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RESUMO

A deteccédo de resveratrol em vinhos vem sendo estudada mais intensamente nos ultimos anos. O isémero trans-resveratrol tem re-
conhecidas atividades biolégicas, e algumas delas sdo de uso terapéutico, tais como acao antiinflamatoéria, inibicao da enzima lipo-
xigenase e agcdo anticarcinogénica in vitro. A presenca do composto resveratrol (4,3',5'-trihidroxiestilbeno), em seus isémeros
(trans e cis), foi determinada nos diferentes tipos de sucos de uva produzidos no Brasil. Além destes, também foram quantificados
os polifendis totais, acidez, agticares redutores, solidos soluveis e densidade, em conformidade com a legislagao vigente. O resve-
ratrol foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo SOUTO et al. [23], com adaptacao da temperatura para
50 C. Foi detectada a presenca de trans-resveratrol em todos os sucos analisados na concentracéo de 0,19mg.L a2 0,90mg.L e o
isémero cis-resveratrol foi de 0,07 a 1,59mg.L .

Palavras-chave: suco de uva; cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); resveratrol.

SUMMARY

DETERMINATION OF RESVERATROL IN GRAPE JUICE PRODUCED IN BRAZIL. The resveratrol detection in wines has been
studied more intensely in the last years. The isomeric trans-resveratrol has recognized biological activities, and some of them are
therapeutic, such as anti-inflammatory action, enzyme lipoxigenase inhibition and anti-carcinogenic action in vitro. The presence
of resveratrol (4,3',5'-trihydroxystilbene), trans and cis isomers, was investigated in industrial grape juices produced in Brazil.
Additionally, total phenols, acidity, reducing sugars, soluble solids and specific gravity of samples were determined in accordance
with law. Resveratrol was determined by high performance liquid chromatography by SOUTO et al. [23], adapted to the
temperature of 50°C. Trans and cis-resveratrol were found in all the juices analyzed, tran-resveratrol in the concentration range of

0.19t00.90mg.L and cis-resveratrol in the concentration range of 0.07 to 1.59mg.L .
Keywords: grape juice; high performance liquid chromatography (HPLC); resveratrol.

1 - INTRODUCAO

A grande procura da humanidade por meios que fa-
vorecam uma vida saudavel tem impulsionado as pes-
quisas por novas substancias capazes de satisfazer tais
necessidades. Entre estas substancias encontram-se os
polifendis, destacando-se as pesquisas do resveratrol
que esta presente em diversas plantas, em especial na
uva e seus derivados.

O resveratrol é uma fitoalexina produzido por diver-
sas plantas como Kojo-kon (Polygunum cuspidatum),
Kashuwu (Polygunum multiflorum), eucalipto, amen-
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doim, amora e também esta presente em uvas (Vitis vini-
ferae Vitis labrusca) [2, 8, 10, 11,12]. Na uva esta fitoale-
Xina € sintetizada na casca como resposta ao stress cau-
sado por ataque fangico (Botrytis cinerea, Plasmopora vit-
cula), dano mecanico ou por irradiacao de luz ultraviole-
ta.

