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RESUMO 

 

Reconhece-se actualmente que o vinho tem propriedades benéficas no organismo 

humano, sendo constituído por compostos que exercem uma influência positiva no 

metabolismo dos indivíduos que o consomem com regularidade e moderação. O 

resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina que está presente em 

diversos alimentos e bebidas, em particular no vinho tinto. Das várias classes de 

polifenóis existentes no vinho, o resveratrol (estilbeno) é um dos compostos mais 

estudados do ponto de vista de importância biológica, devido aos potenciais efeitos 

benéficos para a saúde humana. 

Na primeira parte deste trabalho foi desenvolvido e validado um método analítico 

sensível, com vista a determinar, quantitativamente, as concentrações de resveratrol 

em amostras de vinhos tintos portugueses, utilizando a extracção em fase sólida 

(SPE) e a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um detector de díodos 

(HPLC-DAD). Na segunda parte, foram implementadas técnicas, tais como, o método 

de difusão em disco e o método da microdiluição, que permitiram avaliar a actividade 

antimicrobiana do resveratrol em diversos microrganismos, nomeadamente bactérias 

Gram-positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e 

Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e 

Pseudomonas aeruginosa). O efeito do resveratrol em bactérias Gram-positivas foi 

também analisado, recorrendo-se às curvas de morte, de forma a tentar assim 

compreender se o resveratrol actua como um agente bactericida ou bacteriostático. 

Analisou-se, ainda, a acção do resveratrol em Bacillus cereus, recorrendo à 

microscopia e à citometria de fluxo, de forma a tentar compreender o mecanismo de 

acção deste composto. Finalmente, foi também avaliada a actividade antimicrobiana 

do resveratrol em diferentes estirpes de Helicobacter pylori, utilizando o método da 

difusão em disco e o método da diluição em agar. Para além disso, verificou-se a 

hipótese do resveratrol e amostras de vinho tinto (devidamente quantificadas na 

primeira parte deste trabalho) inibirem a actividade da urease de H. pylori, considerada 

um dos principais factores de virulência deste microrganismo. Complementou-se, 

ainda, o estudo analisando cineticamente a actividade da urease na presença do 

resveratrol. 



 

xii 

 

O método analítico foi validado de acordo com normas internacionalmente aceites 

quanto a: especificidade, linearidade, limites de detecção (LOD) e de quantificação 

(LOQ), precisão, exactidão, estabilidade e eficiência de extracção. Verificou-se ainda a 

aplicabilidade do método, analisando 186 amostras de vinhos tintos comerciais, 

provenientes de diferentes regiões, castas e anos. Os resultados obtidos 

demonstraram que os níveis de trans-resveratrol nos vinhos tintos, variaram entre 0,05 

e 10,9 µg/mL, enquanto que as concentração de cis-resveratrol variaram entre 0,04 e 

8,71 µg/mL. No que diz respeito à actividade antimicrobiana do resveratrol, verificou-se 

que este composto possui actividade contra todas as bactérias Gram-positivas em 

estudo. Os resultados demonstraram que o resveratrol tem um efeito bacteriostático 

que afecta o crescimento da célula bacteriana em todas as estirpes testadas. Quanto 

ao mecanismo de acção do resveratrol, os resultados obtidos sugerem que o 

crescimento celular do Bacillus cereus foi inibido, o que por sua vez terá levado à 

paragem da divisão celular. Na última parte deste trabalho, confirmou-se a actividade 

antibacteriana do resveratrol em diferentes estirpes de Helicobacter pylori. Para além 

disso, quer o resveratrol, quer os vinhos tintos analisados demonstraram um efeito 

inibitório na actividade da urease de Helicobacter pylori. A análise cinética revelou que 

o resveratrol é um inibidor da urease não competitivo e reversível. 

O presente trabalho contribuiu por um lado, para o melhor conhecimento do teor de 

resveratrol nos vinhos portugueses, e por outro demonstrou o potencial do resveratrol 

como agente antibacteriano, podendo no futuro ter potenciais aplicações tanto na 

conservação dos alimentos como na terapia clínica. 
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ABSTRACT 

 

It is now recognized that wine has beneficial properties for the human health, since it is 

constituted by compounds that exert a positive influence on the individuals’ 

metabolism, provided that the consumption is moderate. The phytoalexin resveratrol 

(3,4’,5-trihydroxistilbene) is commonly found in foodstuffs and drinks, particularly in red 

wine. From the various classes of polyphenols presented in wine, resveratrol (stilbene) 

is one of the most studied from the viewpoint of biological importance, due to the 

possible beneficial effects on the human health. 

In the first part of this work it was developed and validated a sensitive analytical 

method for the quantitative analysis of resveratrol in portuguese red wines, using solid-

phase extraction (SPE) and liquid chromatography coupled with diode array detector 

(HPLC-DAD). In the second part the antimicrobial activity of the compound was 

evaluated by means of different techniques, such as the disc diffusion and microdilution 

methods, and the studied microorganisms included Gram-positive (Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and Gram-negative (Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium and Pseudomonas aeruginosa) 

bacteria. We also analyzed the effect of resveratrol on Gram-positive organisms using 

time-kill assays, in order to understand whether resveratrol acts as a bactericide or 

bacteriostatic. In order to understand the mechanism of action of this compound, its 

action against Bacillus cereus was analysed by microscopy and flow cytometry. Finally, 

the antimicrobial activity of resveratrol against different strains of Helicobacter pylori 

was evaluated using both the disk diffusion and agar dilution methods. In addition, we 

verified the ability of resveratrol and red wine samples (properly quantified in the first 

part of this work) to inhibit the urease activity of H. pylori, since this is considered a 

major virulence factor of this microorganism. Moreover, we complemented the study 

analyzing kinetically urease activity in the presence of resveratrol. 

The analytical method was fully validated according to internationally accepted 

guidelines, regarding specificity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification 

(LOQ), precision, accuracy, stability and extraction efficiency. Once validated, the 

methodology was applied to 186 commercial red wine samples from different regions, 

grape varieties and vintage. The results showed that the content of trans-resveratrol in 

red wines ranged from 0.05 to 10.9 µg/mL, while the concentration of cis-resveratrol 
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ranged from 0.04 to 8.71 µg/mL. Regarding the antimicrobial activity of resveratrol, we 

found that this compound has activity against all tested Gram-positive bacteria. The 

results demonstrated that resveratrol has a bacteriostatic effect which affects bacterial 

cell growth in all tested strains. As regards the mechanism of action of resveratrol, the 

results suggest that cell growth of Bacillus cereus was inhibited, which may in turn stop 

cell division. In the last part of this work, we confirmed the antibacterial activity of 

resveratrol against different strains of Helicobacter pylori. Furthermore, both resveratrol 

and red wines showed an inhibitory effect on urease activity of Helicobacter pylori. The 

kinetic analysis revealed that resveratrol is a non-competitive and reversible inhibitor of 

urease. 

The present work contributed to the best knowledge of portuguese wines regarding the 

levels of resveratrol, and demonstrated the possible use of this compound as an 

antibacterial agent, and may in future have potential applications for both food 

preservation and clinical therapy. 
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JUSTIFICAÇÃO DO TEMA E OBJECTIVOS 

Durante as últimas décadas, os polifenóis presentes nas uvas e no vinho têm atraído 

considerável atenção da comunidade científica internacional, não só pelo seu 

importante contributo para a qualidade dos vinhos, mas também pelo seu potencial 

efeito benéfico para a saúde (SPRANGER, I. e SUN, B., 2007). Portugal possui uma 

longa tradição enquanto produtor de vinho, e existem várias regiões registadas que 

produzem vinhos de qualidade com Denominação de Origem Controlada (DOC) 

reconhecidas pela União Europeia. 

Uma das classes de polifenóis de natureza não flavonóide, os estilbenos, dos quais se 

destaca o resveratrol, têm sido objecto de intensa investigação nos últimos anos, 

essencialmente por se admitir que são compostos chave nos efeitos benéficos para a 

saúde humana. 

O resveratrol (3,4’,5- trihidroxiestilbeno) tem vindo a ser identificado como um dos 

principais compostos biologicamente activos presente não só no vinho, como noutros 

alimentos (JEANDET, P. [et al.], 1991); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c); (JEANDET, 

P. [et al.], 1995). Na uva, esta fitoalexina é sintetizada num processo induzido 

especialmente em condições de stress, trauma e infecção microbiológica, conferindo à 

planta uma protecção contra diferentes doenças (SOLEAS, G.J. [et al.], 2001). O 

resveratrol é sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isoméricas: trans-

resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4’-

trihidroxiestilbeno). As concentrações de cada um dos isómeros em diferentes 

variedades de uvas e os respectivos vinhos são extremamente variáveis, dependendo 

da origem geográfica, dos processos de vinificação, do clima e da presença de 

microrganismos (STERVBO, U. [et al.], 2007). 

Diversos autores consideram o resveratrol como uma molécula de elevadas 

potencialidades devido ao seu amplo espectro de benefícios para a saúde, 

nomeadamente o efeito antioxidante (FILIP, V. [et al.], 2003), anti-inflamatório (LEIRO, 

J.M. [et al.], 2010), cardioprotector (BRADAMANTE, S. [et al.], 2004) e ainda, como um 

quimioprotector do cancro (JANG, M. [et al.], 1997); (ATHAR, M. [et al.], 2007). Assim 

sendo, o resveratrol tem vindo a ser reconhecido como um dos compostos mais 

importante, presente no vinho, pelo que muitos procedimentos analíticos têm sido 

publicados visando a sua quantificação em diversas amostras de vinho. 
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Além das actividades acima descritas, o resveratrol tem vindo a ser objecto de estudo 

relativamente à sua capacidade de inibir o crescimento de alguns microrganismos 

patogénicos (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001); (CHAN, M.M.Y., 2002); (TEGOS, G. [et 

al.], 2002) incluindo a actividade anti-Helicobacter pylori in vitro (MAHADY, G.B. e 

PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MAHADY, G.B. [et al.], 2003); 

(MURANO, A. [et al.], 2005). 

Helicobater pylori (H. pylori) é uma bactéria que habita o muco que cobre a superfície 

do estômago e tem sido implicada na etiologia de várias patologias gástricas, 

nomeadamente a gastrite crónica, úlcera péptica, cancro gástrico e linfomas. 

Recentemente, tem-se verificado que a maioria dos adultos (aproximadamente metade 

da população mundial) está colonizada por H. pylori (DE VRIES, A.C. e KUIPERS, 

E.J., 2007). Apesar de serem comercializados vários agentes antimicrobianos eficazes 

contra H. pylori, o desenvolvimento de resistência a esses agentes, complica a 

terapêutica da infecção de H. pylori e é a causa mais comum para o insucesso da sua 

erradicação (THYAGARAJAN, S.P. [et al.], 2003); (TORACCHIO, S. e MARZIO, L., 

2003). 

Apesar de poucos, os estudos existentes, até à data, têm proposto que o resveratrol 

inibe efectivamente o crescimento de H. pylori, pelo que este composto será 

particularmente atractivo na quimioprevenção contra as diversas patologias 

associadas a este microrganismo (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); 

(DAROCH, F. [et al.], 2001); (ATHAR, M. [et al.], 2007). 

Durante o último século, os agentes antimicrobianos (antibióticos e outros fármacos 

relacionados) reduziram substancialmente a ameaça associada às doenças 

infecciosas. No entanto, a adaptação dos microrganismos aos agentes 

antimicrobianos usados fez com que o desenvolvimento, a proliferação e a 

persistência da resistência antimicrobiana seja, actualmente, um dos maiores 

problemas de saúde pública, tornando urgente a descoberta de novos fármacos com 

propriedades antimicrobianas (OVERBYE, K.M. e BARRETT, J.F., 2005); (BUTLER, 

M.S. e BUSS, A.D., 2006) 

O presente trabalho englobou duas partes distintas: por um lado uma vertente analítica 

e por outro uma vertente microbiológica. Desta forma, os objectivos principais deste 

estudo foram: 
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 Desenvolver um método analítico inovador e sensível, com vista a determinar 

os teores de resveratrol em amostras de vinhos tintos portugueses, na sua 

maioria de Denominação de Origem Controlada (DOC) provenientes não só, da 

região da Beira Interior, mas também de outras regiões do país, 

nomeadamente da região dos Vinhos Verdes, Douro, Alentejo, Ribatejo, 

Bairrada, Dão e Península de Setúbal. 

 

 Comparar vários procedimentos extractivos recorrendo a uma extracção 

líquido-liquído (LLE) e uma extracção em fase sólida (SPE), sendo o 

resveratrol posteriormente detectado e quantificado utilizando a cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada a um detector de díodos (DAD). 

 

 Estudar as propriedades antimicrobianas do resveratrol, avaliando a sua 

capacidade de inibir o crescimento de alguns microrganismos patogénicos, 

nomeadamente bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas. 

 

 Analisar a acção do resveratrol em Bacillus cereus, recorrendo à microscopia 

óptica, à microscopia electrónica de varrimento (SEM) e ainda à citometria de 

fluxo, com o objectivo de tentar compreender o mecanismo de acção deste 

composto sobre este microrganismo. 

 

 Avaliar a actividade antimicrobiana do resveratrol em estirpes clínicas e de 

referência de Helicobacter pylori. 

 

 Verificar a hipótese do resveratrol e amostras de vinho tinto (devidamente 

quantificadas na primeira parte deste trabalho), inibirem a actividade da urease 

de H. pylori, considerada um dos principais factores de virulência deste 

microrganismo. 

 

 Caracterizar cineticamente a actividade da urease na presença do resveratrol.  
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1. RESVERATROL 

1.1. DESCOBERTA HISTÓRICA 

A palavra resveratrol tem origem latina, onde ―res‖ significa ―procede de‖, ―veratrum‖ 

designa a planta onde foi inicialmente descoberto o composto e ―ol‖ indica a presença 

de grupos álcool na sua estrutura. 

O resveratrol foi identificado pela primeira vez em 1940, nas raízes de um tipo de lírio, 

denominado por heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) (TAKAOKA, M., 

1940) e, posteriormente, nas raízes do Polygonum cuspidatum (NONOMURA, S. [et 

al.], 1963). Esta última planta é utilizada na medicina tradicional chinesa e japonesa no 

tratamento da dermatite supurativa, gonorréia, pé de atleta (Tinea pedis), e 

dislipidemia (SOLEAS, G.J. [et al.], 1997a). Anos mais tarde, em 1976, o resveratrol foi 

identificado nas uvas da espécie Vitis vinifera (LANGCAKE, P. e PRYCE, R.J., 1976), 

pelo que vários estudos têm vindo a descrever a presença de resveratrol 

principalmente na película da uva (CREASY, L.L. e COFFEE, M., 1988); (JEANDET, 

P. [et al.], 1991). 

Porém, se até 1992 o resveratrol atraía pouco interesse da comunidade científica, a 

partir deste ano, este composto foi identificado como sendo o principal responsável 

pelos efeitos cardioprotectores do vinho tinto (SIEMANN, E.H. e CREASY, L.L., 1992). 

