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RESUMO

O resveratrol (3,5,4’ - tri-hidroxiestilbeno) € uma fitoalexina, produzida pelos vegetais
para protegé-los do estresse causado por fatores biolégicos, como fungos
patogénicos, ou abidticos, como a radiacdo ultravioleta. Este composto tem
reconhecidas atividades biolégicas, e algumas delas sdo de uso terapéutico, tais
como acao anti-inflamatdria, anticarcinogénica, antioxidante, inibe a peroxidacdo de
lipoproteinas e previne doencas cardiovasculares. A principal fonte do composto
resveratrol, foi determinada em uvas das espécies Vitis vinifera, V. labrusca e V.
muscadine, usadas na fabricacdo de vinhos e desta forma vem sendo extensamente
explorado na tentativa de extrai-lo e/ou quantifica-lo nestas matérias primas. A
metodologia de doseamento do resveratrol se restringe a high-performance liquid
chromatography (HPLC), cara e de dificil manuseio. Assim, o objetivo do trabalho foi
validar uma metodologia de doseamento do resveratrol por espectrofotometria na
regido do ultravioleta, mais acessivel, facil e rapida. Para o doseamento de
resveratrol em vinho branco foi adaptada uma metodologia baseada em Sautter
(2005), Santin (2006), Gonzales (2005), Bertagnolli (2007) e Serefin et al. (2000). O
método seguiu as exigéncias da Resolucdo (RE) n°899 de 2003, onde foram
testados os parametros de linearidade, precisao e exatidao. O resveratrol foi dosado
por espectrofotometria-UV em 306nm. Foi detectada a presenca de resveratrol nas
quatro amostras de vinhos brancos (Chardonnay 2008, Chardonnay Reserva 2007 e
2008 e Sauvignom Blanc), nas concentracdes de 0,18 a 0,23mg/L e a metodologia
se mostrou linear (R? 0,99), precisa (concentragdes 0,08, 0,4 e 0,08mg/L para os
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respectivos CV 0,0000, 1,9417 e 1,6627) e exata (100,75%).

Palavras-chave: Resveratrol. Espectrofotometria. Vinho Branco.

ABSTRACT

The resveratrol (3,5,4 '- tri-hidroxiestilbeno) is a phytoalexin produced by plants to
protect them from stress caused by biological factors such as fungal pathogens, or
abiotic, such as ultraviolet radiation. This compound is known biological activities,
and some are for therapeutic use, such as anti-inflammatory action, anti-
carcinogenic, antioxidant, inhibits peroxidation of lipoproteins and prevents
cardiovascular diseases. The main source of the compound resveratrol was
determined in the grape species Vitis vinifera, V. labrusca and V. muscadine, used in
the manufacture of wine and thus has been extensively explored in an attempt to
extract it and / or quantify it in these materials. The methodology for determination of
resveratrol is limited to high performance liquid chromatography (HPLC), expensive
and difficult to handle. The purpose of this study was to validate a method for
spectrophotometry determination of resveratrol in the ultraviolet region, more
accessible, and also much easier and faster. The determination of resveratrol in
white wine was adjusted based on according a to Sautter (2005), Santini (2006),
Gonzalez (2005), Bertagnolli (2007) and Serefin et al. (2000). The method followed
the requirements of the resolution (SR) No. 899 of 2003, where the parameters were
tested for linearity, precision and accuracy. The resveratrol was determined by UV-
spectrophotometry at 306nm. It was detected the presence of resveratrol in the four
samples of white wine (Chardonnay 2008, Chardonnay Reserve 2007 and 2008 and
Sauvignom Blanc), in concentrations from 0.18 to 0.23 mg / L and the method was
linear (R 2: 0.99) , precise were found (0.08, 0.4 and 0.08 mg / respectively for their
CV 0.0000, 1.9417 and 1.6627) and accurate(100.75%).

Keywords: Resveratrol. Spectrophotometry. White Wine.

INTRODUCAO

“Vinho é a bebida obtida pela fermentagao alcodlica do mosto simples de
uva sa, fresca e madura” (BRASIL, 1988, p.01). “Estudos desenvolvidos no mundo
inteiro comprovam que o vinho tomado em quantidade moderada contribui para a
saude do organismo humano” (TOMERA apud BERTAGNOLLI et al., 2007, p.01). A
cada dia que passa, cresce o numero de adeptos a ingestédo de vinho tinto devido as

suas propriedades benéficas. “Os compostos aos quais sdo atribuidas as possiveis
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acOes terapéuticas do vinho pertencem a classe dos polifendis. Entre eles, o que
tem boas chances de ser reconhecido como farmaco e usado como medicamento
denomina-se resveratrol” (CARO; MARASCHIN; PASSOS, 2001, p.88).