O resveratrol é sintetizado naturalmente na planta
sob duas formas isomeras: trans-resveratrol (trans-
3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno), (Figura 1). O isémero trans-
resveratrol é convertido para cis-resveratrol em presenca
daluzvisivel, pois esta forma é mais estavel.
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FIGURA 1 - Estrutura quimica dos isémeros trans-resveratrol e cis-resveratrol
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Existem muitos estudos do metabolismo e efeitos fi-
siologicos das diferentes formas de resveratrol, mas a bio-
disponibilidade nao foi ainda bem estudada. Segundo
FREMONT [5], o glucosideo de resveratrol pode ser ab-
sorvido do suco de uva pelo intestino delgado, assim co-
mo os glucosideo de flavonoides. PACE-ASCIAK et al. [17]
compararam a absorcao de trans-resveratrol provenien-
te de vinho tinto (4mg.L ), vinho branco, suco de uva co-
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mercial e suco de uva enriquecido com 4mg.L de trans-
resveratrol, sendo consumido 500mL por semana, con-
cluiram que o trans-resveratrol pode ser absorvido de su-
co de uva em quantidades biologicamente ativas e em
concentracoes efetivas para reducao do risco de ateros-
clerose. O resveratrol tem atividade antioxidante através
da inibicao da atividade dioxigenase da lipoxigenase [3,
18], pode também atuar de modo similar ao estrogénio e
substituir parcialmente este estrogénio nos tratamentos
pés-menopausa [19]. Conforme SUBBARAMAIAH et al.
[26], a atividade antiinflamatoéria do resveratrol € explica-
da pela inibicao da transcricao e atividade da ciclooxige-
nase (COX-1 e COX-2), inibindo também a sintese de
tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante [9,
17,27]. Oresveratrol atua sobre o cancer em diversas ma
neiras, uma destas € a inibicdo da cascata do acido ara-
quidodnico, esta rota metabolica pode induzir a génese de
tumores [26]. Outra via € pela inibicdo da proteina C-
quinase, um mediador chave na promocao dos tumores,
acao que poderia explicar o seu efeito quimiopreventivo
[25]. Estudos indicam que o resveratrol pode induzir a
apoptose, morte programada de células, atuando como
um agente antiproliferativo de alguns tipos de tumores
[19,20].

Segundo FULEKI [6, 7], o método de prensagem no
processo de producao de suco de uva tem grande efeito
sobre a formacao de resveratrol. Porém, a cultivar tem
maior influéncia sobre a concentracao de resveratrol do
que avindima. Os resultados mostram que o suco da cul-
tivar Concord prensado a quente e o suco de uvas bran-
cas produzido por maceracao a frio antes da prensagem
sdo boas fontes de resveratrol.

Existem varios processos para elaboracao de sucos
de uva na Serra Gaucha, entre estes processos os mais
usuais sdo o Welch, caracterizado pela maceracdo a
quente e outro processo a frio, que utiliza a maceracao
sulfurosa, denominado Flanzy [13].

Doze regides vinicolas brasileiras sdo responsaveis
pela producao de vinhos, sucos de uva e derivados.
Segundo MELLO [15], a maior concentracdo desta pro-
ducao ocorre no Rio Grande do Sul, onde sao elaborados
350 milhoes de litros de vinho e mosto como média
anual, representando 90% da producéo nacional. Cerca
de 20% da producéo sao de uvas viniferas, e 80% de uvas
americanas, como Concord e Isabel, e hibridas, como a
Seibel.

Os vinhos da regidao "Mikulovska" na Republica
Tcheca apresentam altas concentracoes de resveratrol,
que variam entre 0,16 a 10,53mg.L de trans-resveratrol
e0,06a4,87mg.L de cis-resveratrol dependendo da cul-
tivar [16]. Segundo SOUTO et al.[23], os vinhos tintos no
Brasil apresentam cerca de 0,82 a 5,75mg.L' de trans-
resveratrol, com um valor médio de 2,57mg.L" (D.P.R.%
=1,99).

Com o presente trabalho, objetivou-se avaliar a pre-
senca destes isomeros nos sucos de uvas tintas elabora-
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dos no Brasil em suas diversas formulacées, sendo elas:
suco de uva integral, suco de uva reprocessado, suco de
uva reconstituido e adocado e, por fim, néctar de uva.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 -Amostras

Foram adquiridas no comércio de Santa Maria (RS),
amostras de sucos de uva, de onze marcas comerciais di-
ferentes, produzidos em diversos estados brasileiros. As
amostras foram subdivididas segundo a classificacao do
tipo de suco, sendo eles: suco de uva integral, suco de
uva reprocessado, suco de uva reconstituido e adocado e
néctar de uva. Cada unidade amostral foi composta por
trés garrafas de lotes diferentes de cada marca e a leitura
de cada garrafa foi em duplicata.

As amostras foram centrifugadas a 5.000rpm por
10min e o sobrenadante foi mantido em refrigeracao a
4 C por sete dias para estabilizacdo do bitartarato de po-
tassio. As amostras foram filtradas com filtro Millipore®
de 0,22u de diametro de poro e submetidas a cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia.

