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O consumo moderado de vinho reduz significativamente os riscos
de doengas cardiovasculares. Este efeito ¢ atribuido aos polifendis
presentes no vinho, em especial ao resveratrol (3,5,4 -
triidroxiestilbeno), que é uma fitoalexina encontrada em varias
partes da videira, principalmente na casca da uva, assim como
em outras espécies de plantas. Uvas da cultivar Cabernet
Sauvignon foram submetidas a irradia¢do com luz ultravioleta e
maceragdo carbonica e apos fermentadas. Procedeu-se a coleta
de amostras durante todo o experimento, as quais foram
posteriormente analisadas quanto ao teor de trans-resveratrol
através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os resultados
do trabalho demonstram que a evolug¢do do conteudo de trans-
resveratrol foi ascendente durante as fases da fermentagdo.
Diferencas ocorreram no final da fermentagdo, em que as amostras
de vinhos com maceragdo carbonica apresentaram leve declinio,
possivelmente pela atmosfera de CO, na qual ficaram
armazenadas, inibindo a formagdo do resveratrol. Ao final da
fermentagado principal a concentragdo de trans-resveratrol foi de
15 mg.L" em todos os tratamentos, chegando a 1,5 mg.L"', em
média, no final do periodo de estocagem.
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INTRODUCAO

Estudos desenvolvidos no mundo inteiro comprovam
que o vinho tomado em quantidade moderada contribui
para a saude do organismo humano (Tomera, 1999). Suge-
re-se que o resveratrol pode ser um dos constituintes do
vinho que conferem esta protecao (Adrian ez al., 2000). O
resveratrol age na prevengdo de doengas cardiacas, asso-
ciada com o consumo de vinho tinto, assim como na inibi-
¢do da agregacdo plaquetaria, alteragdo na sintese de

eucosandides e por modular o metabolismo de lipidios e
lipoproteinas (Soleas et al., 1997). A presenca de trans-
resveratrol na medicina popular japonesa tem levado a um
numero de experimentos em animais sugerindo que ele tem
atividade antiinflamatéria e anticoagulante que protegem
contra aterosclerose e doengas coronarianas (Arichi et al.,
1982; Kimura et al., 1983). Além disso, o consumo de vi-
nho tem sido relacionado a redugao da ocorréncia de can-
cer e doencas degenerativas, como Alzheimer e deméncia
(Dorozynski, 1997).
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As andlises de resveratrol na casca e polpa de Vitis
vinifera em vinhos tém ganhado aumento consideravel de
pesquisas nos ultimos anos (Roggero, Garcia-
Parrilla,1995). O resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) é
uma fitoalexina, ou seja, um polifenol de defesa, encontra-
do em varias partes da videira, principalmente na casca da
uva, assim como em outras espécies de plantas (Soleas et
al.,1995). Esta fitoalexina ¢ sintetizada na videira em res-
posta a infecgdo por fungos ou “stress” (desordem metabo-
lica) abidtico (Jeandet et al.,1995).

No grao de uva, a sintese de resveratrol € principal-
mente iniciada na casca e ¢ ausente ou em baixissima
concentracdo na polpa da fruta (Jeandet et a/l.,1991;
Kallithraka et al., 2001). Na vinifica¢ao de uvas tintas, a
maceragdo com cascas e sementes durante a fermentagao
¢ o principal fator pelos altos niveis de resveratrol nos vi-
nhos tintos, quando comparados a vinhos brancos
(Lamuela Raventos et al., 1995; Soleas et al.,1995;
Kallithraka et al., 2001). A concentragdo de resveratrol
aumenta durante a fermentacao em presenca da casca, mas
esta quantidade ¢ dependente da variedade de uva e das
condi¢des enologicas (Soleas ef al.,1995; Okuda,
Yokotsuka, 1996; Lamuela-Raventos et al., 1997,
Kallithraka ef al.,2001). A extrac¢ao do resveratrol da casca
pode ser facilitada com o etanol produzido durante o pro-
cesso de fermentacao (Threlfall ez al., 1999).

Uma das condigdes da viticultura que influenciam o
conteudo de resveratrol € a irradiagdo ultravioleta (UV)
emitida pelo sol. A incidéncia desta radiagao nos tecidos de
plantas apresenta efeito importante sobre o metabolismo
fenolico. Aluz UV do tipo B esta associada com o aumen-
to das enzimas responsaveis pela biossintese de
flavonoides, os quais podem proteger a uva da injuria por
raios UV, prevenindo o dano ao material genético da plan-
ta (Cantos et al., 2000; Cantos et al., 2003). A luz UV do
tipo C também produz um “stress’ abidtico nos tecidos da
planta e afeta o metabolismo fenolico em diferentes vias,
tanto na sintese de resveratrol como na sintese de chalcona
e seus derivados, sendo eles flavonodides, antocianinas e
compostos aromaticos (Sautter, 2003).

