selectivity, linearity, 

accuracy, repeatability, intermediate precision and limits of detection 

and quantitation were evaluated. The method created was precise and 

accurate to determinate glucose, fructose and sucrose in all products 

evaluated and may be useful to various purposes, such as monitoring 

of the alcoholic fermentation, fraud detections, and alcoholic degree 

weather of wines, among others. 

Index terms: HPLC, glucose, fructose, sucrose, method validation.

Sugar Determination in 
Grape Must, Juice and 
Wine by High Performance 
Liquid Chromatography 
(HPLC) 
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Introdução

A sacarose é o principal açúcar translocado das folhas para os frutos 

da videira, onde ocorre sua conversão pela ação da enzima invertase 

em glicose e frutose, que estão presentes na uva, suco e mosto de 

vinho em concentrações que variam de 15% a 30% do produto em 

função de fatores como clima, solo, sistema de condução, manejo do 

dossel vegetativo, porta-enxerto, variedade e estádio de maturação no 

momento da colheita (RIBÉREAU-GAYON et al., 2004a; SÁNCHEZ; 

DOKOOZLIAN, 2005).

O vinho e o suco de uva são produtos obtidos do processamento 

da uva, compostos por uma gama de substâncias, dentre as quais, 

açúcares, álcoois, ácidos orgânicos, compostos fenólicos, substâncias 

nitrogenadas e outras. A presença de açúcares é fundamental para a 

elaboração do vinho, visto que é a partir de sua conversão, durante a 

fermentação alcoólica pela levedura Saccharomyces cereviseae, que o 

álcool etílico é obtido. Os açúcares presentes em maior concentração 

nas uvas (mosto), suco de uva e vinho, são a glicose e a frutose, 

enquanto a sacarose, quando presente, encontra-se em baixos níveis, 

mas podem aumentar em decorrência do uso de uvas com maior teor 

de sólidos solúveis. Em vinhos, maiores teores de sacarose também 

podem surgir por causa da realização da chaptalização, que consiste 

na adição de sacarose anteriormente à fermentação alcoólica para a 

elevação do teor alcoólico da bebida (RIBÉREAU-GAYON et al., 2004b). 

Como em outras bebidas, no vinho e no suco de uva, os açúcares, além 

de conferirem gosto doce, intensificam a sensação de corpo da bebida 

e produzem efeito supressor sobre o gosto ácido. A quantificação 

dos açúcares na uva e no mosto de vinho é necessária para o 

acompanhamento da fermentação alcoólica, objetivando-se a obtenção 

da bebida com o teor alcoólico desejado, enquanto a determinação de 

açúcares no suco de uva e no vinho é útil para predizer características 

sensoriais e aceitação do produto, bem como para verificar se a bebida 

está de acordo com o limite estabelecido pela legislação brasileira 

(BRASIL, 2004, 2010). 
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O método oficial para a determinação dos açúcares na uva, mosto, 

suco e vinho é o método volumétrico de Lane-Eynon (BRASIL, 

2005), que se baseia na redução completa de um volume conhecido 

do reagente de cobre alcalino (solução de Fehling) a óxido cuproso 

pelos açúcares redutores. Apesar de muito utilizado, o método pode 

apresentar alguns erros decorrentes de fatores como preparação 

antecipada da mistura dos reagentes Fehling A e B, tempo de ebulição 

incorreto e erro no momento da adição dos reagentes (RANKINE, 

1989). Além disso, a preparação da amostra é complexa e a análise é 

realizada em diferentes etapas, aumentando o tempo de avaliação e os 

riscos de propagação de erros (CESCA, 2009). A adição da sacarose na 

chaptalização também pode gerar problemas analíticos, pois se trata de 

um açúcar não redutor, necessitando-se de pré-tratamento da amostra 

com hidrólise ácida (ZOECKLEIN et al., 2001).

Cesca (2009) realizou pesquisa comparativa entre laboratórios que 

utilizavam métodos titulométricos para avaliação de açúcares em vinhos  

e encontrou teor de açúcares totais variando entre os laboratórios de 

1,65 g.L-1 a 4,49 g.L-1 para a mesma amostra, avaliada por licor de 

Fehling, evidenciando a inexatidão do método titulométrico.