2.2 -Padroes

O padrao empregado foi trans-resveratrol (ICN
Biomedicals) e utilizado na construcéo de uma curva de
calibracao abrangendo as seguintes concentracgoes: 1,0;
3,0; 5,0; 8,0 e 10,0mg.L‘. O padrao do isémero cis-
resveratrol foi obtido através da exposicdo do padrao
trans-resveratrol a luz visivel de 60W por 24 horas a uma
temperatura de 38 C. Com esta exposicdo, houve a
transformacao de 71,21% do padrao em cis-resveratrol.
A curva de calibracao do cisresveratrol abrangeu as se-
guintes concentracées, 0,72; 2,13; 3,56; 5,67 e
7,12mg.L .

2.3 - Método analitico
2.3.1 - Resveratrol

O resveratrol foi quantificado por cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE) segundo SOUTO et.
al.[23] com adaptacao da temperatura da coluna para
50 C.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido equipado com
bomba quaternaria de solventes (HP 1100) operando de
modo isocratico com injetor automatico programado pa-
ra 10uL, detector ultravioleta (UV) e detector de arranjo
de diodos (DAD) controlado por um sistema de gerencia-
mento ChemStation®. A coluna analitica utilizada foi de
fase reversa C-18 (250mm x 4,6mm, Sum) Merck prece-
dida a uma pré-coluna de mesma composicdo, ambas
mantidas a 50°C. A fase moével composta por acetonitrila:
agua (25:75), pH 3,0, corrigido com acido ortofosférico,
numavazao de 1,5SmL.min . O resveratrol foi detectado a
306nm para os dois isdbmeros.

A identificacdo do trans-resveratrol e do cis-
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resveratrol foi baseada nos tempos de retencéo UV sendo
a pureza dos picos confirmada através do detector com ar-
ranjo de diodos (DAD). A quantificacdo do resveratol foi
feita por padronizacao externa, resultando nas seguintes
formulas das curvas de calibracao para trans-resveratrol
y=0,17454+0,02442.x (r=0,99911) e para cis-resveratrol
y=-0,0482+0,08573.x (r=0,99878) expressando ambos
os valoresemmg.L .

e Validacdo do método cromatografico

Todas as analises cromatograficas, incluindo a vali-
dacédo do método foram feitas ao abrigo da luz, a fim de
evitar que o isémero trans-resveratrol fosse convertido
em cis-resveratrol. Portanto, o estudo da estabilidade foi
restringido a temperatura de bancada (25°C), e armaze-
namento a -20°C, nos diversos tempos.

O limite de deteccdo do trans-resveratrol e do cis-
resveratrol foi obtido realizando-se dilui¢oes gradativas
dos padroes. Os testes de recuperacdo, limite de quanti-
ficacao e exatidao foram realizados com adicdo dos pa-
droes sobre a matriz. Todas as analises foram realizadas
em triplicata. As variacoes diarias e em dias diferentes
das areas dos picos dos padrdes também foram analisa-
dos através do coeficiente de variacao.

2.3.2 - Polifendis totais

A concentracao de polifendis totais foi determinada
pelo método colorimétrico descrito por SINGLETON &
ROSSI [21]. Em baldo volumétrico de 20mL, adiciona-
ram-se 2mL de amostra diluida (1:10), 10mL de reagente
de Folin-Ciolcateau diluido e 8mL de Na CO, 7,5%.
Completou-se o volume com agua destilada e apés duas
horas leu-se a absorbancia a 765nm em espectrofotome-
tro 600 da marca Femto®. Para quantificacao foi empre-
gada uma curva padrao com solucao de acido galico nas
seguintes concentragdes: 50, 100, 150, 250 e 500mg.L‘ .
Foi feita, ainda, correcao em funcao do teor de acticares.
Para tanto, utilizou-se uma curva de calibracédo de glico-
se nas concentracédes de: 9,2; 10,5; 13,2; 18,0 e 21,7 B-
rix. O teor de polifendis totais foi expresso em equivalen-
tes de acido galico (mg.L ).

2.3.3 - Analises fisico-quimicas

Determinou-se a densidade dos sucos através da ra-
zao entre massa e volume em sala climatizada na tempe-
ratura de 20 C e os sélidos soltiveis com auxilio de refra-
tometro portatil da marca Carlzeiss Jena®. Os agticares
totais foram determinados segundo o método de Lane &
Eynon, a acidez total foi obtida por titulometria com solu-
cao de hidroxido de sodio O,1N e indicador fenolftaleina,
até pH 8,2 [1].