Mattivi e Nicolini (1993) estudaram condic¢des de
vinifica¢do que influenciam o conteudo de trans-resveratrol
como o sistema de manejo completo, maceragao carbonica,
hiperoxidagdo de mostos e condigdes de estocagem.

A maceracao carbdnica ¢ uma técnica de fabricacao
de vinhos usada principalmente, na produ¢ao de vinhos
tintos, porém, como ja foi mencionado, também na produ-
¢do de vinhos brancos (Silva et al., 1993). Este processo
usa a transformagao enzimatica natural que ocorre rapida-
mente na casca em condigdes anaerdbicas sobre CO,
(Jeandet et al., 1995). A baga sofre fermentacao

intracelular, em que o acido malico, principal composto
metabolizado, € transformado em alcool etilico e em outras
substancias (Rizzon et al., 1999).

Muitos artigos tém sido publicados descrevendo al-
gumas estimativas para avaliar o contetido de cis e trans-
resveratrol em vinhos produzidos por diferentes variedades
de uvas (Goldberg et al., 1995; Rodriguez-Delgado et al.,
2002). Segundo Souto et a/ (2001) vinhos de diversos pa-
ises apresentaram valores médios de resveratrol: Canada,
0,77 mg.L!, EUA, 0,998 mg.L"!, Grécia, 0,873 mg.L"!,
Japao, 0,157 mg.L!, Portugal, 1,00 mg.L!, Chile e Argen-
tina, 1,21 mg.L!. No Brasil, existem poucos estudos sobre
o contetido de resveratrol em vinhos. Souto et al. (2001)
apresentaram valores para resveratrol em vinhos produzi-
dos na regido Sul do Pais, sendo que em vinhos de uva
Cabernet Sauvignon amédia dos valores foi de 1,78 mg.L-
! de trans-resveratrol.

Este trabalho tem como objetivo determinar o conteti-
do de trans-resveratrol em vinhos tintos utilizando técnicas
de pos-colheita como irradiagdo UV-C seguida de
vinificacdo e maceragdo carbonica para verificar se houve
aumento no conteudo de resveratrol em relagdo a
vinificacao tradicional.

MATERIAL E METODOS

Auva Cabernet Sauvignon, cedida pela Vinicola
Velho Amancio de Santa Maria, RS, foi colhida em feve-
reiro de 2003, na Serra Gatcha, e transportada em caixas
de plastico até a Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), ficando armazenadas a temperatura de 0,5 °C,
por sete dias, quando foram divididas em duas partes. Uma
parte das uvas sofreu irradiagdo ultravioleta C (UV-C). A
outra parte foi novamente dividida pela metade. Destas,
uma parte voltou a cadmara fria e a outra sofreu maceragao
carbonica. As uvas que sofreram irradiagdo também foram
divididas em duas partes, sendo que uma voltou a camara
fria e a outra sofreu maceragao carbonica. A maceragao
carbdnica foi realizada armazenando-se as uvas em frascos
de 10 kg, em atmosfera de CO, (10%), € monitorada com
auxilio de analisador de gases e corrigida diariamente. As
uvas que ficaram armazenadas em camara fria permanece-
ram em caixas de plasticos até o inicio da vinificagao.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e trés repeticdes, sendo
que os tratamentos aplicados foram: controle (C), irradia-
¢do (I), maceracao carbonica (MC) e irradiacao seguida de
maceracdo carbonica (IMC). A unidade amostral foi de
10 kg de uvas. Os tratamentos aplicados nas uvas, bem
como as condi¢des de armazenamento destas, estdo apre-
sentados na Tabela I.
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TABELA | - Tratamentos aplicados e condigdes de
armazenamento das uvas

Tratamento Condigao de
armazenamento

Controle (C) 0,5°C

Irradiagdo UV-C 15840 J.m2 (1) 0,5°C

Maceragao carbdnica (MC)
Irradiagdo UV-C 15840 J.m™
e maceracao carbonica (IMC)

0,5°Ce CO,10%

0,5°C ¢ CO, 10%

Ap6s o término dos tratamentos, as uvas foram pe-
sadas, separadas da raquis e maceradas. Em seguida, foi
feita a correcdo do agtcar, a sulfitagem e a adi¢ao de leve-
dura comercial para proceder a fermentacao. A fermenta-
¢ao foi acompanhada através de leituras periddicas de tem-
peratura e solidos soluveis totais. Quando a fermentagao
principal chegou ao final, realizou-se a primeira trasfega.
Ap6s o término da fermentacdo secundaria, realizou-se a
segunda trasfega. Antes de proceder ao engarrafamento do
vinho foi feita mais uma sulfitagem. O vinho apds o engar-
rafamento foi estocado por dois meses.