“O resveratrol (3,5,4’ - tri-hidroxiestilbeno) é uma fitoalexina, produzidas
pelos vegetais para protegé-los do estresse causado por fatores biol6gicos, como
fungos patogénicos, ou abidticos, como a radiacdo ultravioleta” (CARO;
MARASCHIN; PASSOS, 2001, p.89). Este composto tem reconhecidas atividades
bioldgicas, e algumas delas sdo de uso terapéutico, tais como acdo antiinflamatéria,
anticarcinogénica, antioxidante, inibicdo da peroxidacdo de lipoproteinas e
prevencdo de doencas cardiovasculares (SAUTTER et al., 2005; MARASCHIN,
2003; BERTAGNOLLI et al., 2007). A principal fonte do composto resveratrol foi
determinada em uvas das espécies Vitis vinifera, V. labrusca e V. muscadine,
usadas na fabricacao de vinhos.

O doseamento do resveratrol no vinho € uma analise fundamental para os
produtores saberem quanto de resveratrol possui seu produto, ou seja, saber o
potencial de propriedades benéficas a salde que possui em cada garrafa. Essa
informacao podera ser passada para seus consumidores que além de buscarem um
produto de alta qualidade também estdo a procura de um produto com propriedades
benéficas a saude.

A metodologia de doseamento do resveratrol se restringe basicamente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, um método caro e de dificil manuseio.
Assim, o objetivo deste trabalho foi validar uma metodologia de doseamento do
resveratrol por espectrofotometria na regido do ultravioleta, mais acessivel, facil e
rapida. Analisando isto, propbés-se o doseamento de resveratrol em vinhos brancos,
utilizando uma metodologia adaptada, em espectrofémetro UV, que apresentasse:
praticidade, eficacia e baixo custo.

Como foi desenvolvida uma nova metodologia esta deve ser validada.
“Validar uma metodologia € comprovar, pelo fornecimento de evidéncia objetiva, de
que os requisitos para uma aplicacao ou uso especifico pretendido foram atendidos”
(EAL; EC; INMETRO; ISSO apud SOUZA, 2007, p. 27). Para a validagao foram
seguidas as normas da Resolucéo N°899 e validados os parametros de linearidade,

precisdo e exatidao.

RIES, ISSN 2238-832X, Cagador, V.1, n.2, p. 49-61, 2012.



52

MATERIAIS E METODOS

Materiais

O padrdo secundario de resveratrol (Galena®) usado foi adquirido em uma
Farmécia de Manipula¢do do municipio de Cagador (SC).

Para o doseamento de resveratrol foram utilizadas quatro amostras de
vinhos brancos sendo: Chardonnay 2008, Chardonnay Reserva 2007 e 2008 e
Sauvignom Blanc 2008, estas foram adquiridas em uma vinicola préxima ao
municipio de Cacador (SC).

Tanto o padrdo quanto as amostras, foram armazenados em local seco

protegido de luz e calor, para evitar alteracdes quimicas no produto.

Validacdo

A validacdo do método seguiu as exigéncias da Resolucdo (RE) n°899 de
2003, onde foram testados os parametros de linearidade, precisédo e exatiddo. Estas
analises foram repetidas em trés periodos, um pela manha (intra dia), dado um
intervalo de 6 horas e feita outra repeticdo & tarde e a terceira feita somente 60
horas depois (inter dia).

As andlises foram realizadas nos laboratorios da Universidade do
Contestado (UnC), atualmente denominada Universidade do Alto Vale do Rio do

Peixe (Uniarp) e na Estagédo Experimental (EPAGRI) de Cagador/SC.

Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da constru¢cado de uma curva, composta
de 6 pontos, sendo as concentra¢cbes de 0O; 0,08; 0,24; 0,4; 0,64 e 0,8 mg/L. As
concentracbes dos pontos foram preparadas a partir de uma solucdo mae, com
concentracédo de 1mg/mL, produzida com o padrédo de resveratrol e diluida em &agua:
acetonitrila (75:25).

Primeiramente o espectrofotdbmetro foi calibrado com o0s 6 pontos, em
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seguida foram feitas as leituras & 306nm e foi construida a curva com as

absorbancias encontradas. Este procedimento repetiu-se nos trés periodos.

Precisdo

Para determinar a precisdo foram utilizadas as concentracbes 0,08; 0,4 e
0,8mg/L, estas foram lidas em triplicata dentro da curva construida para a

linearidade, este processo repetiu-se para os trés periodos.