Com o objetivo de verificar o teor de açúcares em alimentos e bebidas, 

também vem sendo utilizada a cromatografia líquida de alta eficiência 

(Clae), que além de apresentar maior sensibilidade e confiabilidade, 

reduz o tempo de análise em relação ao método tradicional e permite 

identificar os açúcares, redutores e não redutores, individualmente nas 

amostras em uma única análise. Embora métodos tenham sido descritos 

para análise de açúcares em uvas (MUÑOZ-ROBREDO et al., 2011; 

VARANDAS et al., 2004) e em vinhos (GUYON et. al., 2011; SABIR 

et al., 2010) por Clae, a validação de um método rápido para análise 

desses compostos em vinhos, sucos e mosto pode agilizar e reduzir os 

custos das análises. 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método para a 

quantificação de frutose, glicose e sacarose em mosto, suco de uva e 

vinho por Clae, utilizando-se detector por índice de refração.
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Material e Métodos

Para o desenvolvimento do método, foram utilizados padrões de 

frutose, glicose e sacarose, com pureza superior a 99%. Para cada 

padrão, foi preparada uma solução estoque a 4.800 mg.L-1 em água 

ultrapura. Posteriormente, procedeu-se o preparo de soluções diluídas 

contendo os três padrões em sete níveis de concentração (25 mg.L-1, 

50 mg.L-1, 100 mg.L-1, 200 mg.L-1, 400 mg.L-1, 800 mg.L-1 e 1.600 

mg.L-1) em água ultrapura. 

Foram avaliadas dez amostras, entre vinhos, sucos de uva e mosto, 

provenientes da região do Submédio do Vale do São Francisco. 

Com a finalidade de se reduzir interferentes, alíquotas de 2 mL 

das amostras foram evaporadas utilizando-se um concentrador e, 

posteriormente, ressuspendidas em 10 mL com água ultrapura no caso 

dos vinhos secos e 40 mL nas demais amostras. Após a filtração em 

membrana de 0,45 µm, procedeu-se a injeção em cromatógrafo líquido 

de alta eficiência, acoplado a um detector de índice de refração. Para a 

separação, foi empregada uma coluna Rezex RHM-monosaccharide H+ 

300 x 7,8 mm e uma pré-coluna Carbo H, 4,0 x 3,0 mm. Como fase 

móvel, foi utilizada água ultrapura, com fluxo isocrático de 0,6 mL.min-1 

e temperatura do forno de  40 oC. Foram injetados 10 µL de solução 

dos padrões e amostras.

Para a validação do método, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

1) Seletividade – Foi avaliada por meio dos tempos de retenção dos 

padrões, sendo confirmadas por comparação com amostras dos vinhos 

branco e tinto, do suco e do mosto, fortificadas com o padrão na 

concentração de 200 mg.L-1.

2) Linearidade – Foi avaliada pela capacidade do método em fornecer 

resultados diretamente proporcionais à concentração da substância 

analisada, dentro de uma faixa de aplicação. A linearidade foi verificada 

pelo coeficiente de determinação (R²) das curvas de calibração com 

sete pontos, construídas de acordo com as concentrações esperadas 

dos açúcares nas amostras. Os resultados obtidos foram tratados 
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estatisticamente por meio de análise de regressão linear pelo método 

dos mínimos quadrados. O critério mínimo aceitável do coeficiente de 

correlação foi de 0,999.

3) Limites de detecção e quantificação – Os limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) foram calculados pelas equações  LD= 3s/m e LQ= 

10s/m, respectivamente, onde s é o desvio padrão das áreas do padrão 

de concentração 25 mg.L-1 injetado sete vezes e o m é o coeficiente 

angular da curva de calibração (HARRIS, 2008).  

4) Exatidão – A exatidão foi determinada com os valores obtidos no 

teste de adição do analito, realizado em triplicata para as amostras de 

suco, vinho e mosto, com os padrões nas concentrações 50 mg.L-1, 

200 mg.L-1 e 800 mg.L-1. 

5) Precisão – Para a determinação da precisão, foram realizados ensaios 

de repetibilidade e precisão intermediária.

6) Repetibilidade – A repetibilidade foi avaliada por meio da injeção 

de amostras de vinho tinto e branco, suco de uva e mosto, puras e 

fortificadas com os padrões  nas concentrações 50 mg.L-1, 200 mg.L-1 

e 800 mg.L-1 em triplicata e expressa como coeficiente de variação (%). 

7) Precisão intermediária – Para a verificação deste parâmetro, foram 

utilizadas as mesmas amostras já citadas na avaliação da repetibilidade, 

as quais foram injetadas em triplicata a cada 2 dias, perfazendo um 

total de nove injeções para cada amostra. A precisão intermediária foi 

expressa como coeficiente de variação (%).