Esta descoberta teve lugar no momento em que estudos epidemiológicos 

evidenciavam que o consumo moderado de vinho diminuía o risco de doenças 

coronárias, o que levou à compreensão do chamado ―Paradoxo Francês‖, segundo o 

qual haveria uma correlação inversa entre o consumo de vinho tinto e a incidência de 

doenças coronárias, o que explicaria uma taxa de doenças cardiovasculares 

surpreendentemente baixa, em França (RENAUD, S. e DELORGERIL, M., 1992); 

(KOPP, P., 1998). 

Desde então, dezenas de trabalhos são publicados anualmente demonstrando que o 

resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressão de diversas doenças, 

nomeadamente, o cancro (JANG, M. [et al.], 1997), as doenças cardiovasculares 

(BRADAMANTE, S. [et al.], 2004) e neurodegenerativas (JANG, J.H. e SURH, Y.J., 

2003); (ZAMIN, L.L. [et al.], 2006). Tem vindo, ainda, a ser evidenciado que o 

resveratrol pode mimetizar os efeitos da restrição calórica e prevenir diversos 



Capítulo I - Revisão da Literatura

 

____________________________________________________________________________ 

4 

processos de envelhecimento, aumentando a longevidade (BAUR, J.A. e SINCLAIR, 

D.A., 2006). 

 

1.2. BIOSSÍNTESE DO RESVERATROL 

Nas uvas, o resveratrol, é normalmente sintetizado na película, sendo o pico da sua 

síntese alcançado durante o ciclo de formação e maturação das uvas (JEANDET, P. 

[et al.], 1991); (SUN, B. [et al.], 2006); (MORENO, A. [et al.], 2008). A enzima principal 

na biossíntese do resveratrol é a estilbeno sintetase (RUPPRICH, N. e KINDL, H., 

1978), que é activada em resposta a factores de stress exógenos, tais como, radiação 

ultravioleta, ataque de fungos patogénicos e agentes químicos. Esta enzima catalisa a 

reacção entre uma molécula de p-cumaril-coenzima A e três moléculas de malonil- 

coenzima A (Figura 1), levando à síntese do resveratrol na área afectada (SOLEAS, 

G.J. [et al.], 1997a); (JEANDET, P., 2002); (SIGNORELLI, P. e GHIDONI, R., 2005). 

 

Figura 1- Biossíntese do resveratrol (adaptado de (SIGNORELLI, P. e GHIDONI, R., 2005)). 
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Na uva, o resveratrol é sintetizado na película do fruto em concentrações que 

dependem de diversos factores, como o tipo, a intensidade e a duração do stress sob 

o qual se encontra a videira durante a fase frutífera, ou ainda do estágio de 

desenvolvimento do fruto (PAN, Q.H. [et al.], 2009). O stress pode ser originado por 

factores bióticos como por exemplo lesões na uva decorrentes da acção fúngica, 

principalmente pela espécie Botrytis cinerea e por factores abióticos, como a 

exposição à radiação ultravioleta (ADRIAN, M. [et al.], 1996); (DOUILLET-BREUIL, 

A.C. [et al.], 1999) e agentes químicos (ADRIAN, M. [et al.], 1996). Assim, para a 

obtenção de elevadas concentrações de resveratrol nas uvas são de extrema 

importância as condições de viticultura, a origem geográfica, os factores ambientais e 

ainda, as variedades da uva (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995a). 

 

1.3. PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

Os estilbenos constituem uma das famílias de compostos polifenólicos, presentes nas 

uvas e consequentemente em produtos derivados das mesmas, como o vinho. Estes 

compostos caracterizam-se por possuírem um esqueleto de carbonos característico 

C6-C2-C6 que comporta dois anéis benzénicos, geralmente ligados por uma cadeia 

com um etano ou um etileno, sendo o resveratrol um dos principais compostos 

pertencente à classe dos estilbenos. 

Quimicamente o resveratrol é designado por 3, 4´, 5, -trihidroxiestilbeno e existe na 

natureza sob duas formas isoméricas, denominadas por trans (A) e por cis-resveratrol 

(B) (Figura 2). O isómero trans-resveratrol é convertido em cis-resveratrol na presença 

de radiação ultravioleta (LOPEZ-HERNANDEZ, J. [et al.], 2007), e ambos os isómeros 

estão presentes em quantidades variáveis nos vinhos comerciais (GOLDBERG, D.M. 

[et al.], 1995b). 

HO

OH

OH
A

                   

OH

OH

OH

B

 

Figura 2- Estrutura química dos isómeros (A) trans- e (B) cis-resveratrol. 
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Quanto aos parâmetros físico-quimicos, o resveratrol apresenta-se sob a forma de 

cristal de cor branca, com fórmula molecular C14H12O3, e respectiva massa molecular 

de 228 g/mol, ponto de fusão entre 253ºC e 255ºC, e pKa de 9,14. Possui elevada 

solubilidade em diversos solventes orgânicos, tais como, etanol, metanol, 

dimetilsulfóxido, acetona e acetonitrilo, e apresenta uma baixa solubilidade em água 

(0,03 mg/mL). No que diz respeito à estabilidade, deve ser armazenado entre os 2ºC e 

os 8ºC e devidamente protegido da luz (BUDAVARI, S., 1996). 

Ambos, o trans- e o cis-resveratrol podem também ser encontrados nas plantas sob a 

forma glicosilada (ligados a uma molécula de glucose), como por exemplo o 

resveratrol-3-O-β-glucósido comummente designado por piceid (SUN, B. [et al.], 2006). 

Na Figura 3 encontram-se representados alguns dos derivados mais comuns de 

resveratrol. 

 

Figura 3- Derivados do resveratrol (adaptado de (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010)). 
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1.4. PRINCIPAIS FONTES DE RESVERATROL 

O resveratrol é uma fitoalexina (classe de compostos cuja síntese é induzida em 

condições de stress e em condições ambientais adversas) (LANGCAKE, P. e PRYCE, 

R.J., 1976); (SOLEAS, G.J. [et al.], 2001), sendo produzido naturalmente por várias 

famílias de plantas. Aproximadamente 72 espécies de plantas distribuídas por 31 

géneros e 12 famílias foram descritas como capazes de sintetizar facilmente o 

resveratrol (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010). Dessas plantas destacam-se, devido 

aos seus reconhecidos efeitos terapêuticos, o amendoim (Arachis hypogacea, 

Fabaceae) (CHUKWUMAH, Y. [et al.], 2009), o eucalipto (Eucalyptus wandoo, 

Myrtaaceae) (HATHWAY, D.E. e SEAKINS, J.W., 1959), o Kon-jo-kon (Polygonum 

cuspidatum) (DU, F.Y. [et al.], 2007) e a uva (Vitis vinifera e Vitis labrusca, Vitaceae) 

(LANGCAKE, P. e PRYCE, R.J., 1976); (JEANDET, P. [et al.], 1991); (DOUILLET-

BREUIL, A.C. [et al.], 1999); (FREMONT, L., 2000). Na Figura 4 encontram-se 

representadas algumas espécies de plantas e frutos com capacidade de sintetizar 

naturalmente o resveratrol. 

 

 

Figura 4- Fontes de resveratrol (adaptado de (SHISHODIA, S. e AGGARWAL, B.B., 2006)). 
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As espécies de videiras Vitis vinifera e Vitis labrusca possuem uma elevada 

capacidade de sintetizar o resveratrol (FREMONT, L., 2000) destacando-se as 

variedades Pinot Noir, Merlot e Carbenet Sauvignon (GOLDBERG, D.M. [et al.], 

1995b); (ROMERO-PEREZ, A.I. [et al.], 2001). Assim, as uvas juntamente com todos 

os seus produtos industrializados constituem importantes fontes de resveratrol (PAN, 

Q.H. [et al.], 2009). 

Com o crescente desenvolvimento e adaptações das metodologias tem vindo a ser 

possível isolar e caracterizar o resveratrol em diferentes amostras tais como, produtos 

alimentares (SOUTO, A.A. [et al.], 2001); (CARERI, M. [et al.], 2003); (WANG, S.Y. [et 

al.], 2007) e amostras biológicas após administração de alimentos e soluções com 

elevado teor de resveratrol (WALLE, T. [et al.], 2004). 

Na Tabela 1 encontram-se representadas as diferentes concentrações de trans-

resveratrol, presentes em alimentos que fazem parte da dieta humana. 
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Tabela 1- Níveis de trans- resveratrol presentes em diversos alimentos. 

Fonte 
Concentração de 
trans- resveratrol 

(µg/mL) 
Referência 

Mirtilo 0,03 (LYONS, M.M. [et al.], 2003) 

Uva (Öküzgözü, Tinta) 0,10 (GURBUZ, O. [et al.], 2007) 

Morango 0,11 (WANG, S.Y. [et al.], 2007) 

Amendoins Torrados (Yeojoo) 0,13 (LEE, S.S. [et al.], 2004) 

Uva (Emir, Branco) 0,29 (GURBUZ, O. [et al.], 2007) 

Amendoim (Jeokwang) 0,30 (LEE, S.S. [et al.], 2004) 

Manteiga de Amendoim 0,30 (BURNS, J. [et al.], 2002) 

Amendoim (Virginia NC-18016) 0,31 (SANDERS, T.H. [et al.], 2000) 

Chocolate negro 0,40 (COUNET, C. [et al.], 2006) 

Vinho (Emir, Branco) 1,20 (GURBUZ, O. [et al.], 2007) 

Pistachio (Siirt) 1,53 
(TOKUSOGLU, O. [et al.], 

2005) 

Pistachio (Ohali) 1,67 
(TOKUSOGLU, O. [et al.], 

2005) 

Vinho (Carbenet Sauvignon, Tinto) 1,70 (STERVBO, U. [et al.], 2007) 

Amendoim (Espanha) 1,79 (SANDERS, T.H. [et al.], 2000) 

Groselha 1,90 (CHIOU, A. [et al.], 2007) 

Amendoim (Çerezlik 5025) 1,92 
(TOKUSOGLU, O. [et al.], 

2005) 

Vinho (Merlot, tinto) 2,80 (STERVBO, U. [et al.], 2007) 

Vinho (Pinot Noir, tinto) 3,60 (STERVBO, U. [et al.], 2007) 

Lúpulo 6,00 
(JERKOVIC, V. e COLLIN, S., 

2007) 

Fonte: (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010) 

 

O resveratrol é, pois, uma fitoalexina que se encontra presente em diversos produtos 

alimentares e a mais amplamente analisada. 

 

1.4.1. VINHO 

As bases científicas que permitiram evidenciar as qualidades e potencialidades do 

vinho tiveram início em 1924, a partir da fundação da Organization Internacional de la 

Vigne et du Vin (OIV). A primeira missão que lhe foi atribuída consistiu na elaboração 

de um plano de experiências científicas de modo a evidenciar as qualidades higiénicas 
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do vinho e os seus efeitos benéficos na saúde humana (REGO, D. e RODRIGUES, C., 

2005). 

Desde então, têm vindo a ser desenvolvidos diversos trabalhos sobre os efeitos do 

consumo moderado de vinho na saúde humana (SOLEAS, G.J. [et al.], 1997b); 

(LUZZA, F. [et al.], 1998); (DE LORIMIER, A.A., 2000); (SAVINO, M. [et al.], 2007); 

(TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010). 

No geral, os principais constituintes do vinho são: água (80-85%), álcoois (10-17%), 

açúcares (0,1-10%), ácidos orgânicos (0,4-1,0%), polifenóis (0,01-0,5%) e sais (0,2-

4,0%). Cada uma destas classes é composta por dezenas, ou até mesmo centenas de 

compostos químicos. Assim, a obtenção de um vinho de alta qualidade pressupõem 

um profundo conhecimento dos compostos químicos naturais presentes nas uvas, 

bem como dos processos envolvidos na elaboração do vinho e dos equipamentos 

utilizados. 

A presença de resveratrol tem vindo a ser detectada em vários tipos de vinho, sendo a 

sua concentração dependente de vários factores, tais como, tipo de casta utilizada, 

origem geográfica, tipo de vinho, práticas enológicas, condições climatéricas e grau de 

contaminação da planta por Botrytis cinerea, fungo responsável pela podridão das 

uvas (STERVBO, U. [et al.], 2007). 

As diferentes concentrações de trans-resveratrol podem ainda ser influenciadas pela 

própria capacidade intrínseca de síntese da casta utilizada. Assim, altas 

concentrações (10 µg/mL) encontram-se, principalmente, em vinhos que tiveram 

contacto prolongado entre o mosto e a película, e menores concentrações (0,3 µg/mL) 

geralmente estão presentes em vinhos brancos. Normalmente, o conteúdo de trans-

resveratrol nos vinhos situa-se entre 0,1 – 14,3 µg/mL, não exercendo influência nas 

características sensoriais (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2002); (MARK, L. [et 

al.], 2005). De salientar que, nos vinhos tintos a concentração de resveratrol é superior 

à dos vinhos brancos (SIEMANN, E.H. e CREASY, L.L., 1992). 

Um artigo de revisão recente (STERVBO, U. [et al.], 2007) descreve um estudo 

comparativo das concentrações de resveratrol em amostras de vinho tinto 

provenientes de diversos países. O referido trabalho põe em evidência os diferentes 

níveis de trans- e cis-resveratrol, e respectivos glucósidos (trans- e cis-piceid) 

baseando-se num total de 31 artigos. Assim, em diferentes vinhos monovarietais, os 
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níveis de resveratrol mais elevados foram encontrados em vinhos provenientes das 

castas: Pinot Noir, St. Laurent, Marzemino, Merlot e Blaufrankisch, com níveis de 

trans-resveratrol na ordem dos: 3,6 µg/mL, 3,2 µg/mL, 3,0 µg/mL, 2,8 µg/mL e 2,6 

µg/mL, respectivamente (STERVBO, U. [et al.], 2007). No que diz respeito aos vinhos 

provenientes de várias regiões, neste artigo de revisão, verifica-se que o valor médio 

dos níveis de trans-resveratrol varia substancialmente de região para região. O valor 

médio da concentração de trans-resveratrol, baseado em 511 amostras de 18 países 

diferentes, foi de 1,9 µg/mL (STERVBO, U. [et al.], 2007), sendo que o teor mais 

elevado de trans-resveratrol foi de 14,3 µg/mL, quantificado num vinho tinto húngaro 

(MARK, L. [et al.], 2005). No entanto, de acordo com a literatura consultada existe um 

estudo posterior que obtém um nível de resveratrol de 57,7 µg/mL num vinho tinto 

português (PAIXAO, N. [et al.], 2008). 

As diferenças observadas, quer em termos da variedade de castas, quer em termos 

das diferentes regiões, poderão ser explicadas tendo em conta factores de stress 

exógenos, bem como as diferentes técnicas de vinificação a que são sujeitas as 

diferentes amostras de vinho tinto (BAVARESCO, L., 2003). Quanto aos níveis médios 

da concentração de cis-resveratrol verificou-se que são inferiores aos do trans-

resveratrol (STERVBO, U. [et al.], 2007). 