2.4 - Analise estatistica
Para avaliar as diferencas nas concentracoes entre
as distintas formulacgoes de sucos de uva, foi realizada

analise estatistica com o programa Statistica® versao
4.10, 1998 [24].
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da estabilidade, os isOmeros trans-
resveratrol e cis-resveratrol permaneceram estaveis nas
condicoes analiticas, tanto nos padroes quanto nas
amostras. Porém, quando o padrdao do analito trans-
resveratrol foi armazenado a temperatura de bancada
(25°C) num prazo de 24 horas ao abrigo da luz converte-
se parcialmente a cis-resveratrol, ocorrendo uma perda
de 2,70% do padrao trans-resveratrol e 1,08% do padrao
cis-resveratrol. Esta conversdo nao foi observada nas
amostras fortificadas com padrées, tanto no armazena-
mento a 25°C por 24 horas quanto no final dos trabalhos.
Este resultado, possivelmente, seja pela acdo antioxi-
dante dos demais polifendis presentes na matriz. Sob as
condicoes de armazenamento a 20°C ocorreu a mesma
conversao do padrio, porém em menor Propor¢ao num
prazode 1 més.

A validagdo do método em cromatografia liquida de
alta eficiéncia dos analitos trans-resveratrol e cis-
resveratrol em suco de uva apresentou resultados satis-
fatérios (Tabela 1).

TABELA 1 - Parametros de validacdo do método cromatografico
dos analitos trans-resveratrol e cis-resveratrol no suco de uva

Parametro Trans-resveratrol Cis-resveratrol
Limite de deteccio 0,03mg. L 0,02mg. L
Limite de quantificacio 0,08mg. L1 0,05mg. L1
Linearidade y =-0,0040+0,02115.x y =0,12286+0,01230.x
Coeficiente de r =0,99996 r=0,99878
correlagio
Recuperacio média B87,94% 99,47%

A legislacdo brasileira normatiza suco de uva inte-
gral, suco de uva reprocessado, suco de uva concentrado
e suco de uva desidratado. Nao foi encontrada outra le-
gislacao que especifique a composicdo do suco de uva re-
constituido e adocado bem como de néctar de uva.

Os dados referentes a composicao fisico-quimica en-
tre os sucos integral e reprocessado analisados e os limi-
tes da legislacao encontram-se na Tabela 2. Observa-se
que amédia da densidade apresentou-se levemente abai-
xo do limite minimo. Os parametros de sélidos soluveis,
relacao entre solidos soluiveis e acidez total, acticares to-
tais e acidez total, estdo dentro dos limites preconizados
pelalegislacao.

Os mesmos parametros fisico-quimicos para suco re-
constituido e adocado e néctar de uva estao relacionados
na Tabela 3 e, como nao existe uma legislacao especifica
para este tipo de suco, utilizamos para comparacao os li-
mites da legislacao do suco integral e suco reprocessado.
Observa-se que o néctar de uva esta dentro de todos os li-
mites. Ja o suco reconstituido e adocado apresenta valo-
res inferiores para densidade, sendo que os demais para-
metros estao dentro dos limites do suco integral. Pode-se
concluir, pelos valores da densidade, que o suco recons-
tituido e adocado foi diluido além da concentracdo natu-
ral. Através dos valores de so6lidos soltuveis e agucares to-
tais, observa-se que o suco foi ado¢ado, permanecendo
dentro dos limites para sé6lidos soluveis, relacao sélidos
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TABELA 2 - Parametros fisico-quimicos dos sucos integral e reprocessado, comparados aos limites dalegislacdo brasileira