O método foi capaz de separar os três compostos na mistura das 

soluções padrão e nas amostras analisadas (Figura 1). A injeção de 

amostras fortificadas confirmou a seletividade para os três compostos 

nas matrizes analisadas. Os limites de detecção ficaram entre 3,21 

mg.L-1 e 4,77 mg.L-1 e os de quantificação entre 10,69 mg.L-1 e 15,89 

mg.L-1
. 
Os coeficientes de correlação (R2) acima de 0,999 confirmaram 

a linearidade do método para os três compostos na faixa estudada (25 

mg.L-1 a 1.600 mg.L-1) (Tabela 1). 

Resultados e Discussão
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Figura 1. Cromatogramas obtidos a partir dos padrões de sacarose (1), glicose (2) e 

frutose (3) e para amostras de mosto, suco de uva e vinho. Onde: (a) Solução padrão a 

1600 mg.L-1; (b) vinho; (c) suco de uva e (d) mosto.
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Tabela 1. Faixa linear, coeficiente de correlação e limites de detecção 

(LD) e limite de quantificação (LQ) para o método.

Padrão Concentração  (mg.L-1) R2 LD (mg.L-1) LQ (mg.L-1)

Frutose 25-1.600 0,9999 3,63 12,09

Glicose 25-1.600 0,9997 3,21 10,69

Sacarose 25-1.600 0,9997 4,77 15,89

A exatidão foi verificada por meio dos percentuais de recuperação das 

soluções dos padrões nas matrizes estudadas, que variou de 80% a 

110% (Tabela 2). Esses valores estão de acordo com os observados na 

literatura, entre 80-120% (RIBANI et al., 2004). 

Tabela 2. Exatidão do método de quantificação de frutose, glicose e 

sacarose em vinhos, sucos de uva e mosto por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (Clae).

Recuperação

Compostos Vinho tinto Vinho branco Suco de uva Mosto

Frutose 90,87 95,53 102,51 98,76

Glicose 93,13 80,44 100,64 108,22

Sacarose 84,06 86,58 89,66 97,16

Os coeficientes de variação para os dados de precisão encontram-se na 

Tabela 3. A repetibilidade foi maior para a sacarose, com coeficiente 

de variação entre de 0,44% e 1,13% em todas as amostras. 

Observou-se que para frutose e glicose, os valores foram semelhantes, 

variando entre 2,36% e 3,67 %. A precisão intermediária apresentou 

coeficientes de variação entre 0,86-3,31 %.  Esses resultados mostram 

que o método foi preciso para a quantificação dos três compostos em 

todas as matrizes analisadas.
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Tabela 3. Precisão do método para análise de açúcares em vinhos, sucos 

de uva e mosto por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (Clae).

Composto Re. 1 Re. 2 Re. 3 R2. 4 P.I. 1 P.I. 2 P.I. 3 P.I. 4 

Frutose 3,67 3,56 3,36 2,84 2,67 2,33 1,96 1,18

Glicose 3,08 2,98 3,30 2,36 1,84 1,69 1,28 0,86

Sacarose 1,13 0,60 0,55 0,44 3,31 2,88 1,78 1,61

Re = repetibilidade (CV%); P.I. = precisão intermediária (CV%); 1. Vinho tinto; 2. Vinho 
branco; 3. Suco de uva; 4. Mosto.

Com relação às amostras analisadas (Tabela 4), verificou-se que a 

uva ‘Cabernet Sauvignon’ apresentou os maiores teores de frutose 

(86,27 g.L-1) e glicose (92,46 g.L-1); com destaque para o segundo. 

Esses dois açúcares representaram 96,6% do teor de sólidos solúveis 

dessa uva, que foi determinado em 18,5 °Brix. O teor de sacarose da 

uva ‘Cabernet Sauvignon’, bem como dos sucos de uva, não puderam 

ser quantificados por estarem abaixo do limite de quantificação do 

método, que é de 15,89 mg.L-1 (Tabela 1). Os sucos de uva também 

apresentaram elevados teores de frutose (72,23 g.L-1 e 72,52 g.L-1) 

e glicose (65,76 g.L-1 e 65,52 g.L-1). Nota-se que as quantidades de 

glicose e frutose de ambos os sucos foram bem parecidas, mesmo 

tendo sido elaborados com variedades de uvas distintas, Isabel (gênero 

Vitis labrusca) e BRS Cora (híbrida). 
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Tabela 4. Resultados obtidos para o teor dos açucares nas amostras 

avaliadas.