Uma vez que o presente estudo incide sobre a análise do resveratrol em amostras de 

vinhos tintos portugueses, na Tabela 2 apresenta-se uma revisão bibliográfica de 

todos os estudos realizados até à data. De salientar que os níveis de trans- resveratrol 

em amostras de vinho tinto português possuem uma média de 1,7 µg/mL, e em 

Portugal continental uma média de 1,3 µg/mL. 
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Tabela 2- Níveis de resveratrol presentes em vinhos tintos portugueses. 

ND- Não Determinado 

Uma vez que o resveratrol é produzido em resposta a factores exógenos prevê-se que 

os seus níveis no vinho tinto variem entre regiões e anos de colheita, sendo que várias 

publicações põem grande ênfase neste facto (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c); 

(GOLDBERG, D.M. [et al.], 1996); (MARTINEZ-ORTEGA, M.V. [et al.], 2000). 

Contudo, durante o processo de produção de vinho vários factores podem afectar os 

níveis de trans-resveratrol no vinho tinto, tais como, um aumento da temperatura, um 

aumento nos níveis de SO2 e /ou uma diminuição no pH, o que resulta em elevados 

níveis de resveratrol (TRELA, B.C. e WATERHOUSE, A.L., 1996); (NETZEL, M. [et 

al.], 2003); (GAMBUTI, A. [et al.], 2004). 

 

 

 

Número 
de 

Amostras 
Região Castas Ano 

Concentração média 
(µg/mL) 

Referência 
trans- 

resveratrol 
cis- 

resveratrol 

4 Madeira blend ND 0,98 ND 
(PEREIRA, V. 
[et al.], 2010) 

14 Madeira blend ND 0,17 ND 
(RUDNITSKAY

A, A. [et al.], 
2010) 

3 
Península 
de Setúbal 

blend 2004 0,10 ND 
(BRAVO, M.N. 
[et al.], 2008) 

5 Madeira 
monovarietal 

e blend 
2004 19,60 ND 

(PAIXAO, N. [et 
al.], 2008) 

1 Alentejo monovarietal 2005 1,47 ND 
(NAVE, F. [et 

al.], 2007) 

47 Alentejo blend 1999 0,69 ND 
(RATOLA, N. 
[et al.], 2004) 

36 12 Regiões 
monovarietal 

blend 
1993-
1998 

2,01 0,43 
(BAPTISTA, 
J.A.B. [et al.], 

2001) 

39 ND 
monovarietal 

blend 
ND 1,06 2,50 

(LIMA, M.T.R. 
[et al.], 1999) 

1 Porto ND ND 2,26 0,60 
(GU, X. [et al.], 

1999) 

26 ND ND ND 1,64 ND 
(GOLDBERG, 
D.M. [et al.], 

1995c) 
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1.5. BIODISPONIBILIDADE 

Nos últimos dez anos têm sido realizados vários estudos, in vitro, in vivo e ex vivo, que 

pretendem esclarecer a disposição, metabolismo e consequente biodisponibilidade do 

resveratrol. Em todos os modelos testados, o resveratrol demonstrou ser rapidamente 

absorvido após administração oral, sendo que esta absorção não é favorecida por 

conteúdos alcoólicos semelhantes aos observados no vinho tinto (BERTELLI, A.A. [et 

al.], 1996); (ANDLAUER, W. [et al.], 2000); (KUHNLE, G. [et al.], 2000); (SOLEAS, G.J. 

[et al.], 2001); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (MENG, X.F. [et al.], 2004); (WALLE, 

T. [et al.], 2004). O resveratrol atinge concentrações plasmáticas máximas aos 15 

minutos em ratinhos e entre 30 a 60 minutos em humanos (SOLEAS, G.J. [et al.], 

2001); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (WALLE, T. [et al.], 

2004). Uma vez absorvido, o resveratrol é metabolizado, quer nas células intestinais, 

quer no fígado, sendo o resveratrol-3-glucurónido e o resveratrol-3-sulfato (Figura 3), 

os principais metabolitos identificados (DE SANTI, C. [et al.], 2000a); (DE SANTI, C. 

[et al.], 2000b); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (MENG, X.F. 

[et al.], 2004); (WALLE, T. [et al.], 2004). Estes constituem as principais formas de 

resveratrol circulante no plasma. 

Em humanos, tem sido sugerida uma recirculação entérica dos metabolitos 

conjugados após hidrólise intestinal (WALLE, T. [et al.], 2004). Esta hipótese é apoiada 

por estudos em ratinhos onde se observou que a recirculação entero-hepática é 

responsável pela exposição sistémica global do resveratrol e dos seus glucurónidos 

(MARIER, J.F. [et al.], 2002); (WALLE, T. [et al.], 2004). O resveratrol e os seus 

metabolitos distribuem-se por vários órgãos, nomeadamente o fígado, o coração e os 

rins (BERTELLI, A.A.E. [et al.], 1998), sendo os rins a principal via de excreção 

(SOLEAS, G.J. [et al.], 2001); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); 

(WALLE, T. [et al.], 2004). Todos os estudos em humanos foram realizados com um 

baixo número de indivíduos, o que poderá constituir um problema dada a variabilidade 

inter-individual na metabolização de xenobióticos. No entanto, a ausência de 

diferenças significativas nos resultados obtidos entre espécies diferentes, parece 

reduzir o significado dos resultados obtidos em humanos. 

Apesar de vários esforços despendidos na tentativa de obter conhecimentos in vivo 

acerca da absorção, do metabolismo e da distribuição do resveratrol nos diversos 

tecidos, os estudos debatem-se com diversas dificuldades, tais como, na detecção e 

quantificação do resveratrol devido à sua rápida absorção pelo intestino, na limitada 
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estabilidade dos metabolitos, na ampla distribuição pelos órgãos após a ingestão e na 

rápida eliminação (LEONARD, S.S. [et al.], 2003). Actualmente, existem fortes 

evidências de que o resveratrol acumulado nas células epiteliais ao longo do tracto 

gastrointestinal, em conjunto com os metabolitos formados, acarreta benefícios para a 

saúde (WALLE, T. [et al.], 2004). Contudo, o impacto de componentes da dieta na 

biodisponibilidade do resveratrol permanece por esclarecer. 
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2. IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO RESVERATROL 

Uma revisão aprofundada da literatura evidencia os avanços na instrumentação e 

metodologia analítica aplicadas aos compostos fenólicos, particularmente o resveratrol 

e respectivos derivados presentes nos vinhos. Nos últimos anos diversos trabalhos 

têm sido efectuados com vista à optimização das condições de preparação da 

amostra, nomeadamente no que se refere à utilização de modos de extracção e 

análise adequados (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5- Metodologias utilizadas na determinação de resveratrol em alimentos, bebidas e 
plantas. Abreviaturas: LLE, extracção líquido-líquido (liquid-liquid extraction); SPE, extracção 
em fase sólida (solid-phase extraction); ID, injecção directa; SPME, microextracção em fase 
sólida (solid phase micro-extraction); SBSE, extracção sortiva em barra de agitação; GC-MS, 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (gas chromatography-mass 
spectrometry); LC, cromatografia líquida (liquid chromatography); DAD, detector de díodos 
(diode array detector); FLD, detector de fluorescência (fluorescence detector); ED, detector 
electroquímico (electrochemical detector); MS, espectrometria de massa (mass spectrometry) e 
CE, electroforese capilar (cappilary electrophoresis). 
 

Na análise do resveratrol em vinho têm sido utilizadas técnicas de extracção líquido-

líquido (LLE) (CELOTTI, E. [et al.], 1996); (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 

2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007); (NAVE, F. [et al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al.], 

2008); (FANZONE, M. [et al.], 2010) de extracção em fase sólida (SPE) (GAMOH, K. e 

NAKASHIMA, K., 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); (DOMINGUEZ, C. [et al.], 

2001); (GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU, M. [et al.], 2006); (MERCOLINI, L. [et 

Alimentos/Bebidas/Plantas 

•LLE 

•SPE 

•ID 

•SPME 

•SBSE 

Pré-tratamento da Amostra 

•GC-MS 

•LC (UV, DAD, FLD, ED, MS) 

•CE (UV, DAD, FLD, ED, MS) 

Análise Intrumental 
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al.], 2008), injecção directa (sem preparação prévia da amostra) (GOLDBERG, D.M. 

[et al.], 1996); (LOPEZ, M. [et al.], 2001); (LA TORRE, G.L. [et al.], 2006); (DE 

QUIROS, A.R.B. [et al.], 2007); (FEIJOO, O. [et al.], 2008) e, mais recentemente, a 

microextracção em fase sólida (SPME) (VINAS, P. [et al.], 2008); (VINAS, P. [et al.], 

2009) e a extracção sortiva em barra de agitação (SBSE) (VINAS, P. [et al.], 2008). De 

um modo geral, as amostras de vinho são filtradas e/ou centrifugadas e injectadas 

directamente no sistema de separação, ou mais frequentemente os analitos são 

isolados utilizando a extracção líquido-líquido (LLE) ou a extracção em fase sólida 

(SPE). A elevada complexidade das amostras de vinho torna essencial a optimização 

da sua preparação utilizando nos processos extractivos diferentes solventes como 

metanol, etanol, isopropanol, acetonitrilo, acetato de etilo, éter dietílico e 

diclorometano. 

Após a preparação da amostra, um dos passos críticos consiste na selecção da 

metodologia analítica mais adequada para a identificação e quantificação do composto 

em estudo. Técnicas analíticas modernas, como a micro cromatografia líquida de alta 

eficiência (µ-HPLC) (DUGO, G. [et al.], 2006); (FAN, E. [et al.], 2008), a cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS-MS) (CANTOS, E. [et al.], 2003); 

(VLASE, L. [et al.], 2009) e/ou a ressonância ciclotrónia de iões com transformada de 

Fourier (FTICR-MS)) (JIANG, L.Y. [et al.], 2010), a desadsorção por laser assistida por 

matriz acoplada à espectrometria de massa (MALDI-MS) (SPACIL, Z. [et al.], 2009), a 

laser desorption coupled with resonance-enhanced multiphoton ionization and time-of-

flight mass spectrometry detection (LD-REMPI-TOFMS) (OREA, J.M. [et al.], 2001); 

(SANCHEZ, J.B.J. [et al.], 2005) e a eletroforese capilar (CE) (DOBIASOVA, Z. [et al.], 

2002); (SPANILA, M. [et al.], 2005), têm fornecido dados importantes sobre a detecção 

do resveratrol em amostras de vinho. Contudo, é importante salientar que a análise 

deste composto, em amostras de produtos da vinha e do vinho é complicada dada a 

grande diversidade de compostos e os diferentes teores em que estão presentes. A 

cromatografia líquida é pois, a técnica de eleição para separar e quantificar o 

resveratrol em vinhos e seus derivados. A separação cromatográfica é efectuada, na 

maioria dos trabalhos, com colunas de fase reversa C18 com sistemas de solventes 

binários (eluição por gradiente), usando como eluentes água acidificada e um solvente 

orgânico polar como o acetonitrilo ou metanol (CANTOS, E. [et al.], 2000); (CANTOS, 

E. [et al.], 2000); (BELLOMARINO, S.A. [et al.], 2010); (CVEJIC, J.M. [et al.], 2010); 

(PEREIRA, V. [et al.], 2010). Métodos de detecção espectroscópicos que envolvem 

radiação da zona UV e visível (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (VIAN, 
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M.A. [et al.], 2005); (TAROLA, A.M. [et al.], 2007); (LA TORRE, G.L. [et al.], 2006) têm 

sido bastante utilizados dado que o resveratrol apresenta absorção característica 

nesta região do espectro e, deste modo, pode ser facilmente detectado. Outros 

métodos de detecção utilizados são o detector de fluorescência (SANCHEZ, J.B.J. [et 

al.], 2005); (DE QUIROS, A.R.B. [et al.], 2007) e o detector electroquímico (ZHU, Y.X. 

[et al.], 2000); (KOLOUCHOVA-HANZLIKOVA, I. [et al.], 2004). 

A cromatografia líquida é sem dúvida a técnica analítica mais utilizada devido aos 

avanços tecnológicos que tem sofrido, nomeadamente o acoplamento com a 

espectrometria de massa. De facto, esta técnica tem sido aplicada na análise de trans-

resveratrol não só em amostras de vinho tinto como também nas uvas e em produtos 

da vinificação (CARERI, M. [et al.], 2003); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008); (BUIARELLI, 

F. [et al.], 2006); (PUSSA, T. [et al.], 2006). No âmbito do presente trabalho, embora 

inicialmente estivesse previsto comparar duas metodologias analíticas para a 

quantificação de cis- e trans- resveratrol em amostras de vinho tinto, foi verificado no 

caso do LC-MS, o aparecimento de carryover no espectrómetro de massa, pelo que 

após cada injecção era necessário efectuar diversas limpezas, aumentando 

consideravelmente o tempo entre cada análise. Deste modo, foi utilizada como técnica 

analítica a cromatografia líquida acoplada a um detector de díodos (HPLC-DAD), 

sendo esta também uma técnica muito utilizada. De um modo geral, podemos afirmar 

que a sensibilidade é inferior à demonstrada com um detector de espectrometria de 

massa, no entanto como se pode verificar no artigo I do capítulo II- parte experimental 

deste trabalho, para as concentrações normalmente detectadas dos compostos em 

estudo em amostras de vinho, esta revelou ser uma técnica sensível, sem efeitos de 

carryover e com custos adicionais inferiores. 

No que diz respeito, à cromatografia gasosa com espectrometria de massa, embora 

existam estudos reportados na literatura, este método de análise acarreta alguns 

inconvenientes na determinação do resveratrol em amostras de vinho. De salientar a 

necessidade de efectuar uma derivatização prévia da amostra, a fim de aumentar a 

volatilidade deste composto, e ainda dependendo da metodologia utilizada, poderá 

resultar numa certa isomerização do trans-resveratrol em cis-resveratrol (TRELA, B.C. 

e WATERHOUSE, A.L., 1996). 

Na Tabela 3 apresenta-se uma revisão da literatura, dos artigos publicados em 

revistas com arbitragem científica, das principais metodologias analíticas utilizadas na 

determinação de resveratrol em amostras de vinho e seus derivados. Para tal, 
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utilizaram-se as bases de dados de artigos científicos, Pubmed e ISI Web of 

Knowledge, com as palavras-chave “resveratrol”, ”wine” e “analytical methods”. 
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Tabela 3- Revisão das metodologias analíticas que visam a determinação de resveratrol em amostras de vinho e derivados. 

Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho 
australiano 

0,020 ID 
Gradiente: solvente A metanol e 
solvente B Ácido trifluoroacético 

(0,1%, v/v) 

Chromolith 
Performance 
RP-18e (100 

mm ×4,6 mm); 
Merck, Kilsyth, 
Vic., Australia 

3,0 
HPLC-CID 

LC-MS 
ND 

(BELLOMARINO, 
S.A. [et al.], 2010) 

Vinho tinto 
comercial 

0,5 
LLE 
SPE 

Isocrático: mistura acetonitrilo-
ácido fosfórico (0,04%), (18:82, 

v/v)  

Coluna Nova-
Pak C18, (150 
mm×3,9 mm, 

4µm); Waters 

Millipore 

ND 
HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

0,018/0,030; 
ND 

(GODOY-
CABALLERO 

MDEL, P. [et al.], 
2010) 

Vinho tinto, 
branco e 
rosé de 
origem 
sérvia 

5 SPE 

Gradiente: solvente A: acetonitrilo-
ácido acético-água (20:2:78, v/v/v), 

solvente B: acetonitrilo-ácido 
acético-água (90:2:8, v/v/v) 

Coluna de fase 
reversa C18 

1,0 HPLC-DAD 0,02 
(CVEJIC, J.M. [et 

al.], 2010) 

Vinho 
argentino 

50 LLE 

Gradiente: solvente A, água/ácido 
acético (98:2, v/v) e solvente B, 
água/acetonitrilo/ácido acético, 

78:20:2, v/v/v) 

Coluna de fase 
reversa Nova-
Pak C18 (300 

mm x 3,9 mm, 4 
μm); Waters 

Corp.; T= 20 ºC 

1,0-1,2 HPLC-DAD ND 
(FANZONE, M. [et 

al.], 2010) 

Uvas 1 Kg LLE 
Isocrático: 43% metanol e 57% 

água 

Coluna de fase 
reversa C8 (150 
mm x 4,6 mm, 5 

μm) 

0,7 
LC-MS-MS 
FTICR-MS 

ND 
(JIANG, L.Y. [et al.], 

2010) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinhos 
brancos e 

tintos 
comerciais 

10 SPE ND 

Coluna BP-5  
(30 m x 0,25 

mm, 0,25 µm) 
1,2 GC-MS 

ND; 0,8 
ng/mL 

(MONTES, R. [et 
al.], 2010) 

Vinho tinto, 
branco e 
rosé da 
madeira 

0,01 ID 

Gradiente: solvente A: 10 mM de 
uma solução de tampão fosfato pH 

2,70 com ácido sulfúrico 
concentrado; solvente B: 100% 

acetonitrilo 

Atlantis C18 

(250 mm x 4,6 
mm; 5 µm); 
Milford, MA, 

USA 

1 HPLC-DAD 0,153; 0,465 
(PEREIRA, V. [et 

al.], 2010) 

Vinho da 
madeira 

ND ID 

Gradiente: solvente A: 10 mM de 
uma solução de tampão fosfato pH 

2,70 com ácido sulfúrico 
concentrado; solvente B: 100% 

acetonitrilo 

Atlantis C18 

(250 mm x 4,6 
mm; 5 µm); 
Milford, MA, 

USA 

1 
HPLC-DAD 

ET 
ND 

(RUDNITSKAYA, A. 
[et al.], 2010) 

Vinho tinto, 
branco e 

rosé 
proveniente 

de 
diferentes 
regiões 

espanholas 

5 SPE 

Gradiente: solvente A, 
metanol/ácido acético/água 
(10:2:88, v/v/v) e solvente B, 
metanol/ácido acético/água 

(90:2:8, v/v/v) 

A Luna C18 
(250 mm x 4,6 

mm, 5 μm); 
Phenomenex 

0,2 HPLC-DAD 0,03; 0,11 
(BELISARIO-

SANCHEZ, Y.Y. [et 
al.], 2009) 

Uvas suecas 
e vinhos 

chilenos e 
australianos 

2 SPE ND ND ND MALDI-MS 0,10; ND 
(SPACIL, Z. [et al.], 

2009) 

Vinho tinto, 
branco e 
rosé de 
origem 

espanhola 

8 SPME ND 

Coluna DB-
5MS (30 m × 

0,25 mm, 0,25 
µm); 

Tecnokroma, 
Spain 

1,0 GC-MS 
0,09 ng/mL; 
0,3 ng/mL 

(VINAS, P. [et al.], 
2009) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho 
moscatel 
região de 
Setúbal 

10 LLE 
Gradiente: solvente A 0,5 % de 

ácido fórmico e solvente B 
acetonitrilo 

RP-18 (100 mm 
x 2,1 mm, 5 

µm) 
0,25 

HPLC-DAD 
HPLC-FLD 
HPLC-ED 

0,02;0,06 
0,01;0,03 
0,45;1,35 

(BRAVO, M.N. [et 
al.], 2008) 

Vinho e 
uvas de 
origem 
chinesa 

20 g LLE 
Gradiente: solvente A 

acetonitrilo/água e solvente B 0,5 
% de ácido fórmico 

Coluna C18 
(240 mm x 160 
mm, 75 µm); 

Unimicro 
Technologies 

Inc. 
(Pleasanton, 

CA) 

0,02 µ-HPLC-UV-Vis ND; 0,062 
(FAN, E. [et al.], 

2008) 

Vinho tinto e 
branco 
galego 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A ácido 
acético (6%) e solvente B ácido 

acético/acetonitrilo/água, (5:30:65, 
v/v/v) 

Coluna 
Lichrocart (250 
mm x 4mm, 5 

µm) 

0,3 HPLC-FLD ND 
(FEIJOO, O. [et al.], 

2008) 

Vinho tinto e 
branco 
italiano 

0,5 SPE 

Isocrático: acetonitrilo (21%, v/v), 
pH3,0; 50 mM de tampão fosfato 

contendo 0,2% de trietilamina 
(79%, v/v) 

Coluna Zorbax 
C8 RP (150-4,6 

mm, 5 µm) 
1,5 HPLC-FLD 

1ng/mL; 3 
ng/mL 

(MERCOLINI, L. [et 
al.], 2008) 

Vinhos das 
ilhas 

canárias e 
Madeira 

5 LLE 

Gradiente: solvente A água/ácido 
acético/metanol, (88:2:10, v/v/v) e 

solvente B água/ácido 
acético/metanol, (8:2:90, v/v/v) 

Coluna Nova-
Pak C18 

(150 mm x 3,9 
mm, 4 µm), 

Waters 

0,7 HPLC-DAD 0,07; 0,03 
(PAIXAO, N. [et al.], 

2008) 

Vinho tinto, 
branco e 

sumo de uva 
de origem 
espanhola 

7 
5 

DI-SPME 
SBSE 

Optimização da fase móvel: 
testaram-se diferentes proporções 
de água/acetonitrilo (fase móvel I) 

e diferentes proporções de 
acetonitrilo 30-70%, v/v/ácido 

acético 1-5%, v/v (fase móvel II) 

Discovery HS 
PEG, Supelco, 
Bellefonte, PA, 

USA 

1,0 HPLC-FLD 

2 ng/mL; 6,7 
ng/mL 

0,1 ng/mL, 
0,3 ng/mL 

(VINAS, P. [et al.], 
2008) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinhos tintos 
húngaros 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A 
metanol/água/ácido acético, 
(10:90:1; v/v/v) e solvente B 
metanol/água/ácido acético 

(90:10:1; v/v/v) 

Coluna C18 
(250 mm x· 4,6 

mm, 6 μm) 
1,5 HPLC-DAD ND 

(AVAR, P. [et al.], 
2007) 

Vinho tinto e 
branco 
italiano 

1 SPE 
Gradiente: solvente A metanol/1,8 
mM +acido fórmico e solvente B 

água/1,8 mM ácido fórmico 

Coluna C18 
(250 mm x 2,1 

mm, 5 µm), 
Kromasil 

0,15 HPLC-MS 0,048; 0,160 
(BUIARELLI, F. [et 

al.], 2007) 

Vinho tinto 
proveniente 
da região 

central 
espanhola 

0,020 ID 

Gradiente: Solvente A 
água/acetonitrilo/ácido acético 
(67:32:1, v/v/v) e solvente B 

água/ácido acético (99:1, v/v), 

Teknokroma, tr-
015605 tracer 
extrasil ODS2 
(25-0,4 cm, 5 
µm), T=35ºC 

0,8-1,0 
HPLC-UV 
HPLC-FLD 

0,02; ND 
0,03; ND 

(DE QUIROS, 
A.R.B. [et al.], 2007) 

Uvas de 
origem 
italiana 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A 
metanol/ácido acético (97,5:2,5, 

v/v) e solvente B água/ácido 
acético (97,5:2,5, v/v) 

Coluna ODS 
Hypersil (250 
mm × 4 mm, 5 
μm), Thermo 

Quest, Hypersil 
Division 

0,4-0,5 HPLC-DAD ND 
(GAMBUTI, A. [et 

al.], 2007) 

Vinho tinto e 
branco de 

origem 
espanhola 

0,10 
(vinho 
tinto ) 
0,20 

(vinho 
branco) 

LLE ND ND ND 

Espectrofotometria 
de UV-Vis 

Espectrofotometria 
de Fluorescência 

0,058; ND 
0,018; ND 
1,6 ng/mL; 

ND 

(GALEANO DIAZ, 
T. [et al.], 2007) 

Vinho tinto e 
branco de 

origem 
espanhola 

0,020 ID 
Isocrático: acetonitrilo/4,1 % ácido 

acético, (19:81, v/v) 

Coluna C18 
Nova-Pak (150 
mm x 3,9 mm, 4 

µm) 

0,8 HPLC-FLD 
0,29 ng/mL; 

ND 
(GALEANO-DIAZ, 
T. [et al.], 2007) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto 
espanhol 

50 LLE 

Gradiente: solvente A água/ácido 
acético (98:2, v/v) e solvente B 
água/acetonitrilo/ácido acético 

(78:20:2, v/v/v) 

Coluna Nova-
Pak C18 (300 

mm x 3,9 mm, 4 
µm) 

1,0-1,2 HPLC-DAD ND 
(HERNANDEZ, T. 

[et al.], 2007) 

Vinho tinto, 
branco e 

rosé 
italianos 

0,5 µL ID 
Gradiente: solvente A água/ácido 

acético (95:5, v/v) e solvente B 
acetonitrilo 

Coluna Supelco 
Discovery 

Biopeptide C18 
(10 cm x 0,32 

mm, 3 µm) 

0,004 µ-HPLC-FLD 
5 ng/mL; 15 

ng/mL 
(LOPEZ, R. [et al.], 

2007) 

Vinho 
branco 

espanhol 
(Galiza) 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A: água / ácido 
acético (94:6, v/v) e solvente B 

água / acetonitrilo / ácido acético, 
(65:30:5, v/v/v) 

Tracer Extrasil 
ODS2 column 
(250 mm×4,6 
mm, 5 μm); 

T= 35ºC 

0,8-1,0 
HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

LC-MS 

0,015; ND 
0,022; ND 

ND 

(LOPEZ-
HERNANDEZ, J. [et 

al.], 2007) 

Vinho tinto e 
branco 

português 

10 
5 

SS-LLE 
LLE 

Gradiente: solvente A 
água/metanol/ácido fórmico, 

(97:2,5:0,5, v/v/v) e solvente B 
metanol 

Coluna RP 
Agilent Zorbax 
Eclipse XDB-

C18 (250 mm × 
4,6 mm, 5 µm) 

1,0 HPLC-DAD 0,092; 0,383 
(NAVE, F. [et al.], 

2007) 

Uvas de 
origem 
grega e 
francesa 

250 g LLE 
Gradiente: solvent A água, 

solvente B ácido acético e solvente 
C metanol 

Coluna 
Kromasil 100 

C18 column (250 
mm x 4 mm, 5 
μm); T=30ºC 

0,6-0,7 HPLC-DAD 30; ND 
(SAKKIADI, A.V. [et 

al.], 2007) 

Vinho tinto 
italiano 

0,64 µL ID 

Gradiente: solvente A água/ácido 
fórmico, (9:1, v/v) e solvente B 
água/ácido fórmico/acetonitrilo, 

(4:1:5, v/v/v) 

Coluna Waters 
Symmetry C18 

(150 mm x 2,1 
mm, 3,5 µm) 

0,04 µ-HPLC-MS ND 
(DUGO, G. [et al.], 

2006) 

Vinho tinto e 
branco 
grego 

0,020 ID 
Gradiente: solvente A 

água/metanol, (5:5, v/v) e solvente 
B água/acetonitrilo, (7:3, v/v) 

Coluna ODS 
C18 (250 mm x 
4 mm, 5 µm); 

T= 40ºC 

0,6 HPLC-DAD ND 
(GEROGIANNAKI-

CHRISTOPOULOU, 
M. [et al.], 2006) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto 
de origem 

norte 
africana 

0,1 LLE 

Gradiente: solvente A 0,025% 
ácido trifluoroacético em água e 
solvente B acetonitrilo/solvente A 

(80:20, v/v) 

Coluna Bischoff 
Prontosil 120-5-

C18-AQ (250 
mm x 4 mm, 5 
µm); T= 25ºC 

1,0 
HPLC-DAD 

MALDI 
ND 

(GUEBAILIA, H.A. 
[et al.], 2006) 

Vinho tinto 
italiano 

0,005 ID 
Gradiente: solvente A ácido 

fórmico e água (pH 3) e solvente B 
ácido fórmico e acetonitrilo (pH 3) 

Coluna Supelco 
Discovery C18 

(150 mm x· 2,1 
mm, 5 µm) 

0,2 
HPLC-DAD 

LC-MS 
0,001; ND 

(LA TORRE, G.L. 
[et al.], 2006) 

Vinho tinto 
comercial 

100 LLE ND 

Coluna DB-
5MS (30 m x 

0,25 mm, 0,25 
µm) 

0,8 GC-MS 
0,001–

0,008; ND 
(MINUTI, L. [et al.], 

2006) 

Vinho tinto 
húngaro 

0,02 ID 

Gradiente: solvente A 
metanol/água/ácido acético, 
(10:90:1, v/v/v) e solvente B 
metanol/água/ácido acético, 

(90:10:1, v/v/v) 

Coluna C18 (250 
mm x 4,6 mm, 6 

µm) 
1,5 HPLC-DAD ND 

(NIKFARDJAM, 
M.S.P. [et al.], 

2006) 

Uvas 
brancas e 
tintas de 
origem 

espanhola 

0,5 g PLE-SPE 
Isocrático: solvent A 0,1% de ácido 
acético e solvente B 0,1% de ácido 

acético em metanol 

Coluna 
Chromolith 

Performance 
PR-18e (100 

mm × 4,6 mm) 

5 
HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

0,017; 0,058 
0,003; 0,004 

(PINEIRO, Z. [et 
al.], 2006) 

Vinho tinto e 
rosé 

espanhol 
0,1 ID 

Gradiente: solvente A ácido 
acético glacial e solvente B 

solvente A/acetonitrilo, (20:80, v/v) 

Coluna RP 
Tracer 

Nucleosil,C18 
120 (25 cm·x 

0,4 cm, 5 µm); 
T= 40 ºC 

1,5 HPLC-DAD  
(ABRIL, M. [et al.], 

2005) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto e 
branco 

húngaro 
0,020 ID 

Gradiente: solvente A 
metanol/água/ácido acético 
(10:90:1, v/v/v) e solvente B 
metanol//água/ácido acético 

(90:10:1, v/v/v) 

Coluna C18 
(250 mm x 4,6 

mm, 6 µm) 
1,0 

HPLC-DAD 
LC-MS 

0,9 pmol; 
ND 

0,3 pmol; 
ND 

(MARK, L. [et al.], 
2005) 

Vinho tinto 
espanhol 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A 
acetonitrilo/ácido acético (95:5, v/v) 

e solvente B água/ácido acético 
(95:5, v/v) 

Coluna Nova- 
Pak C18 (4 µm) 