Foram coletadas amostras das cascas das uvas, do
mosto antes de iniciar a fermentagdo, durante a fermenta-
¢do principal a cada diminuicao de 3 °Brix, apds a primei-
ra trasfega, antes do engarrafamento do vinho e apos a
estocagem por dois meses.

A extragdo do resveratrol das cascas foi feita segundo
adaptagdo do método de Cantos et al. (2000), em que as
cascas das uvas foram pesadas, adicionado 3 mL.g"! da
solucdo de metanol com 3% de 4cido férmico e trituradas
em Ultra Turrax a 24.000 rpm, por um minuto. O extrato
foi centrifugado a 5000G/10 min/-5 °C em centrifuga 5403
da marca Eppendorf®, sendo que o sobrenadante foi cole-
tado e armazenado a 5 °C.

As demais amostras (mosto e vinho) foram
centrifugadas a 5000G/10 min/-5 °C em centrifuga 5403 da
marca Eppendorf®, sendo que o sobrenadante foi coletado
e armazenado a 5 °C, para posterior analise.

Ap0s a finalizagao de todas as vinifica¢des, as amos-
tras foram novamente centrifugadas da mesma maneira,
conforme ja descrito, sendo o sobrenadante filtrado a 0,22
mm e mantido a 5 °C. No preparo para analise do resveratrol,
a amostra foi homogeneizada em banho de ultra-som
Odontobras® por 10 minutos, 500 mL foram coletados e
transferidos para vial recoberto com aluminio e analisado em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em
cromatografo liquido Agilent® equipado com bomba
quaternaria de solvente (HP 1100) operando de modo
isocratico com injetor automatico programado para 10 mL,
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detector ultravioleta (UV) e detector com arranjo de diodos
(DAD) acoplado a um sistema de integragdo ChemStation®.
A coluna analitica utilizada foi Merck® C-18 (250 nm x 4,6
mm, 5 mm) precedida a uma coluna de guarda da mesma
composi¢ao. A fase movel foi acetonitrila:agua (25:75), pH
3,0, corrigido com acido ortofosforico, temperatura de 50 °C
numa vazdao de 1,5 mL/min e detectado a 306 nm. O
cromatograma do resveratrol esta apresentado na Figura 1.
A identificagdo foi baseada no tempo de retencdo UV e a
pureza dos picos foi confirmada através do detector com
arranjos de diodos (DAD) (Sautter ef al., 2005).

tem |

& ST s

FIGURA 1 - Cromatograma do padrao de frans-resveratrol
por CLAE

A quantificacao foi baseada na curva de calibracio
do padrao de trans-resveratrol da marca ICN Biomedicals
100 mg, abrangendo as seguintes concentragdes: 1,0; 3,0;
5,0; 8,0; 10,0 mg/L, expressando os valores em mg.L.

Os resultados obtidos foram analisados estatistica-
mente através da andlise de variancia (ANOVA) e logo em
seguida, foi aplicado o teste de Duncan para comparacao
entre as médias obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolugdo de trans-resveratrol durante a fermenta-
¢do no tratamento controle, ou seja, de uvas ndo irradiadas
e sem maceragao carbonica (controle), pode ser observada
na Figura 2, por meio da qual pode-se constatar que os
valores deste composto tendem a aumentar a medida que a
fermentacao ocorre. Comportamento semelhante foi obser-
vado no tratamento de uvas irradiadas e sem maceragao
carbonica (Figura 3).