Limites da Suco Integral Suco Reprocessado
Parametro Legislacdo N=2 N=2
Min. Max. Min. Max. _ Média __C.V.1% __ Min. Max. _ Média__C.V.1%
Densidade 2 1,057 1,050 1,069 1,052 0,78 1,042 1,060 1,052 6,99
Salidos Solaveis? 14,0 17,2 17,2 17,2 0.00 14,2 15,2 14,77 3,25
Relacéo °Brix/ATY 15,0 45,0 20,1 20,5 20,37 0,97 20,3 22,3 21,22 3,75
Agicares Totais® -—- 20,0 14,9 21,9 18,97 17,09 16,7 17,7 17,30 2,54
Acidez Total® — 0,90 0,84 0,86 0,85 1,16 0,65 0,75 0,70 6,71

! Coeficiente de variacao (C.V.%], ? Densidade relativa 20/20°C, * Solidos Soluveis em “Brix, * Relacio Solidos Soluveis “Brix)/ Acidez Total, A¢tcares Totais,

naturais da uva, g/ 100ml e “Acidez Total g/100ml em acido tartarico

TABELA 3 - Parametros fisico-quimicos dos suco reconstituido e adogcado e néctar

Limites da Suco Reconstituido e Adocado Néctar
Parametro Legislacédo N=6 N=1
(Para suco integral)
Min. Max. Min. Max. Média C.V.%! Min Max. Média C.V.%!
Densidade ? 1,057 1,0391 1,0565 1,0478 0,33 1,0565 0,00
Sélidos Soliveis? 14,0 14,1 16,6 14,9 6,33 16,00 0,00
Relagéio °Brix/AT* 15,0 45,0 17,50 35,36 29,46 21,06 19,18 0,00
Aglcares Totais® == 20,0 8,01 18,26 13,33 25,12 --—- -— 10,30 0,00
Acidez Total® --- 0,90 0,45 0,81 0,63 25,92 --- o 0,81 0,00

ICoeficiente de variagio (C.V.%), “Densidade relativa 20/20°C, * Solidos Solaveis em °Brix, * Relacao Solidos Solaveis (°Brix)/ Acidez Total, SAcucares Totais ,

naturais da uva, g.100ml"! e “Acidez Total g.100ml"' em acido tartarico

soltiveis/acidez total e acticares totais. Comparando-se
os valores de acidez total entre a Tabela 2 e a Tabela 3, ve-
rifica-se que o suco reconstituido e adocado, em média, é
menos acido do que o suco integral e o suco reprocessa-
do.

Conforme a legislacao brasileira [14], o suco integral
€ obtido da uva através de processos tecnologicos ade-
quados, nao fermentado, sem adicdo de aguicares e na
sua concentracdo natural. O suco reprocessado € obtido
pela diluicdo de um suco concentrado e/ou desidratado,
até a sua concentracao natural. Na Tabela 4 podemos ob-
servar os resultados obtidos para polifendis totais, trans-
resveratrol e cis-resveratrol nos sucos de uva. As diferen-
cas nas médias dos polifenois totais dos sucos estao rela-
cionadas aos diferentes processamentos empregados pe-
la industria. Neste trabalho, verifica-se que entre os su-
cos integrais ha uma razoavel variacdo, demonstrada

TABELA 4 - Polifendis totais, trans-resveratrol e cis-resveratrol
em sucos industriais

Suco N Polifendis
[mg de acido galico.LY)
Min Max Média D.P. C.V.%!
Integral 2 16174 22132 19153 4213 11,0
Reprocessado 2 1551,7 16159 15838 45,4 1,4
Reconstituido e Adocado 6 2054 933,4 607,0 2594 42,7
Néctar 1 - = 1006,8 0,0 0,0
Suco N Trans-resveratrol
(mg.L1)
Min Max Média D.P2. C.V.%2
Integral 2 039 044 041 0,03 43
Reprocessado 2 061 0,90 0,75 0,20 13,6
Reconstituido e Adogado 6 0,19 0,32 0,25 0,05 84,0
Néctar 1 - - 0,41 0,00 0,0
Suco N Cis-resveratrol
(mg. L)
Min Max Média D.P2 C.V.%
Integral 2 0,07 0,26 0,16 0,13 40,7
Reprocessado 2 1,22 1,59 1,40 0,26 9,3
Reconstituido e Adocado 6 0,07 0,67 0,38 0,33 86,8
Néctar 1 - - 1,24 0,00 0,0

'Desvie padrao (D.P.) para trés determinagies de cada amostra, Cocficiente de variacio
em percentagem [C.V.%).
*Desvio padrio (D.P.) para duas deter
em percentagem [(C.V.%).

de cada Ci de variacio
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através do coeficiente de variacdo dos polifendis (C.V.
11,0%). Atribui-se este desvio a diversidade de cultivares
empregadas, pois pela legislacao brasileira o suco inte-
gral deve manter a concentracio natural.