1,0 HPLC-DAD ND 
(PADILLA, E. [et 

al.], 2005) 

Folhas de 
videira 

3 Kg ND 

Gradiente: solvente A metanol / 
ácido acético / água (10:2:88, 

v/v/v) e solvente B metanol / ácido 
acético / água (90:2:8, v/v/v) 

Coluna 
Tecknokroma 
Cromasyl C18 
(150 mm ×4,6 

mm; 5 µm) 

1,0 
LD–REMPI–

TOFMS; 
HPLC-FLD 

2,1; 6,7 µg/L 

20; 67 

(SANCHEZ, J.B.J. 
[et al.], 2005) 

Vinho 
australiano 

0,35-
2,45 

SPE Electrólito borato 25 mM, pH 9,38 

Coluna (38,5 
cm x 30 cm, 75 
µm), Services, 

The Chase, 
Hallow, UK 

0,3-1,2 CE-DAD ND 
(SPANILA, M. [et 

al.], 2005) 

Vinho 
francês 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A água / ácido 
acético (94:6, v/v) e solvente B 

água / acetonitrilo / ácido acético 
(65:30:5, v/v/v) 

Duas colunas 
em série: 

Chromolith 
Performance 
RP-18e (100 

mm x 4,6 mm) 
da VWR 

International 

4-7 HPLC-DAD 0,032;0,1 
(VIAN, M.A. [et al.], 

2005) 

Vinho 
proveniente 

do Brasil 
1,4 L LLE 

Gradiente: solvente A água/ácido 
acético pH 2,5 e solvente B 

acetonitrilo/solvente A (80:20, v/v) 

Coluna Hewlett-
Packard C18 
(250 mm x 4 
mm, 5 µm); 

T= 30°C 

0,5 HPLC-UV-Vis 0,2; ND 
(VITRAC, X. [et al.], 

2005) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto 
espanhol 

0,025 ID 

Gradiente: solvente A água/0,05% 
ácido trifluoroacético e solvente B 
metanol/acetonitrilo (60:40, v/v) 

com 0,05% de ácido 
trifluoroacético 

Coluna 
LiChrospher 

100 RP-18 (250 
mm x 4 mm, 5 

µm), Merck 

1,0 HPLC-DAD ND 
(MORENO-

LABANDA, J.F. [et 
al.], 2004) 

Vinho tinto e 
branco da 
região do 
Alentejo 

0,020 
(ID) 

LLE 
SPE 
ID 

Isocrático: Mistura 
água/acetonitrilo/ ácido acético 

(70:29,9:0,1, v/v/v) 

C18 Lichrokart 
(250 x 6 mm, 5 

µm), Merck 
1,0 HPLC-UV 0,06; ND 

(RATOLA, N. [et 
al.], 2004) 

Vinho tinto e 
uvas 

francesas 
5 LLE 

Gradiente: solvente A 5% de ácido 
fórmico e solvente B metanol 

Coluna RP C18 

LiChroCART 
(25 cm x 0,4 
cm, 5 µm), 

Merck 

1,0 
HPLC-DAD-MS-

MS 
ND 

(CANTOS, E. [et 
al.], 2003) 

Vinho tinto 
italiano 

0,005 ID 
Isocrático: Solução aquosa com 

1% de ácido fórmico/acetonitrilo/2-
propanol, (70:22:8, v/v/v) 

Coluna Luna 18 
(2) (250 mm x 
2,0 mm, 5 µm), 
Phenomenex, 
Torrance, CA; 

T= 30ºC 

0,2 HPLC-DAD-MS 0,07; 0,3 
(CARERI, M. [et 

al.], 2003) 

Vinho tinto 
chileno, 

canadiano e 
americano 

0,025 ID 

Gradiente: solvente A ácido 
acético/metanol/água (5:15:80, 

v/v/v) e solvente B ácido 
acético/metanol/água (5:20:75, 

v/v/v) e solvente C ácido 
acético/metanol/água (5:45:50, 

v/v/v) 

Coluna RP 
Prodigy (150 

mm × 4,6 mm, 
5 μm), 

Waters/Millipore 

0,5 HPLC-UV-Vis ND 
(FAUSTINO, R.S. 

[et al.], 2003) 

Vinho tinto, 
branco e 

rosé 
espanhol 

50 LLE 

Gradiente: solvente A água/ácido 
acético (98:2, v/v) e solvente B 
água/acetonitrilo/ácido acético 

(78:20:2, v/v/v) 

Coluna RP 
Nova-Pak C18 
(300 mm x 3,9 

mm, 4 µm) 

1.0 HPLC-DAD ND 
(POZO-BAYON, 

M.A. [et al.], 2003) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto e 
branco de 

origem 
portuguesa 
e espanhola 

0,025 ID 

Gradiente: solvente A 0,1 % 
metanol e 2% ácido acético, pH 
2,5 e solvente B 84% metanol e 

2% ácido acético 

Coluna Luna 
Phenyl-

Hexylm(150 
mm x 2 mm, 3 

µm), 
Phenomenex, 
Inc., Torrance, 

CA 

0,15 HPLC-DAD ND 
(ALONSO, A.M. [et 

al.], 2002) 

Uvas 
espanholas 

0,020 LLE 
Gradiente: solvente A 5% de ácido 

fórmico e solvente B metanol 

Coluna RP C18 

LiChroCART 
(25 cm x 0,4 
cm, 5 µm), 

Merck, 
Darmstadt, 
Germany 

1,0 
HPLC-DAD-MS-

MS 
ND 

(CANTOS, E. [et 
al.], 2002) 

Vinho tinto e 
branco 

0,010 ID 

Gradiente: Solvente A metanol-
água (2,5:97,5, v/v) a pH 3 com 

ácido fosfórico e solvente B 
metanol-água (50:50, v/v) a pH 3 

com ácido fosfórico 

Chromolith 
Performance 
RP-18e (100-

4,6 mm) 
(Merck); 
T=30ºC 

2,1 HPLC-DAD 0,01; ND 
(CASTELLARI, M. 

[et al.], 2002) 

Vinho tinto e 
branco 
francês 

2 SPE ND 
Coluna capilar 
(43,0 cm x 36,5 
cm, 75,0 µm) 

1,0 CE-UV-Vis 0,04; ND 
(DOBIASOVA, Z. 

[et al.], 2002) 

Vinho tinto, 
branco, rosé 
e uvas sul 
de frança 

20 LLE 
Gradiente: solvente A metanol e 

solvente B água bidestilada 

Coluna 
Nucleosil 100 
C18 (250 mm x 

4,0 mm), 
Hewlett-
Packard; 
T= 30 °C 

0,5 HPLC-DAD ND 
(LANDRAULT, N. 

[et al.], 2002) 



Capítulo I - Revisão da Literatura

 

________________________________________________________________________________________________________________________ 

28 

Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho e 
sumo de uva 

italianos 
10 LLE 

Gradiente: solvente A metanol e 
solvente B ácido fórmico 0,5%, v/v 

Coluna Hypersil 
ODS (100 mm x 
2,1 mm, 5µm); 

T= 25ºC 

0,25 LC-MS 
ND; 0,31 

pmol 
(WANG, Y. [et al.], 

2002) 

Vinho tinto 
português 

5 SPE 

Gradiente: solvente A ácido 
fosfórico (0,4%, v/v) a pH 2,3 e 

solvente B acetonitrilo/solvente A, 
(80:20, v/v) 

Coluna ODS 
Hypersil (100 

mm x 4,6 mm, 5 
µm); T= 35ºC 

1,0 
0,004 

HPLC-UV-Vis 
LC-MS 

ND 
(BAPTISTA, J.A.B. 

[et al.], 2001) 

Uvas 
espanholas 

0,020 LLE 
Gradiente: solvente A 5% de ácido 

fórmico e solvente B metanol 

Coluna RP-18 
Licrochart, (12 
mm x 0,4 cm; 5 

µm), Merck 

1,0 HPLC-DAD ND 
(CANTOS, E. [et 

al.], 2001) 

Vinho tinto e 
branco de 

origem 
espanhola 

5 SPE 

Gradiente: solvente A água 
bidestilada (Milli-Q) com ácido 
sulfúrico a pH 2,5 e solvente B 

acetonitrilo 

Coluna C18 
(150 mm x 2,1 

mm, 5 µm) 
0,2 HPLC–DAD–MS 

0,95; 3,16 
1,20; 4,01 

(DOMINGUEZ, C. 
[et al.], 2001) 

Vinho tinto 
espanhol 

0,020 ID 
Gradiente: solvente A ácido 

acético, solvente B metanol e 
solvente C água 

Coluna ODS 
Hypersil column 
(250 mm x 34 

mm, 5 µm) 

0,4-0,5 HPLC-DAD ND 
(LOPEZ, M. [et al.], 

2001) 

Folhas de 
videira e 

uvas 
ND ND ND ND ND 

LD-REMPI-
TOFMS 

1 ng/mL; 4 
ng/mL 

(OREA, J.M. [et al.], 
2001) 

Uvas 
espanholas 

3 g SFE 
Isocrático: ácido 

acético/metanol/água, (5:20:75, 
v/v/v) 

Coluna 
Lichrocart® 

100RP-18 (C18) 
(125 mm x 4 
mm, 5 µm) e 

coluna 
LichroCart® 

100RP-8 ( C8) 
(12,5 cm x 4 
cm, 5 µm) 

1,5 HPLC-UV-Vis 
0,1; ND 
0,1; ND 

(PASCUAL-MARTI, 
M.C. [et al.], 2001) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho 
proveniente 

das ilhas 
canárias 

5 LLE 

Gradiente: Solvente A: 
metanol/ácido acético/água 
(10:2:88, v/v/v) e solvente B 
metanol-ácido acético-água 

(90:2:8, v/v/v) 

Coluna Nova-
Pak C18 (150-

3,9 mm, 4 µm); 
Waters, 

Mildford, MA, 
USA 

1,0 
HPLC-UV-Vis 

HPLC-FLD 
0,02; 0,07 
0,003; 0,01 

(RODRIGUEZ-
DELGADO, M.A. [et 

al.], 2001) 

Vinho tinto 
brasileiro 

0,020 ID 
Isocrático: água/acetonitrilo, 

(75:25, v/v) a pH 3 ajustado com 
ácido fosfórico 

Coluna C18 
(250 mm x 4,6 

mm, 5 µm); 
Brownlee, 

Norwalk, U.S.A. 

1,5 HPLC-UV-Vis ND 
(SOUTO, A.A. [et 

al.], 2001) 

Vinho 
proveniente 
da Australia, 
Califórnia e 

Itália e 
sumos de 

uva 

0,020 
0,005 

ID 

Gradiente: Solvente A 
água/metanol/85% ácido fosfórico 

(90:7,9:21, v/v/v) e solvente B 
água/tetrahidrofurano/metanol/85% 

ácido fosfórico (60:26,7:7,9:5,4, 
v/v/v/v) 

Para MS a mesma fase móvel mas 
sem o ácido fosfórico 

Coluna Hypersil 
BDS C18 (125 
mm×4 mm, 3 
μm), Grom, 
Herrenberg-

Kayh, 
Germany;   
T=50 °C 
Coluna 

Phenomenex 
Luna C18 (50 

mm × 2 mm, 3 
μm); T=60ºC 

para HPLC-MS 

1,0 
0,2 

HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

LC-MS 

1,3 ng; ND 
0,7 ng; ND 
1,3 ng; ND 

(STECHER, G. [et 
al.], 2001) 

Vinho tinto 
Chile, 

Califórnia, 
Bulgária, 
França, 

Espanha e 
Itália 

0,010 ID 
Isocrático: acetonitrilo/água a pH 

1,5 com ácido trifluoroacético 
(25:75, v/v) 

Coluna ODS 
Hypersil (250 x 
4,6 mm, 5 µm), 

Shandon, 
Astmoor, U.K.; 

T=40ºC 

1,0 
HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

ND 
(BURNS, J. [et al.], 

2000) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Uvas tintas 
espanholas 

0,1 LLE 

Gradiente: solvente A água com 
5% de ácido fórmico e solvente B 

metanol (DAD) 
Gradiente: solvente A 2,5% ácido 

acético, solvente B 2,5% ácido 
acético/acetonitrilo (90:10, v/v) e 

solvente C acetonitrilo (MS) 

Coluna 
Licrochart RP-
18 (25 cm x 0,4 

cm, 5 µm), 
Merck, 

Darmstadt, 
Germany 
(DAD). 
Coluna 

Spherisorb S3 
ODS2 (150 mm 

x 4,6mm, 3 
µm), Waters, 

Wexford, 
Ireland (MS) 

1,0 
0,5 

HPLC-DAD 
LC-MS 

ND 
(CANTOS, E. [et 

al.], 2000) 

Vinho tinto 
branco e 

jerez sul de 
espanha 

0,050 ID 

Gradiente: solvente A ácido 
acético/água (6:94, v/v) e solvente 
B ácido acético/água/acetonitrilo 

(5:65:30, v/v/v) 

Coluna 
LiChrospher 
100 RP-18; 5 

lm; (250 mm x 4 
mm, 5 µm), 

Merck; 
T= 22ºC 

0,5 HPLC-DAD 0,012; ND 
(MARTINEZ-

ORTEGA, M.V. [et 
al.], 2000) 

Vinho tinto 
espanhol e 

uvas 
(película, 

sementes e 
polpa) 

0,020 ID 

Gradiente: solvente A 
água/acetonitrilo (95:5, v/v) a pH 

1,8 com ácido perclórico e solvente 
B água/acetonitrilo (50:50, v/v) a 

pH 1,8 com ácido perclórico 

Coluna Waters 
Nova-Pak C18 
(250 mm x 3,9 
mm, 5 µm); T= 

40ºC 

0,6 HPLC-DAD ND 
(REVILLA, E. e 

RYAN, J.M., 2000) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinhos e 
mostos 

0,050 ID 
Gradiente : solvente A acetonitrilo 

e solvente B 5% ácido acético 

Coluna Supelco 
(15 cm x 0,4 
cm, 5 µm) 

1,0 
HPLC-DAD 
HPLC-FLD 

0,06; 0,22 
(VINAS, P. [et al.], 

2000) 

Vinho 
branco e 
tinto de 
origem 

portuguesa 
e francesa 

30 LLE 
Gradiente: solvente A ácido 

acético em H2O pH 2,4 e solvente 
B 20% fase A com 80% acetonitrilo 

Nucleosil 100 
C18 (250 mm x 

4,0 mm), 
Hewlett-
Packard; 
T= 30 °C 

0,5 HPLC-DAD 5 ng; ND 
(LIMA, M.T.R. [et 

al.], 1999) 

Vinhos tintos 1 SPE 
Isocrático: metanol/20 mM acetato 

de amónio pH 5,5 (55:45, v/v) 

Coluna 
Capcellpak C18 

UG120 (250 
mm x 1,5 mm, 5 
µm), Shiseido, 

Yokohama, 
Japan 

0,15 LC-MS 0,2 ng; ND 
(GAMOH, K. e 

NAKASHIMA, K., 
1999) 

Vinhos tintos 2 SPE 
75 mM SDS, 30 mM ácido bórico, 
30 mM fosfato de sódio dibásico e 