Exatid&do

A exatidao foi determinada através de uma contra prova. Como amostra foi
escolhido o vinho Chardonnay 2008, sendo que para a leitura utilizou-se 1mL do
vinho, este foi adicionado e diluido em 30mL de agua: acetonitrila (75:25). A amostra
foi diluida para que sua coloracdo ficasse o mais proximo possivel do padréo,
evitando assim que a diferenca de tonalidade pudesse interferir na analise. Apos a
diluicdo, foi feita a leitura dentro da curva, onde obteve-se a concentracdo da
amostra, a partir desta foi feita a contra prova, com a mesma concentracdo de
resveratrol encontrado, a contra prova também foi lida no espectrofotdmetro. Os
valores obtidos foram substituidos na formula:

Exatiddo = Concentracdo Média experimental x 100

Conc. Tedrica

Doseamento de resveratrol em vinho branco

Para o doseamento do resveratrol em vinhos foi utilizada a metodologia
adaptada de Sautter et al. (2005), Santin (2006), Gonzéales (2005), Bertagnolli
(2007).

As amostras foram preparadas com 1mL de vinho e diluidas em 30mL de
agua:acetonitrila (75:25), pH3,0, corrigido com acido ortofosférico. As amostras
foram diluidas assim como na exatidao, para que estas ficassem com a tonalidade o
mais proximo possivel do padrdo, evitando que a diferenca de tonalidade pudesse

interferir na leitura do espectrofotdbmetro. As leituras em triplicatas foram feitas em
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306 nm, em espectrofotometro UV-1601 da marca Shimadzu®, dentro da curva, este
procedimento repetiu-se nos trés periodos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacdo de metodologia analitica

Linearidade

O método espectrofotométrico apresentou linearidade a 306nm para as
concentracdes estudadas (0-0,8 mg/L). A equacédo da regressdao linear média obtida
a partir da média das trés curvas dos trés periodos de tempo, construida com um
padrdo de resveratrol, foi y = 0,0459x - 0,0627, em que y é a absorbancia (nm) e x a
concentracdo (mg/L). O coeficiente de determinacdo obtido foi R2=0,9902,
comprovando a adequacdo do método a RE N° 899, possuindo o critério minimo
aceitavel para o coeficiente de correlacéo linear que deve ser maior ou igual a 0,99,

como mostra a figura 1.

Curva Geral y = 0,0457x - 0,0672
R? = 0,9907
0,2500
0,2000 //,' 0,4155
1620
0,1500 - -
§ 0,1000 ,%ogq —°—i§rle1 -
0,0500 5 deon inear (Sériel)
(235
00000 o7 1=
-0,0500 +—1 2 3 4 5 6
Conc

Figura 1: Curva de calibracdo construida com padréo de resveratrol
Abs = absorbancia; Conc =concentra¢cdo (mg/ml)

A tabela 1 apresenta as absorbancias obtidas para cada concentracéo,

juntamente com o desvio padrdo. Observando os resultados pode-se perceber um
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desvio padrdo aceitdvel, demonstrando que ouve uma variagdo minima entre a

média das trés leituras nos trés periodos.

Tabela 1 — Concentracdo da solucdo padrdo de resveratrol, absorbancias obtidas e desvio
padrao das amostras utilizadas para construcdo da curva de linearidade

Concentracao teérica (mg/L) Absorbancia (nm) DP*

0 -0,0073 10,0059
0,08 0,0297 +0,0090
0,24 0,0643 10,0075
0,4 0,1120 10,0050
0,64 0,1680 10,0085
0,8 0,2217 +0,0087

*DP: Desvio padrao

O autor Presta (2008) na validacdo do seu método empregando
cromatografia de fluxo turbulento-LC-MS, obteve um R? de 0,99, nas trés curvas
construidas para os vinhos tinto, branco e rose. Sautter (2005) também obteve R2 de
0,99 nas curvas construidas para cis e trans-resveratrol. Assim como no método que
esta sendo validado, todos obtiveram um R2 de 0,99, mostrando que o método
atende as exigéncias da legislacao e é seguro para ser utilizado.

Precisdo

A precisdo apresentada é na forma de repetibilidade, sendo expressa pelo
coeficiente de variacéo (%CV) dos resultados obtidos.

A tabela 2 foi construida com a média das absorbancias encontradas, de
cada concentracao nos trés periodos, sendo a primeira analise realizada pela manha
(intra dia), dando um intervalo de aproximadamente 6 horas, e repetida a analise a

tarde e por fim passado 60 horas foi feita a Ultima repeticao das analises (inter dia).