Conforme FREITAS [4], os vinhos tintos no Brasil, da
regido de Bento Gongalves, tém a concentracao de polife-
néis totais entre 491,4 a 1722,3mg.L paravinhos da cul-
tivar Cabernet, entre 430,3 a 1992,6mg.L para vinhos
da cultivar Merlot e 832,9 a 1932,9mg.L para vinhos da
cultivar Tannat. Os resultados obtidos neste trabalho,
para suco integral e suco reprocessado aproximam-se
dos valores dos vinhos tintos. Portanto, os sucos servem
como boa fonte alternativa de polifendis para a popula-
cao abstémia.

O suco reprocessado apresentou os maiores teores
de resveratrol, tanto na forma trans quanto cis. Este su-
co, por passar pelo processo de pasteurizacdo e de con-
centracdo a quente, possivelmente extraiu mais polife-
nois e, conseqlientemente, o trans-resveratrol da casca
da uva. FULEKI [7], constatou que o processo de pasteu-
rizacdo aumenta a concentracao de trans-resveratrol,
assim como outros processos a quente, como a pressao e
maceracdo. Provavelmente os processos que envolvam a
concentracao, para elaboracao do suco reprocessado, ele-
vem os niveis de trans-resveratrol.

O suco integral apresentou pouca variacao quanto
ao trans-resveratrol, conforme a Tabela 4. Este valor po-
de ser atribuido a cultivar, pois o processamento tem pou-
cos pontos criticos durante a elaboracdo do suco, que
possam auxiliar a extracdo do resveratrol pelo calor. O al-
to indice do coeficiente de variacéo para o cis-resveratrol
(C.V.=40,7%) pode ser explicado pelo fato de que este is6-
mero também é produzido pela uva, tanto na forma glico-
sidica quanto aglicona, conforme SOTHEESWARAN &
PASUPATHY[22].

O suco de uva reconstituido e adocado apresentou o
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maior coeficiente de variacdo para trans-resveratrol
(C.V.=84,0%), podendo este resultado ser atribuido a cul-
tivar e também ao processamento do suco. Os polifenédis
totais também apresentaram grande variacdo (C.V.=
42,7%), sugerindo que o suco reconstituido e adogado é
obtido com uma diluicao além da concentracao natural e
posteriormente adocado. Por ndo haver legislacao que
normatize a obtencao ou padroes de identidade e ou qua-
lidade para suco reconstituido e adoc¢ado, pode concluir-
se, através do coeficiente de variacdo, que provavelmente
as industrias processem o suco de maneiras diferentes.

A concentracdo de trans-resveratrol nos sucos de
uva produzidos no Brasil variou de 0,19 2 0,90mg.L e se
comparados aos resultados obtidos por SOUTO et al.
[23], em vinhos tintos no Brasil apresentam cerca de
0,82 a 5,75mg.L‘ de trans-resveratrol. Lembrando que
os glicosideos de flavondides, os glicosideos de resvera-
trol e o trans-resveratrol podem ser absorvidos do suco
de uva pelo intestino delgado, em concentracdes biologi-
camente ativas, é possivel concluir que os sucos de uvas
elaborados no Brasil sao boas fontes de resveratrol para
os abstémios.

4 - CONCLUSOES

Existe resveratrol nas formas trans-resveratrol e cis-
resveratrol nos sucos comerciais produzidos no Brasil,
comercializados em Santa Maria. Ha diferencas na con-
centracao dos polifendis totais e resveratrol entre os su-
cos comerciais, o que demonstra os diferentes processa-
mentos empregados para a formulacdo dos sucos.

O suco de uva é uma fonte alternativa de resveratrol
para os abstémios, pois a concentracao de trans-
resveratrol nos sucos de uva elaborados no Brasil variou
de 0,1920,90mg.L de sucodeuva.
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