15% de acetonitrilo, pH 9,2 

Coluna de silica 
(37 cm x 30 cm, 

50 µm), 25 kV;   

T= 20 °C 

ND CE-DAD 0,1 µM; ND 
(GU, X. [et al.], 

1999) 

Sumo de 
uva branco 

e tinto 
ND ID 

Gradiente: solvente A ácido 
acético glacial em água (5:95, v/v) 
e solvente B 20% do solvente A e 

80% acetonitrilo 

Coluna Tracer 
Nucleosil C18 
120 (25 cm x 

0,4 cm, 5 µm); 
T= 40°C 

ND HPLC-DAD 0,003; 0,01 
(ROMERO-PEREZ, 

A.I. [et al.], 1999) 
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Amostra 

Volume 
de 

amostra 
(mL) 

Método 
de 

Extracção 
Eluentes 

Fase 
Estacionária 

Fluxo 
(mL/min) 

Técnica Analítica 
LOD; LOQ 

(µg/mL) 
Referência 

Vinho tinto 
proveniente 
da Califórnia 

0,03 ID 
25 mM borato de sódio, 25 mM 

fosfato de sódio e 75 mM SDS, pH 
9,0 

Coluna de silica 
(30 cm x 50 
µm) 16 kV, 
Beckman 

Instrument; 
T= 20ºC ou 20 

kV, ISCO 
instrument; 
T= 20-25ºC 

ND 
CE-UV; 

HPLC-DAD 
1,25 µM; 

ND 
(CHU, Q. [et al.], 

1998) 

Vinhos 
italianos 

5 LLE 
Isocrático: água/ácido 

acético/acetonitrilo (75:5:20, v/v/v) 

Coluna 
Partisphere C18 
(125 mm x 4,6 

mm, 5 µm), 
Whatman 

0,5 HPLC-DAD ND 
(CELOTTI, E. [et 

al.], 1996) 

Vinhos 
tintos, 

brancos e 
rosés de 
origem 
italiana, 

francesa, 
australiana e 
californiana 

0,020 ID 
Gradiente: solvente A ácido 

acético, solvente B metanol e 
solvente C água 

Coluna ODS 
Hypersil (250 
mm x 4 mm, 

5 µm), Hewlett 
Packard, 

Mississauga, 
ON, Canada 

0,4-0,5 HPLC-DAD 0,03; ND 
(GOLDBERG, D.M. 

[et al.], 1996) 

Vinho tinto e 
branco 
italiano 

50 SPE 
Gradiente: solvente A H3PO4 10 

mM e solvente B acetonitrilo 

Coluna ODS-
Hypersil C18 

(200 mm x 2,1 
mm, 5 µm); 

T= 40ºC 

0,6 HPLC-DAD 

0,1; ND 
(vinho tinto) 

0,01; ND 
(vinho 

branco) 

(MATTIVI, F., 1993) 
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Abreviaturas: CE, electroforese capilar (cappilary electrophoresis); CID, detector de quimioluminescência (chemiluminescence detection); DAD, detector de díodos 

(diode array detector); ED, detector electroquímico (electrochemical detector); ET, electronic tongue; FLD, detector de fluorescência (fluorescence detector); FTICR, 

ressonância ciclotrónica de iões com transformada de Fourier (Fourier-transform ion cyclotron resonance); GC-MS, cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massa (gas chromatography-mass spectrometry); HPLC, cromatografia líquida de alta eficiência (high performance liquid chromatography); ID, injecção directa; LC, 

cromatografia líquida (liquid chromatography); LD-REMPI-TOFMS, laser desorption coupled with resonance-enhanced multiphoton ionization and time-of-flight mass 

spectrometry detection; LLE, extracção líquido-líquido (liquid-liquid extraction); LOD, limite de detecção (limit of detection); LOQ, limite de quantificação (limit of 

quantitation); MALDI, desadsorção com laser assistida por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization); MS, espectrometria de massa (mass spectrometry); MS-

MS, espectrometria de massa tandem (mass spectrometry tandem); ND, não determinado; PLE, extracção líquida pressurizada (pressurised liquid extraction); RP, fase 

reversa (reverse phase); SBSE, extracção sortiva em barra de agitação (stir bar sorptive extraction); SFE, extracção de fluídos supercríticos (supercritical fluid 

extraction); SPE, extracção em fase sólida (solid-phase extraction); SPME, microextracção em fase sólida (solid phase micro-extraction); SS, suporte sólido (solid 

supported); UV, ultravioleta; Vis, visível. 
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3. BENEFÍCIOS DO RESVERATROL NA SAÚDE HUMANA 

A descoberta do resveratrol, de acordo com o que foi anteriormente mencionado, 

ocorreu na década de 40, contudo apenas nos anos 90 foram realizados os primeiros 

estudos evidenciando os efeitos benéficos do resveratrol na saúde humana. Desde 

então, são publicados anualmente diversos trabalhos elucidativos dos efeitos 

benéficos desta molécula. 

Assim sendo, o resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressão de várias doenças, 

incluindo doenças cardiovasculares (BRADAMANTE, S. [et al.], 2004), cancerígenas 

(JANG, M. [et al.], 1997); (ATHAR, M. [et al.], 2007), e neurodegenerativas (JANG, 

J.H. e SURH, Y.J., 2003); (ZAMIN, L.L. [et al.], 2006), bem como prevenir diversos 

processos de envelhecimento, aumentando a longevidade (BAUR, J.A. e SINCLAIR, 

D.A., 2006), possui ainda propriedades anti-inflamatórias (LEIRO, J.M. [et al.], 2010), 

antioxidantes (FILIP, V. [et al.], 2003) e antimicrobianas (DOCHERTY, J.J. [et al.], 

2007) (Figura 6). 

 

Figura 6- Efeitos benéficos do resveratrol na saúde humana. 

 

De seguida, serão descritos alguns dos efeitos benéficos do resveratrol na saúde 

humana, com particular ênfase na sua actividade antimicrobiana, sendo esta um dos 

objectivos do presente trabalho. 



Capítulo I - Revisão da Literatura

 

____________________________________________________________________________ 

36 

3.1. EFEITO CARDIOPROTECTOR 

Os efeitos cardioprotectores do resveratrol têm sido atribuídos às suas actividades 

biológicas, tais como actividade antioxidante, actividade anti-proliferativa, actividade 

anti-plaquetar e actividade anti-inflamatória. 

Frankel e colaboradores foram os primeiros a estudar a capacidade antioxidante do 

resveratrol, tendo verificado que o resveratrol protege as lipoproteínas humanas de 

baixa densidade (LDL) da oxidação catalisada pelo cobre (FRANKEL, E.N. [et al.], 

1993). Desde então, vários estudos demonstraram que a actividade antioxidante do 

resveratrol se deve essencialmente à sua capacidade em quelatar o cobre e captar 

radicais livres (FAUCONNEAU, B. [et al.], 1997); (FREMONT, L. [et al.], 1999). No que 

diz respeito à relação estrutura-actividade, os estudos apontam para a importância do 

grupo hidroxilo em posição para na capacidade em captar radicais livres e 

consequentemente na prevenção de peroxidações lipídicas catalisadas por metais 

(FAUCONNEAU, B. [et al.], 1997); (STOJANOVIC, S. [et al.], 2001); (LEONARD, S.S. 

[et al.], 2003). De salientar que, de entre os efeitos exercidos pela actividade 

antioxidante do resveratrol, o efeito cardioprotector tem vindo a ser amplamente 

estudado, pois resulta de uma variedade de efeitos antioxidantes, tais como: a 

prevenção da oxidação de LDL (LEONARD, S.S. [et al.], 2003), inibição da agregação 

plaquetária (OLAS, B. [et al.], 2008), actividade de vasorelaxamento e vasodilatação 

(NADERALI, E.K., 2009), protecção do endotélio vascular contra disfunções e danos 

decorrentes de dietas inadequadas (CHAVES, A.A. [et al.], 2009), actividade 

estrogénica (GEHM, B.D. [et al.], 1997) e redução da obesidade (NADERALI, E.K., 

2009). 

Por sua vez, Tedesco e colaboradores avaliaram as propriedades antioxidantes de 

polifenóis de vinhos tintos em eritrócitos humanos susceptíveis à peroxidação lipídica 

(TEDESCO, I. [et al.], 2000). Os resultados demonstraram que os compostos testados 

são potentes antioxidantes, sustentando a ideia de que o vinho tinto possui efeitos 

benéficos em casos de stress oxidativo. 

No que diz respeito às propriedades anti-inflamatórias do resveratrol, diversos estudos 

publicados indicam que poderá melhorar a inflamação subjacente à aterosclerose 

(FERRERO, M.E. [et al.], 1998); (NORATA, G.D. [et al.], 2007); (BERTELLI, A.A. [et 

al.], 2001). 
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3.2. EFEITO ANTICANCERÍGENO 

Desde os primeiros trabalhos com o resveratrol que se destaca o carácter inibitório 

deste composto na formação de lesões pré-neoplásicas (JANG, M. [et al.], 1997). 

Diversos estudos têm vindo a ser realizados adicionando mais evidências e reforçando 

o efeito anticarcinogénico deste composto (DAMIANAKI, A. [et al.], 2000); (AZIZ, M.H. 

[et al.], 2003); (KUNDU, J.K. e SURH, Y.J., 2008). 

O resveratrol possui capacidade para suprimir, in vitro e in vivo, a proliferação de 

linhagens tumorais de diversos orgãos (SHAKIBAEI, M. [et al.], 2009) como: cérebro 

(MILOSO, M. [et al.], 1999), pulmão (WHYTE, L. [et al.], 2007), estômago (ATTEN, 

M.J. [et al.], 2005), fígado (BISHAYEE, A. [et al.], 2010), pâncreas (GOLKAR, L. [et 

al.], 2007), ovário (OPIPARI, A.W., JR. [et al.], 2004), próstata (LIN, H.Y. [et al.], 2002), 

intestino (SGAMBATO, A. [et al.], 2001) e pele (ASENSI, M. [et al.], 2002), incluindo 

leucemias e linfomas (WIEDER, T. [et al.], 2001). 

No que diz respeito aos complexos mecanismos de inibição do crescimento tumoral 

promovidos pelo resveratrol, destacam-se: a activação da apoptose (WIEDER, T. [et 

al.], 2001), alteração das principais etapas da carcinogénese (PERVAIZ, S., 2004) e a 

actividade antioxidante (LEONARD, S.S. [et al.], 2003). A carcinogénese é um 

processo de múltiplas etapas que envolvem: primeiramente a mutação (Iniciação), 

seguida pelo desenvolvimento dessa mutação na célula estabelecendo-se o fenótipo 

neoplásico (Diferenciação/Promoção) e por fim, o crescimento tumoral (Progressão) 

(PERVAIZ, S., 2004). Assim, a busca por agentes químicos capazes de interromper 

essas etapas, impedindo a aquisição do fenótipo anormal, tem vindo a pôr em 

evidência alguns dos inúmeros mecanismos de acção do resveratrol que actuam na 

prevenção e no controle das neoplasias já instaladas (AZIZ, M.H. [et al.], 2003). 

 

3.3. ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA 

Os compostos com actividade antimicrobiana podem ser incluídos em dois grupos: 

quando são produzidos por microrganismos, denominam-se por antibióticos, enquanto 

as moléculas de síntese química com propriedades idênticas, designam-se por 

quimioterápicos (FERREIRA, W.F.C. e SOUSA, J.C.F., 1998). Actualmente, dado o 

número crescente de moléculas de síntese, o termo antibiótico engloba todos os 
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compostos naturais ou de síntese com propriedades antimicrobianas (SOUSA, J.C., 

2006). 

O termo antibiótico foi criado por Waksman, em 1942, denominando todos os 

compostos naturais, produzidos por microrganismos, que inibem o crescimento 

microbiano ou que têm efeito microbicida (SOUSA, J.C., 2006). Além disso, para 

poderem ser utilizados na terapêutica, estes compostos não devem ter efeitos 

deletérios significativos para o hospedeiro infectado. 

O mundo assistiu ao nascimento de uma nova era no tratamento das infecções, com a 

descoberta da penicilina por Fleming, em 1945, dando-se início à era da antibioterapia 

(FERREIRA, W.F.C. e SOUSA, J.C.F., 1998). 

O estudo bioquímico dos antibióticos naturais permitiu o conhecimento das respectivas 

fórmulas de estrutura possibilitando a obtenção de alguns deles por síntese 

laboratorial. Este estudo conduziu, recentemente, a novas perspectivas no campo da 

antibioterapia com o desenvolvimento de antibióticos semi-sintéticos. Estas 

substâncias são obtidas por modificações estruturais a partir do antibiótico natural, 

podendo apresentar propriedades diferentes da substância natural. Desta forma, a 

descoberta de novas vias sintéticas para a obtenção de fármacos com propriedades 

mais selectivas e menor toxicidade para o paciente continuam a ser alvo da 

investigação dos cientistas, pois desde o início da era da antibioterapia o 

aparecimento de microrganismos resistentes aos fármacos antimicrobianos foi e 

continua a ser uma realidade (SOUSA, J.C., 2006); (WILEY, J.M. [et al.], 2009). 

Durante o último século, os agentes antimicrobianos reduziram substancialmente a 

ameaça associada às doenças infecciosas. O uso destes fármacos, combinado com a 

melhoria das condições sanitárias, de alojamento e de nutrição e a existência de 

programas de imunização abrangentes, permitiu uma diminuição radical das doenças 

infecciosas não tratáveis, frequentemente fatais, contribuindo para o aumento da 

esperança média de vida. Contudo, a adaptação das próprias defesas dos 

microrganismos contra os agentes antimicrobianos usados fez com que o 

desenvolvimento, a proliferação e a persistência da resistência antimicrobiana, seja 

actualmente um dos maiores problemas de saúde pública, tornando urgente a 

descoberta de novos fármacos dotados de actividade antimicrobiana (OVERBYE, K.M. 

e BARRETT, J.F., 2005); (BUTLER, M.S. e BUSS, A.D., 2006). 
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É fundamental ter em conta que, para além da importância de descobrir novos 

antibióticos, para serem utilizados como medicamentos, existe também uma enorme 

pesquisa no desenvolvimento de novos conservantes na indústria alimentar. Assim, 

apesar da maioria dos conservantes sintéticos serem eficazes, há uma maior 

preocupação com a saúde por parte dos consumidores, o que faz com que haja um 

interesse crescente em novos compostos antimicrobianos obtidos a partir de fontes 

naturais (SHAN, B. [et al.], 2008). Nos últimos anos, tem-se desenvolvido um interesse 

crescente por compostos biologicamente activos incluindo antioxidantes de plantas e 

outras fontes naturais (TOMBOLA, F. [et al.], 2003). 

Assim, o resveratrol, para além das actividades biológicas acima descritas, tem vindo 

a ser objecto de estudo relativamente à sua capacidade de inibir o crescimento de 

alguns microrganismos patogénicos, tais como, bactérias Gram-positivas, bactérias 

Gram-negativas e fungos (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); (DOCHERTY, 

J.J. [et al.], 2001); (CHAN, M.M.Y., 2002); (TEGOS, G. [et al.], 2002). Na Tabela 4 

apresenta-se uma revisão bibliográfica dos trabalhos publicados acerca da actividade 

antimicrobiana deste composto. 
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Tabela 4- Revisão da literatura relativamente à actividade antimicrobiana do resveratrol. 

Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Resveratrol 
Bactérias Gram- 

Negativas 

Cronobacter sakazakii Fec39 

Diluição em caldo (KIM, T.J. [et al.], 2010) 

Cronobacter sakazakii MSDH 

Resveratrol 
Bactérias Gram- 

Negativas 

Xylella fastidiosa Temecula 

Diluição em agar (MADDOX, C.E. [et al.], 2010) 

Xylella fastidiosa Conn Creek 

Xylella fastidiosa Dixon Almond 

Xylella fastidiosa Tulare 

Resveratrol 
extraído de 

vinho 

Bactérias Gram- 
Negativas 

Salmonella enterica ATCC 13076 

Curvas de Morte 
(BOBAN, N. [et al.], 2010a); 
(BOBAN, N. [et al.], 2010b)  

Escherichia coli ATCC 25922 

Resveratrol 
isolado a 
partir de 

sementes 
de melinjo 
(Gnetum 

gnemon L.) 

Bactérias Gram-
Positivas, 

Bactérias Gram-
Negativas e 

Fungos 

Bacillus subtilis Marburg 168 

Diluição em agar (KATO, E. [et al.], 2009) 

Luconostoc mesenteroides 9a4 

Lactobacillus plantarum NRIC1067 

Escherichia coli IFO3301 

Saccharomyces cerevisiae IFO2347 

Penicillium expansum IFO6096 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Clostridium perfringens NCT8238 

Bifidobacterium bifidum NRBC100015 

Resveratrol 
isolado a 
partir de 

uvas 

Bactérias Gram-
Negativas 

Helicobacter pylori clínica G21, cagA negative 
(cagA

-
) 

Microdiluição (MARTINI, S. [et al.], 2009) 
Helicobacter pylori clínica 10K, cagA positive 

(cagA
+
) 

Resveratrol 

Bactérias Gram-
Postivas, 

Bactérias Gram-
Negativas e 
Leveduras 

Candida albicans ATCC 90028 

Difusão em Disco e 
Microdiluição 

(PETTIT, R.K. [et al.], 2009) 

Cryptococcus neoformans ATCC 90112 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Streptococcus pneumoniae ATCC 6303 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Micrococcus luteus Presque Isle 456 

Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637 

Escherichia coli ATCC 25922 

Enterobacter cloacae ATCC 13047 

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 

Resveratrol Leveduras Candida albicans ATCC 90028 Diluição em agar (WEBER, K. [et al.], 2009) 



Capítulo I - Revisão da Literatura

 

________________________________________________________________________________________________________________________ 

42 

Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Candida albicans ATCC 76615 

Candida albicans SC 5314 

Candida dubliniensis CBS 8500 

Candida tropicalis ATCC 750 

Candida tropicalis ATCC 90874 

Candida parapsilosis Y 05.01 

Candida glabrata Y 33.90 

Candida krusei ATCC 90878 

Resveratrol 

Bactérias Gram- 
Positivas e 

Bactérias Gram- 
Negativas 

Bacillus cereus 

Diluição em agar e 
Microdiluição 

(SHAN, B. [et al.], 2008) 

Listeria monocytogenes 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli ATCC 25922 

Salmonella anatum 

Resveratrol 
Bactérias Gram-

Positivas 

Propionibacterium acnes ATCC 25746 

Diluição em caldo (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007) 

Propionibacterium acnes ATCC 29399 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Propionibacterium acnes ATCC 33179 

Resveratrol 
extraído de 

uvas 
Levedura Candida albicans TIMM 1768 Curvas de Morte  (JUNG, H.J. [et al.], 2007) 

Resveratrol 
Bactérias Gram-

Negativas 

Proteus mirabilis P19, WT 

Diluição em agar (WANG, W.B. [et al.], 2006) Proteus mirabilis P1100 

Proteus mirabilis Pc 

Protykin® 
(contém 
50% de 

resveratrol) 

Bactéria Gram-
Negativa 

Helicobacter pylori ATCC 49503 Diluição em caldo (CHATTERJEE, A. [et al.], 2005) 

Resveratrol 
Leveduras e 

Fungo 

Aspergillus flavus KCTC 1375 

Microdiluição e 
Curvas de Morte 

(JUNG, H.J. [et al.], 2005) 

Saccharomyces cerevisiae KCTC 7296 

Trichosporon beigelii KCTC 7707 

Candida albicans TIMM 1768 

Resveratrol 
Bactéria Gram-

Negativa 
Helicobacter pylori OMU 89–362 Curvas de Morte (MURANO, A. [et al.], 2005) 

Protykin® 
(contém 
50% de 

resveratrol) 
e 

resveratrol 

Bactéria Gram-
Negativa 

Helicobacter pylori ATCC 49503 Diluição em caldo (CHATTERJEE, A. [et al.], 2003) 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Resveratrol 
Fungos 

Filamentosos e 
Levedura 

Penicillium expansum DBM 4061 

Diluição em caldo (FILIP, V. [et al.], 2003) 

Aspergillus niger DMF 0801 

Botrytis cinerea DBM 4111 

Saccharomyces cerevisiae DBM 181 

Dois 
extractos 
de vinho 
tinto e 

resveratrol 

Bactérias Gram-
Negativas 

Helicobacter pylori cagA
+
 M23-3 

Diluição em agar (MAHADY, G.B. [et al.], 2003) 

Helicobacter pylori cagA
+
 GTD7-13 

Helicobacter pylori cagA
+
 G1-1 

Helicobacter pylori cagA
+
 SS1 

Helicobacter pylori ATCC43504 

Resveratrol 

Bactérias Gram-
Positivas, 

Bactérias Gram-
Negativas e 
Leveduras 

Stenotrophomonas maltophilia 

Microdiluição (PETTIT, G.R. [et al.], 2002) 

Micrococcus luteus 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

Enterococcus faecalis 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Streptococcus pneumoniae 

Neisseria gonorrhoeae 

Candida albicans 

Cryptococcus neoformans 

Resveratrol 
Bactérias Gram-

Positivas e Gram-
Negativas 

Staphylococcus aureus 8325-4 WT 

Microdiluição (TEGOS, G. [et al.], 2002) 

Staphylococcus aureus 1758 

Escherichia coli K-12 WT 

Escherichia coli KLE701 

Pseudomonas aeruginosa PA767 WT 

Pseudomonas aeruginosa K1119 

Salmonella enterica ST329 WT 

Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 
WT 

Xanthomonas campestris XCC528 WT 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 WT 

Erwinia rhapontici Er1 WT 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Erwinia carotovora ATCC 358 WT 

Sinorhizobium meliloti Rm1021 WT 

Bacillus megaterium 11561 WT 

Resveratrol 

Bactérias Gram-
Positivas, 

Bactérias Gram-
Negativas e 

Fungos 
Filamentosos 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Microdiluição (CHAN, M.M.Y., 2002) 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Trichophyton mentagrophytes ATCC 18748 

Trichophyton tonsurans ATCC 28942 

Trichophyton rubrum ATCC 18762 

Epidermophyton floccosum ATCC 52066 

Microsporum gypseum ATCC 14683 

16 vinhos 
chilenos, 2 
extractos 

selecciona-
dos e 

resveratrol 

Bactérias Gram-
Negativas 

5 estirpes clínicas de Helicobacter pylori 

Difusão em disco (DAROCH, F. [et al.], 2001) 

Helicobacter pylori ATCC 43504 

Resveratrol 
Bactérias Gram-

Positivas, 
Neisseria gonorrhoeae Diluição em agar (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001) 
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referência 

Bactérias Gram-
Negativas e 
Levedura 

Neisseria meningitidis ATCC 13090 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus pyogenes 

Pseudomonas aeruginosa 

Candida albicans 

Extracto de 
vinho tinto 

e 
resveratrol 

Bactérias Gram-
Negativas 

15 isolados clínicos de Helicobacter pylori 

Diluição em agar 
(MAHADY, G.B. e PENDLAND, 

S.L., 2000) 
Helicobacter pylori ATCC 43504 

 

MSSA Staphylococcus aureus meticilina-sensível (Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus); MRSA Staphylococcus aureus meticilina-resistente 

(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus); ATCC American Type Culture Collection; WT- estirpe selvagem (wild type)  
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Tendo em conta a revisão da literatura, o resveratrol apresenta potencial quanto às 

suas propriedades antimicrobianas, podendo no futuro ser utilizado no tratamento e 

prevenção de infecções causadas por alguns microrganismos patogénicos. 

De acordo com o plano de trabalhos, estudou-se a actividade antimicrobiana do 

resveratrol contra diversos microrganismos, nomeadamente bactérias Gram-positivas 

(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas 

(Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e Pseudomonas 

aeruginosa), encontrando-se estes resultados descritos no capítulo II- Parte 

Experimental (Artigo II). No prosseguimento do trabalho desenvolvido realizou-se o 

estudo para a determinação da actividade anti-Helicobacter pylori do resveratrol e 

amostras de vinho tinto em diferentes estirpes (com factores de virulência e 

susceptiblidade a antibióticos diferentes) deste microrganismo. Além disso, avaliou-se 

a hipótese do resveratrol e amostras de vinho inibirem a urease de H. pylori, 

considerada um factor de virulência e agregação deste microrganismo. Este trabalho 

encontra-se descrito no capítulo II-Parte Experimental (Artigo III). 
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4. HELICOBACTER PYLORI 

4.1. ENQUADRAMENTO HISTÓRICO 

A presença de bactérias espiraladas na mucosa gástrica foi descrita há mais de um 

século, mas não alcançou grande importância até final dos anos 70. Contudo, esta 

visão mudou drasticamente nos anos 80 com os trabalhos desenvolvidos por Barry 

Marshall e Robin Warren, que descreveram e isolaram estas bactérias espiraladas a 

partir de amostras gástricas (WARREN, J.R. e MARSHALL, B.J., 1983); (MARSHALL, 

B.J. e WARREN, J.R., 1984), que mais tarde foram denominadas por Helicobacter 

pylori. Com a ingestão de suspensões da bactéria pelo próprio Marshall e por outros 

voluntários, provou-se a associação entre a úlcera péptica e a bactéria. Os dois 

autores efectuaram um conjunto de experiências onde demonstraram que: os doentes 

com a bactéria tinham anticorpos anti-H. pylori; a terapia com antibióticos curava a 

doença; e ainda, os quatro postulados de Koch (i) a bactéria terá de estar presente em 

todos os casos de doença; ii) a bactéria terá de ser isolada do hospedeiro e cultivada 

num meio de cultura; iii) a doença específica terá de ser reproduzida quando a cultura 

pura da bactéria é inoculada num hospedeiro susceptível e saudável; iv) a bactéria 

terá de ser recuperada do hospedeiro experimentalmente infectado (MARSHALL, B.J. 

[et al.], 1985); (HELLSTROM, P.M., 2006); (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006); 

(MARSHALL, B., 2006). A publicação da experiência, embora difícil, fez com que a 

comunidade científica desse mais atenção a esta bactéria e à etiologia da úlcera 

péptica. Assim sendo, lentamente, o trabalho dos dois pioneiros, Marshall e Warren, 

foi sendo reconhecido junto da comunidade científica, tendo culminado com a 

atribuição, em 2005, do prémio Nobel de Fisiologia e Medicina. 

Após a descoberta de H. pylori, verificaram-se diversos avanços nas várias vertentes 

relacionadas com esta bactéria, de que é exemplo, a cura da doença ulcerosa péptica 

causada por H. pylori. No entanto, se esta afirmação é consensual, muitos outros 

temas relacionados com esta bactéria continuam a suscitar forte controvérsia, por 

exemplo, o papel desta bactéria noutras doenças ainda se encontra sob grande 

debate, bem como a via de transmissão entre a população humana. Assim, H. pylori 

continua ser alvo de intensa investigação. Entre 1990 e 2010, obtém-se uma média 

superior a 2000 artigos publicados, anualmente, em revistas e jornais internacionais 

com arbitragem científica (Figura 7). Para esta pesquisa, utilizou-se a base de dados 

de artigos científicos, ISI Web of Knowledge, com a palavra-chave Helicobacter pylori. 



Capítulo I - Revisão da Literatura

 

____________________________________________________________________________ 

52 

 

Figura 7- Representação gráfica do número de publicações por ano em revistas e jornais 
internacionais, subordinados ao tema Helicobacter pylori. 

 

De referir que, H. pylori foi a primeira bactéria a ter dois genomas sequenciados e 

comparados a partir de isolados independentes, das estirpes 26695 (TOMB, J.F. [et 

al.], 1997) e J99 (ALM, R.A. [et al.], 1999). 

 

4.2. CARACTERÍSTICAS MICROBIOLÓGICAS 

Taxonomicamente, a bactéria H. pylori é uma proteobactéria pertencente à subdivisão 

epsilon, ordem Campylobacterales, família Helicobacteraceae, género Helicobacter, 

que actualmente engloba mais de vinte espécies diferentes (KUSTERS, J.G. [et al.], 

2006). Inicialmente, após ter sido identificada, suspeitou-se que a bactéria pertencia 

ao género Campylobacter, uma vez que apresentava algumas características comuns, 

de salientar as condições de crescimento microaerofílicas em meios ricos, morfologia 

espiralada e sensibilidade ao metronidazol, apoiando a hipótese de se tratar de uma 
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nova espécie do género Campylobacter (SOLNICK, J.V. e P., V., 2001). 

Posteriormente, estudos demostraram que estas bactérias diferiam em termos 

morfológicos, ultraestruturais e até mesmo no conteúdo de ácidos gordos, o que 

desencadeou a criação de um novo género. Assim em 1989, criou-se o género 

Helicobacter (GOODWIN, C.S. [et al.], 1989). 

H. pylori é responsável por gastrites e, juntamente com outros factores, pela úlcera 

gastroduodenal e pelo cancro gástrico. Caracteriza-se por ser uma bactéria Gram-

negativa com 2,5 a 3,5 µm de comprimento e 0,5 a 1,0 µm de diâmetro (FERREIRA, 

W.F.C. e SOUSA, J.C.S., 2000), habitualmente com uma morfologia espiralada, mas 

que tende a assumir uma morfologia cocóide em condições adversas, com um 

diâmetro de 1,0 a 2,0 µm, não cultivável in vitro (KUSTERS, J.G. [et al.], 1997). Desta 

forma, o microrganismo pode apresentar duas formas distintas, a de bacilo espiralado 

ou a forma cocóide (Figura 8 (a) e (c)). A conversão morfológica do microrganismo 

ocorre através de uma etapa intermediária em que a bactéria passa pela forma de ―U‖ 

(Figura 8 (b)), antes de adquirir a forma cocóide (SORBERG, M. [et al.], 1996). As 

formas cocóides não são cultiváveis in vitro, podendo ser representativas da morte 

celular (KUSTERS, J.G. [et al.], 1997), embora já tenha sido sugerido que apesar de 

não cultiváveis possam permanecer viáveis (ANDERSEN, L.P. [et al.], 2000); 

(BARDAKHCH'IAN, E.A. [et al.], 2003); (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). 