Nos tratamentos nos quais foi realizada a maceragao
carbOnica, observa-se que a concentragao de trans-
resveratrol aumentou nos primeiros dias de fermentagao,
mas comegou a diminuir apos trés (Figura 4) e seis dias
(Figura 5) de fermentag@o. Este comportamento deve-se,
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FIGURA 2 - Producéo de trans-resveratrol em fun¢ao do
tempo de fermentagdo em uva Cabernet Sauvignon (Safra
2003) ndo-irradiada e sem maceragao carbonica (controle).
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FIGURA 3 - Produgéo de trans-resveratrol em fungao do
tempo de fermentagdo em uva Cabernet Sauvignon

provavelmente, a atmosfera de CO, a qual foram subme-
tidos os mostos. A alta atmosfera de CO, pode ter inibido
a rota de formagao do resveratrol, pois para a sintese de
cada molécula desta substancia deveriam ser eliminadas
quatro moléculas de CO, (Sautter, 2003).

Observa-se no tratamento controle e naquele em que
as uvas foram submetidas somente a irradiagao, que o apice
das curvas de trans-resveratrol situa-se entre 5 ¢ 10 ° Brix,
concordando com os dados da literatura, que apresentam
uma correlagdo inversa entre a producgao de trans-
resveratrol e s6lidos soluveis totais (Lanckage, Price,
1977). Observa-se, também, que as quantidades que apa-
recem no final da fermentacdo principal foram, em média,
de 15 mg.L"!, maiores do que as encontradas nos mostos
correspondentes (2,795 mg.L' em média), em todos os tra-
tamentos.

No tratamento em que se usaram maceragao
carbonica e irradiagdo, observou-se reducao do tempo de
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FIGURA 4 - Produgio de trans-resveratrol em fungdo do
tempo de fermentacdo em uva Cabernet Sauvignon (Safra
2003) irradiada € com maceragao carbonica (IMC).

fermentacao (Figura 4), concordando com Rizzon et al.
(1999), quando observaram que os vinhos produzidos por
maceragao carbonica ficaram prontos em menor periodo de
tempo. Isto porque a baga sofre fermentagao intracelular,
em que o acido malico, principal composto metabolizado,
¢ transformado em 4alcool etilico e em outras substancias.

Os dados referentes a concentracao de trans-
resveratrol na casca da uva nos diferentes tratamentos es-
tao apresentados na Figura 6, constatou-se diferenca esta-
tistica entre todos os tratamentos. As concentragdes de
trans-resveratrol na casca das uvas nao-irradiadas e com
maceragdo carbonica foi a menor (4,25 mg.L"), quando
comparada com os outros tratamentos (6,49, 8,09 e
14,85 mg.L!, respectivamente, nos vinhos de uvas irradi-
adas e com maceragao carbdnica, vinhos de uvas nao-irra-
diadas e sem macerag¢do carbonica e vinhos de uvas irradi-
adas e sem maceracdo carbonica). A maior concentragdo de
trans-resveratrol foi observada nas cascas das uvas irradi-
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FIGURA 5 - Produgdo de trans-resveratrol em fun¢ao do
tempo de fermentacdo em uva Cabernet Sauvignon (Safra
2003) nao-irradiadas e com maceracdo carbonica (MC).
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adas. Porém, quando se associaram a irradiagdo ¢ a
macerag¢do carbOnica, a concentracao de frans-resveratrol
foi menor, quando comparado a uva sem nenhum tipo de
tratamento, € maior que nas uvas com maceracao
carbonica. Comprovou-se entdo, que a irradiagdo aumen-
tou a concentragdo de frans-resveratrol em cascas de uvas
pelo “stress” abiotico nos tecidos da planta, que afeta o
metabolismo fenolico em diferentes vias (Cantos et al.,
2000). Este fato comprova que a irradiagdo aumenta a
concentragdo de trans-resveratrol nas cascas, coincidindo
com dados previamente descritos por Sautter et al. (2005),
que determinaram a influéncia da irradiacdo na concentra-
¢ao de trans-resveratrol em sucos de uvas. Os baixos va-
lores de resveratrol encontrados quando se utilizou a
maceragao carbonica reforcam a hipotese de que esta ini-
biu a formagao de resveratrol, uma vez que para sua forma-
¢do deveriam ser eliminadas moléculas de CO,,.
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FIGURA 6 - Contetdo de trans-resveratrol na casca da
Cabernet Sauvignon (Safra 2003), submetida a diferentes
tratamentos. Letras iguais nao diferem significativamente
a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

A Figura 7 apresenta o conteudo de trans-resveratrol
no vinho ap6s a fermentagao principal, no qual procedeu-
se a operagdo de trasfega. Nesta etapa da vinificacdo, as
concentragdes da substincia estdo no apice em todos os
tratamentos, inclusive sem diferenca estatistica entre eles,
apresentando valores de 12,19 mg.L!, 18,11 mg.L"!, 16,97
mg.L'e 12,47 mg.L", respectivamente, para os tratamen-
tos com uvas nao irradiadas e sem maceragao carbonica
(controle), somente com maceragdo carbonica, somente
irradiadas e irradiadas ¢ com macera¢ao carbdnica. Este
fato ocorre devido ao esmagamento do bagago realizado
antes da primeira trasfega para maior rendimento, ocorren-
do maior liberacao de resveratrol da casca, o qual passa
para o vinho.