Amostras avaliadas Frutose (g.L-1) Glicose (g.L-1) Sacarose (g.L-1)

Mosto de uva ‘Cabernet Sauvignon’ 
 (18,5 °Brix) 86,27 92,46 <LD

Suco de uva integral experimental
(cv. Isabel) 72,23 65,76 <LD

Suco de uva integral experimental
(cv. BRS Cora) 72,52 65,52 <LD

Vinho branco licoroso de colheita tardia 
comercial (sem adição de açúcar) 33,94 29,38 0,26

Vinho tinto de mesa suave comercial
(adição de 90 g/L de açúcar) 0,48 1,44 93,01

Vinho tinto de mesa seco experimental 
chaptalizado (adição de 54 g/L de açúcar) 1,45 <LD 0,12

Vinho tinto de mesa seco experimental
(cv. Syrah safra março / 2010) 0,21 0,24 0,15

Vinho tinto de mesa seco experimental
(cv. Syrah safra junho / 2010) 0,06 0,19 0,17

Vinho branco de mesa seco experimental
(cv. Chenin Blanc safra março / 2010) 13,53 0,47 0,06

Vinho branco de mesa seco experimental
(cv. Chenin Blanc safra junho / 2010) 10,13 0,29 0,16

Entre os vinhos, os menores teores de frutose e glicose foram 

observados nos tintos, na sua maioria, notadamente nos vinhos 

experimentais ‘Syrah’, elaborados sem a adição de açúcar, destacando 

aquele obtido a partir das uvas colhidas no mês de junho. Os vinhos 

brancos apresentaram teores significativamente maiores de frutose, 

principalmente o vinho licoroso (33,9 g.L-1). Nos demais vinhos 

brancos, ambos elaborados experimentalmente a partir da variedade 

Chenin Blanc, foram observados teores entre 10,1 g.L-1 e 13,5 g.L-1, 

valores acima do limite máximo de açúcares permitido pela legislação 

brasileira para vinhos secos de mesa, que é de 5,0 g.L-1, sendo, 

portanto, caracterizados como vinhos meio doces (BRASIL, 2004). 

No vinho chaptalizado, a despeito da adição de sacarose durante sua 

elaboração, os teores de açúcares encontram-se, também, no limite 

permitido pela legislação brasileira para vinhos secos.

LD: Limite de detecção.
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Dentre os vinhos artificialmente adoçados, o produto comercial com 

a adição de 90 g. L-1 de açúcar apresentou teor de sacarose próximo 

ao descrito no rótulo do produto (93 g.L-1). No vinho experimental, 

chaptalizado com 54 g.L-1 de açúcar para a obtenção de maior 

graduação alcoólica, foi observada baixa concentração de sacarose 

(0,12 g.L-1), constatando-se que a fermentação alcoólica ocorreu de 

modo eficiente. Neste caso, praticamente toda a sacarose adicionada 

foi metabolizada pelas leveduras, assim como a glicose e a frutose, 

visto que a concentração da glicose neste vinho mostrou-se abaixo do 

limite de quantificação do método, que é de 10,7 mg.L-1 (Tabela 1).  

No vinho licoroso, a sacarose também foi detectada em baixa 

concentração (0,26 g.L-1); no entanto, a mesma foi superior à dos 

demais vinhos elaborados sem a adição de açúcar, uma vez que este 

vinho foi elaborado com uvas colhidas em estádio de sobrematuração 

e, consequentemente, com maior teor de sólidos solúveis. Desta forma, 

os teores de frutose e glicose detectados nesta bebida também foram 

mais elevados.

Conclusões 

O método de cromatografia líquida de alta eficiência apresentou boa 

separação dos compostos, com alta resolução.

Os parâmetros de validação avaliados demonstraram boa recuperação 

e coeficientes de variação, evidenciando que o método é preciso e 

exato, e as curvas de calibração obtidas apresentaram coeficiente de 

correlação indicando excelente ajuste dos dados para a curva analítica. 

Além disso, os limites de quantificação dos açúcares encontrados 

foram bastante baixos.

O método desenvolvido mostrou-se eficiente para a determinação de 

frutose, glicose e sacarose em mosto, suco de uva e vinho; podendo 

também ser utilizado para predizer grau alcoólico do vinho, avaliar a 

conformidade de sucos e vinhos com a legislação vigente, detectar 

fraudes, como chaptalização excessiva de vinhos, e acompanhar a 

eficiência da etapa de fermentação alcoólica.
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