Tabela 2 — Média das concentracdes das solucBes de resveratrol padrdo, absorbancias
obtidas, desvio padrdo e coeficiente de variacdo das amostras analisadas nos trés periodos.

Concentracdo (mg/L) Absorbancia (nm) DP* %CV*
0,08 0,032 +0,0049 15,0139
0,4 0,107 10,0053 4,9616
0,8 0,218 +0,0104 4,7708

* DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacéo.

Os resultados dos coeficientes de variacdo para as concentracdes 0,4 e

0,8mg/L séo aceitaveis, pois ndo se obteve valores superiores a 5 % de CV, sendo
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estes o0s limites maximos admitidos pela legislagdo. Quanto menor for a
concentragdo da amostra padrdo, maior sera a suscetibilidade & viés, justificando
assim o coeficiente obtido para a concentracéo 0,08mg/L.

A Tabela 3 apresenta o coeficiente de variacdo da média das absorbancias
encontradas nos dois primeiros periodos, que possuiram um intervalo de
aproximadamente 6 horas entre as andlises.

Tabela 3 - Média das concentragBes das solucdes de resveratrol padrdo, absorbancias
obtidas, desvio padréo e coeficiente de variacdo das amostras analisadas em dois primeiros

periodos.

Concentracdo (mg/L) Absorbancia (hm) DP %CV
0,08 0,029 +0,0000 0,0000
0,4 0,103 10,0020 1,9417
0,8 0,211 10,0035 1,6627

* DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagéo.

A melhora encontrada nos resultados apds o descarte dos valores obtidos
no terceiro periodo pode ser justificado por uma possivel alteracdo que as solucdes
sofreram durante o intervalo de 60 horas entre as analises. O prolongado periodo
que o resveratrol ficou em contato com o solvente pode ter ocasionado uma
interacdo entre ambos, afetando as leituras, sugerindo uma instabilidade em longos
periodos.

Avaliando os resultados encontrados para o parametro de preciséo, pode se
dizer que para o método proposto é preciso, entretanto é ideal que a solucbes
preparadas para o doseamento, sejam utilizadas ainda no mesmo dia, assim como
observado nas metodologias que utilizam HPLC onde o padrdo de resveratrol fica
um curto periodo, ndo mais que um dia em contato com o solvente.

Presta (2008) obteve em sua validagdo, a precisdo determinada com
analises feitas no mesmo dia, nas concentragbes 0,1; 0,5 e 1mg/L, os CV
encontrados foram 7,9; 5,0 e 5,0% para o vinho tinto, 6,9; 3,0 e 4,0% para vinho o
branco e 5,7; 6,3 e 5,8% para o vinho rose. Pode-se notar que assim como no
meétodo que estd sendo validado, as menores concentragdes obtiveram percentual
maior de CV.

O método proposto por espectrofotometria foi mais preciso que de
cromatografia turbulenta-LC-MS, se observamos os resultados da tabela 3, a

precisdo esta dentro dos padrdes da legislacdo, ao contrario da obtida por Presta
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(2008) onde os trés tipos de vinho excederam a legislagéo.

Exatidao

A exatidao foi obtida através de uma contra prova preparada com um padréo

de resveratrol e determinada pela seguinte férmula:

Exatiddo = Concentracdo Média experimental x 100

Conc. Teorica

Os resultados foram determinados a partir da média das absorbancias
experimentais e teodricas, dos trés periodos. O resultado encontrado foi de
100,7517% (+0,0035).

A Legislacdo regulamenta que os resultados da exatiddo, ndo devem ser
inferiores a 95% e nem superiores a 105%. Estes dados confirmam que o método de
doseamento por espectrofotometria proposto encontra-se em conformidade com a
legislacado vigente e apresenta confiabilidade dos resultados.

Este método se mostrou mais eficiente que o proposto por Sautter et al.
(2005), utilizando a metodologia classica por CLAE, onde se obteve uma exatidao de
87,94% para trans-resveratrol e 99,47% para cis-resveratrol, sendo que a

porcentagem encontrada para trans esta fora dos parametros da legislacéo vigente.

Doseamento de resveratrol em vinho branco

Os resultados que estdo expressos na tabela 4, foram obtidos através da

média das triplicatas dos trés periodos.