75

Trans-resveratrol mg/L

&
a-a

Vinho engarrafado por 2
meses

12 trasfega

Final da Vinificagao

W controle | Macerado @ Irradiado O Irradiado e Macerado

FIGURA 7 - Conteudo de trans-resveratrol durante
algumas etapas de vinificagdo do vinho de Cabernet
Sauvignon (Safra 2003). Letras iguais ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de

Duncan.
A Figura 7 mostra, também, a etapa considerada

como final da vinifica¢o, ou seja, antes do engarrafamento
do vinho, em que se observa diminui¢do de trans-
resveratrol em quase todos os tratamentos, inclusive com
diferenca estatistica entre eles. Os tratamentos com uvas
nao-irradiadas e sem maceracao carbdnica e de uvas so-
mente irradiadas diferiu estatisticamente, dos tratamentos
de uvas que sofreram somente maceragao carbonica e da-
quele em que as uvas foram irradiadas e maceradas. Estas
diminuigdes ocorrem devido, provavelmente, a precipita-
¢do dos solidos soluveis, os quais carreiam polifendis, en-
tre eles, o resveratrol, ou pela polimerizagao dos estilbenos
formando outros tipos de compostos (Sautter, 2003).

Os vinhos engarrafados e estocados por dois meses
(3" etapa do grafico) tiveram as quantidades de trans-
resveratrol diminuidas em relacdo as etapas anteriores,
possivelmente pela precipitagdo dos bitartaratos de potas-
sio e tartarato de calcio, que, juntos, carrearam boas quan-
tidade de trans-resveratrol. Permaneceram em média, 1,5
mg.L"! para vinhos produzidos com uvas irradiadas e com
maceragao carbonica e naqueles produzidos com uvas sem
nenhum tipo de tratamento, apresentando resultado seme-
lThante a Souto ez a/ (2001), que encontrou 1,78 mg.L"'em
vinhos tintos brasileiros produzidos com uvas Cabernet
Sauvignon. Segundo Jeandet et al. (1995), estas quantida-
des de trans-resveratrol devem permanecer constantes com
o passar do tempo devido a estabilidade desta substancia.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicam que, independen-
te da técnica de vinificagdo utilizada, a evolucao do contetido
de trans-resveratrol foi ascendente, ocorrendo diferencas no
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final da fermentagao. As amostras de vinhos com maceragao
carbonica apresentaram leve declinio devido a atmosfera de
CO, na qual ficaram armazenadas, inibindo, desta forma, a
rota de formacao do resveratrol. No final da fermentac@o prin-
cipal, a concentracao de trans-resveratrol foi de, aproximada-
mente, 15 mg.L"! em todos os tratamentos, chegando a 1,5
mg.L!, em média, ao fim do periodo de estocagem.

ABSTRACT

Influence of the carbonic maceration on the levels of
trans-resveratrol in cabernet sauvignon wine

The moderate consumption of wine reduces the risks of
heart diseases significantly. This effect is attributed to the

polyphenols found in the wine, in special to resveratrol
(3,5,4 -trihidroxistilbene) that it is a phytoalexin found in

the various parts of the vine, including in the skin of the

grape, as well as in other species of plants. Grapes of
cultivar Cabernet Sauvignon had been submitted to the

irradiation with ultra-violet light and carbonic

maceration and after fermented. It was proceeded all
collection from samples during the experiment, which

later had been analyzed how much to the concentration of
trans-resveratrol using the Liquid Chromatography of
High Efficiency. The of the content of trans-resveratrol was

ascendent during the vinification phases. Differences had
occurred in the end of the fermentation where the samples

of wines with carbonic maceration had presentes low de-

cline, possibly for the CO, atmosphere in which they were
stored, in this way, inhibiting the formation of resveratrol.

At the end of the main fermentation, the concentration of
trans-resveratrol was 15 mg.L” in all treatments, arriving
of 1.5 mg.L”, in average, at the end of storage period.

UNITERMS: Resveratrol. Irradiation U. Carbonic
maceration. Cabernet Sauvignon.
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