Tabela 4 — Denominagdo das amostras, com a absorbancia obtida, desvio padréo,
coeficiente de variacdo e dose de resveratrol encontrada nas amostras

Amostra Abs* (nm) DP* Resveratrol (mg/L)
Chardonnay 08 0,0502 0,0035 0,18
Chardonnay Reserva 08 0,0612 0,0033 0,22
Chardonnay Reserva 07 0,0643 0,0035 0,23
Sauvignom Blanc 08 0,0622 0,0033 0,22

Abs: Absorbancia; DP: Desvio Padrao
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Ha poucos estudos literarios sobre o vinho branco, a maioria dos estudos
esta voltada aos tintos, pois estes possuem maiores concentracdes de resveratrol,
devido o seu método de preparo que permite que a casca figue em contato com o
mosto por mais tempo que no vinho branco. A concentracdo de resveratrol também
pode variar dependendo da cultivar, origem geogréfica, tipo de vinho, préticas
enoldgicas e grau de injuria a planta por Botrytis cinerea, fungo responsavel pela
formacdao do resveratrol (SANTIN, 2006).

Existem algumas referéncias de estudos sobre os vinhos brancos onde as
concentracfes encontradas foram de 0,22mg/L para Niadgara rosada (ABE et al.,
2007), 1,03 e 2,02mg/L para Niagara Branca (ARSEGO, 2004), 0,8mg/L para
Fermdo Pires (SUN, FERRAO E SPRANGER, 2003), 0,10mg/L (MARASCHIN,
2003) e 1,9mg/L (SUN, FERRAO E SPRANGER, 2003) para Chardonnay e 1,2mg/L
para Sauvignom Blanc (MARASCHIN, 2003), 0,21; 0,25 e 0,05 mg/L para vinho
branco sem especificagdes da varietal (PRESTA, 2008).

A concentracdo de resveratrol no vinho Chardonnay (0,10mg/L) citado pelo
autor Maraschin (2003) apresentou valor proximo as trés amostras em estudo (0,18;
0,22 e 0,23 mg/L), j& a concentracdo citada pelos autores Sun, Ferrdo e Spranges
(2003) e Maraschin (2003), que se refere ao vinho Sauvignom Blanc, apresenta uma
variagao significativa comparando com o valor encontrado na amostra em estudo.
Estas variacdes podem ocorrer devido aos fatores citados anteriormente.

A concentracdo de resveratrol nos vinhos tintos brasileiros varia de 0,82 a
5,75, média de 2,57, as concentracfes mais altas sdo do Merlot (ZAMIN, 2006). Na
regido Sul do Pais, os vinhos de uva Cabernet Sauvignon a média dos valores € de
1,78 mg/L de trans-resveratrol (BERTAGNOLLI, 2007).

Segundo Acauan apud Souto (2007, p.06) vinhos de diversos paises
apresentaram valores médios de resveratrol: Canada, 0,77 mg/L, Califérnia, 0,132-
2,48 mg/L, Grécia, 0,873 mg/L, Japao, 0,157 mg/L, Portugal, 1,00 mg/L. Observando
os valores encontrados em outros paises, levando em consideracdo que se referem
a vinhos tintos, demonstra-se que o vinho branco em estudo ndo se encontra muito
atrds. Com possiveis alteracdes no processo de vinificacdo dos vinhos brancos
pode-se aumentar a concentracdo de resveratrol, isto seria fundamental para atrair a
atencao dos consumidores, pois estes poderiam buscar no vinho branco as mesmas

propriedades que buscam nos vinhos tintos.
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A Embrapa realizou um estudo onde foi obtido um vinho branco com até
quatro vezes mais resveratrol que o normal j& encontrado, a metodologia empregada
ainda nao foi revelada, mas isso ja demonstra que 0s vinhos brancos podem ter seu
conteudo de resveratrol aumentados e quem sabe competir igualmente com os
vinhos tintos (PIVETTA, 2008).

CONCLUSAO

O projeto de pesquisa obteve resultados satisfatérios, onde pode ser
validada a metodologia para dosar resveratrol em vinhos brancos, a metodologia se
mostrou linear (R2 0,99), precisa (concentracdoes 0,08, 0,4 e 0,08mg/L para os
respectivos CV 0,0000, 1,9417 e 1,6627) e exata (100,75%), conforme a RE n°899
de 2003. Foi possivel dosar o resveratrol nas 4 amostras de vinhos brancos,
encontrando as concentracdes de 0,18 a 0,23mg/L, sendo estas concentracdes,
proximas as encontradas em estudos semelhantes a este. Apesar de se obter bons
resultados de concentracdes de resveratrol nesta pesquisa, ainda nado existem
registros que especifiquem a dose diaria recomenda de revesratrol, atualmente
somente recomenda-se a ingestdo de uma “taga” de vinho ao dia, pois pesquisas

ainda estéo sendo feitas sobre os efeitos da ingestéo do resveratrol em longo prazo.
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