Apesar da forma espiralada de H. pylori ser normalmente considerada como a 

responsável pela patogenicidade, ambas as formas podem ser encontradas no 

estômago humano (Figura 8 (d)). 

 

 

Figura 8- As três formas fisiologicamente possíveis de H. pylori: espiral (a); forma de ―U‖ (b) e 
cocóide (c). H. pylori no estômago humano (d) (adaptado de Science Photo Library). 
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A bactéria apresenta mobilidade por flagelos, dois a seis flagelos unipolares com 3,0 

µm de comprimento e com uma estrutura bulbar na extremidade (O'TOOLE, P.W. [et 

al.], 2000). Estes flagelos são responsáveis pela morfologia curvílinea da bactéria e 

pelo movimento polar, características estas que auxiliam a bactéria a colonizar a 

mucosa gástrica (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). 

H. pylori é uma bactéria muito adaptada ao seu habitat e de crescimento lento, sendo 

muito difícil cultivá-la in vitro. Coloniza o estômago humano, é microaerofílica e 

fastidiosa requerendo meios de cultura complexos para o crescimento, geralmente 

suplementados com sangue (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). Em meio líquido, H. pylori 

cresce muito lentamente, pelo que o risco de contaminação é elevado, sendo por isso 

preferível a utilização de meios de cultura sólidos. A incubação ocorre em condições 

de microaerofilia, com um crescimento óptimo com 2 a 5% de oxigénio e 5 a 10% de 

dióxido de carbono (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). O crescimento é efectuado entre 

34 a 40ºC, com um óptimo de 37ºC. Apesar do seu habitat ser a mucosa gástrica, H. 

pylori é um neutrófilo, com um pH óptimo de crescimento entre 5,5 e 8,0, tolerando no 

entanto exposições breves a pH<4,0. As colónias são pequenas, lisas e translúcidas. 

A bactéria é produtora de urease, catalase e oxidase, que são habitualmente 

pesquisadas com o objectivo da identificação de H. pylori (KUSTERS, J.G. [et al.], 

2006). 

 

4.3. EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSÃO 

A infecção por H. pylori é umas das infecções crónicas mais difundidas a nível 

mundial, estimando-se que cerca de metade da população mundial esteja colonizada 

pela bactéria (MCCOLL, K.E., 1999), contudo esta incidência tem vindo a diminuir ao 

longo dos anos (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). 

A prevalência da infecção é variável em termos geográficos (Figura 9) – nos países 

em vias de desenvolvimento atinge cerca de 80% da população e a taxa de infecção 

tem-se mantido constante; nos países desenvolvidos atinge cerca de 40%, 

observando-se um declínio da prevalência provavelmente devido às melhorias das 

condições de higiene e saneamento (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). 
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Figura 9- Prevalência de H. pylori no mundo (adaptado de (AZEVEDO, N.F. [et al.], 2007)). 

 

A aquisição da infecção por H. pylori ocorre maioritariamente na infância e uma vez 

instalada na mucosa gástrica, a bactéria pode permanecer durante toda a vida 

(AZEVEDO, N.F. [et al.], 2009). Os principais factores de risco para a infecção são: 

viver num país em desenvolvimento, habitar numa casa sobrelotada, pertencer a um 

nível socioeconómico desfavorecido ou possuir uma predisposição étnica ou genética 

(DAS, J.C. e PAUL, N., 2007); (AZEVEDO, N.F. [et al.], 2009); (VALE, F.F. e VITOR, 

J.M.B., 2010). 

Os mecanismos exactos de transmissão são ainda desconhecidos, mas considera-se 

que as principais vias são a oral-oral e a fecal-oral e que a aquisição ocorre durante a 

infância através de membros da família e pessoas próximas (Tabela 5) (KUSTERS, 

J.G. [et al.], 2006). 
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Tabela 5- Vias de transmissão possíveis de H. pylori em humanos. 

Vias de Transmissão Modo de Transmissão 

Indivíduo-Indivíduo  

Amamentação 
As mães que amamentam podem passar 

para os bebés através do leite, mas é mais 
provável que aumente a imunidade nos filhos 

Oral-Oral 
Beijar, usar os mesmos talheres, alimentos 

pré-mastigados 

Fecal-Oral Contacto com as fezes 

Gastro-Oral 
Contacto com gotas do suco gástrico durante 

a endoscopia, vómitos e refluxo 
gastroesofágico 

Iatrogénica 
Mediada pelo endoscópio durante a 

endoscopia digestiva 

Água Ingestão de água contaminada 

Alimentos 
Consumo de vegetais crus, leite e seus 

derivados, carne, entre outros 

Zoonóticos 
Consumo de leite cru e carne, contacto com 

animais 

Fonte: (VELAZQUEZ, M. e FEIRTAG, J.M., 1999); (GOMES, B.C. e DE MARTINIS, E.C.P., 2004); 

(AZEVEDO, N.F. [et al.], 2007) 

 

Alguns estudos levantaram ainda a possibilidade de transmissão através de animais, 

designando-se por zoonose, de alimentos e de água (VELAZQUEZ, M. e FEIRTAG, 

J.M., 1999); (GOMES, B.C. e DE MARTINIS, E.C.P., 2004); (AZEVEDO, N.F. [et al.], 

2007). Contudo, a transmissão de H. pylori indivíduo-indivíduo é a forma mais provável 

de transmissão, apesar de não ser claro se se trata de uma transmissão oral-oral 

(gastro-oral) ou fecal-oral (MITCHELLK, H.M., 2001). 

 

4.4. FACTORES DE PATOGENICIDADE 

H. pylori, contribui para o desenvolvimento de gastrite aguda e crónica, úlcera péptica, 

metaplasia e neoplasia intestinal e linfoma do tecido linfóide associado à mucosa 

(MALT- Mucosa–Associated Lymphoid Tissue). O risco de desenvolvimento destas 

patologias depende de diversos factores, tais como, a estirpe, o hospedeiro e o meio 

ambiente, observando-se na história natural da doença uma progressão gradual de 

gastrite até à neoplasia (COSTA, A.C. [et al.], 2009). Quanto aos factores de 
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patogenicidade deste microrganismo estão relacionados com factores de colonização, 

de persistência e de acção tóxica (Figura 10). 

 

          

 

Figura 10- Factores de patogenicidade de H. pylori (adaptado de (OLEASTRO, M. e 
MONTEIRO, L., 2001)). 

 

A enzima urease é uma proteína chave para a sobrevivência de H. pylori ao pH ácido 

do estômago, uma vez que possibilita a existência de um pH neutro em torno da 

bactéria. A acção desta enzima consiste na hidrólise da ureia, que se encontra 

presente no estômago, libertando-se dióxido de carbono e amoníaco, que neutralizam 

o pH do estômago (Figura 11) (VOLAND, P. [et al.], 2003). Estudos com estirpes 

mutantes de H. pylori, sem actividade ureásica, demonstraram que estas são 

incapazes de sobreviver in vitro em meio ácido, mesmo na presença de ureia e de 

colonizar a mucosa gástrica de animais experimentalmente infectados (EATON, K.A. 

[et al.], 1991); (CLYNE, M. [et al.], 1995). 

 

Factores de 
Colonização 

•Urease 

•Motilidade 

•Aderência 

•Factores modificadores da secreção ácida 

Factores de 
Persistência 

•Urease 

•Catalase 

•Superóxido dismutase 

Factores de 
acção tóxica 

•Urease 

•Lipopolissacáridos 

•Citotoxina vacuolizante (VacA) 

• Ilhéu de patogenicidade cag 

•Proteína activadora de neutrófilos 
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Figura 11- H. pylori a) microscopia electrónica e b) representação esquemática da acção da 
urease que torna o ambiente acídico do estômago (representado a amarelo) num ambiente 
neutro (representado a azul), possibilitando a sobrevivência da bactéria (adaptado de 
(MONTECUCCO, C. e RAPPUOLI, R., 2001)). 

 

No que diz respeito à motilidade, os flagelos presentes em H. pylori permitem que o 

microrganismo consiga penetrar a camada de mucina. De facto, os mutantes de H. 

pylori que não possuam flagelos não são capazes de colonizar a mucosa gástrica 

(EATON, K.A. [et al.], 1991). 

H. pylori tem um tropismo pela mucosa gástrica, aderindo às células epiteliais e, por 

vezes, penetrando entre elas. A adesão parece actuar na patogénese através da lesão 

directa da célula, fazendo por um lado com que os produtos tóxicos produzidos pela 

bactéria sejam libertados nas proximidades da célula epitelial e por outro, actuando na 

estimulação da produção de citocinas pela célula epitelial (MAHDAVI, J. [et al.], 2002). 

A citotoxina vacuolizante (VacA) é responsável pela formação de vacúolos nas células 

epiteliais gástricas de indíviduos com úlcera péptica e gastrite severa (MAHDAVI, J. [et 

al.], 2002). Assim sendo, a proteína VacA encontra-se associada à úlcera péptica e ao 

cancro do estômago (COSTA, A.C. [et al.], 2009). 

A presença de uma região do genoma de H. pylori denominada ―ilha de 

patogenicidade‖ cag PAI (cytotoxin associated gene pathogenecity island), apresenta 
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um elevado relevo no desenvolvimento de doenças gástricas. A região cag PAI é 

multigénica, está presente nas estirpes virulentas e pode ser associada ao risco de 

doenças gastrointestinais em diversas populações (COSTA, A.C. [et al.], 2009); 

(MOLNAR, B. [et al.], 2010). 

Durante a colonização do hospedeiro humano, a bactéria H. pylori estabelece um 

equilíbrio entre a capacidade de sobrevivência num nicho particular e a fuga à acção 

do sistema imunitário do hospedeiro. Assim sendo, factores genéticos da bactéria, ou 

do hospedeiro, ou factores ambientais, podem perturbar este equilíbrio, ocorrendo 

lesões no epitélio gástrico, que conduzem à ulceração e à neoplasia (HOCKER, M. e 

HOHENBERGER, P., 2003); (COSTA, A.C. [et al.], 2009). 

 

4.5. DIAGNÓSTICO E TERAPÊUTICA 

O diagnóstico da infecção por H. pylori pode realizar-se recorrendo a métodos 

invasivos (realização de uma biópsia gástrica obtida por endoscopia digestiva alta, 

teste da urease, histologia e cultura) e a métodos não invasivos (serologia e teste 

respiratório com ureia marcada com isótopos de carbono) (KUSTERS, J.G. [et al.], 

2006); (COSTA, A.C. [et al.], 2009). Nenhum dos métodos, desenvolvido até hoje, 

constitui o método ideal. Todos eles possuem as suas vantagens e desvantagens 

consoante a situação em que são aplicados. 

A terapia da infecção por H. pylori baseia-se no recurso a antibióticos e supressores 

da secreção gástrica. Os antibióticos mais utilizados são a amoxicilina, a tetraciclina, 

os imidazóis (metronidazol e tinidazol) e alguns macrólidos (claritromicina e 

azitromicina). O tratamento é geralmente efectuado a partir de terapias triplas 

combinadas contendo claritromicina e/ou metronidazol, e com um inibidor da bomba 

de protões, conseguindo-se assim uma taxa de erradicação de cerca de 80% 

(KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). Uma alternativa mais moderna é a terapia quádrupla, 

que combina sais de bismuto, um inibidor de bomba de protões e dois antimicrobianos 

(KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). 
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4.6. TERAPIAS ALTERNATIVAS 

Os antibióticos e os inibidores da bomba de protões constituem o modelo terapêutico 

de eleição na erradicação de H. pylori (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006); (COSTA, A.C. 

[et al.], 2009). Contudo, nas últimas duas décadas surgiram diversos problemas de 

multiresistência bacteriana a antibióticos em diferentes espécies bacterianas 

(KRAUSE, M., 2002); (GERRITS, M.M. [et al.], 2006). Neste contexto, a utilização do 

antibiótico perde a sua eficácia, sendo a principal causa de insucesso da terapia 

(MEGRAUD, F., 2004), atingindo 10 a 23% dos doentes submetidos a tratamento 

(PARENTE, F. [et al.], 2003). 

Torna-se preocupante a resistência à claritromicina e ao metronidazol, podendo 

estender-se à maioria dos antibióticos (KRAUSE, M., 2002); (GERRITS, M.M. [et al.], 

2006). A resistência a estes dois fármacos conduz à utilização de outras combinações, 

como a amoxicilina e levofloxacina, amoxicilina e rifabutina ou amoxicilina e 

furazolidona. No entanto, é fundamental ter em conta que existe uma limitação prática 

de disponibilidade de fármacos em alguns países. Assim sendo, embora teoricamente 

seja possível curar estirpes multiresistentes, há uma necessidade crescente de 

descoberta de novos agentes antibacterianos (MEGRAUD, F., 2004). 

Considera-se cada vez mais necessário a pesquisa de novos métodos terapêuticos 

para a erradicação da bactéria, de salientar: o recurso a uma vacina anti-H. pylori, a 

utilização de probióticos e a utilização de fitoterapia. 

Em termos de saúde pública a vacina apresenta diversas vantagens em relação aos 

antibióticos, como sejam, vantagens económicas, permite fazer prevenção, evita a re-

infecção que pode ocorrer no caso de terapêuticas à base de antibióticos e elimina a 

resistência ao tratamento. Assim, no futuro, a utilização de vacinas, que se encontram 

actualmente em desenvolvimento (KABIR, S., 2007); (DEL GIUDICE, G. [et al.], 2009), 

parece ser bastante promissora no controlo da infecção por H. pylori. 

Quanto à utilização de probióticos, podem contribuir para evitar a infecção por 

bactérias patogénicas, por activação do sistema imunitário e competição directa entre 

a bactéria probiótica e a patogénica. A investigação acerca da temática dos probióticos 

na erradicação de H. pylori encontra-se actualmente em curso (HAMILTON-MILLER, 

J.M., 2003); (LESBROS-PANTOFLICKOVA, D. [et al.], 2007); (YASAR, B. [et al.], 

2010). 
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No que diz respeito à fitoterapia, esta é uma terapia tradicional recomendada pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) como forma de ajuda às acções de apoio 

primário à saúde (COWAN, M.M., 1999). 

Assim, nos últimos anos tem-se desenvolvido um interesse crescente por compostos 

biologicamente activos incluindo antioxidantes de plantas e outras fontes naturais. 

Alguns estudos epidemiológicos revelaram uma correlação entre a seropositividade ao 

H. pylori e factores ambientais, incluindo a dieta, verificando-se uma baixa incidência 

de infecção por este microrganismo com o consumo de vegetais, vinho e chá verde 

(TOMBOLA, F. [et al.], 2003); (RUGGIERO, P. [et al.], 2007). 

Vários produtos naturais têm vindo a demonstrar actividade antimicrobiana contra H. 

pylori (ADENIYI, B.A. e ANYIAM, F.M., 2004); (NARAYAN, S. [et al.], 2007); (ADENIYI, 

B.A. [et al.], 2009); (BROWN, J.C. [et al.], 2009), dos quais podemos destacar o 

resveratrol (descrito em 3.3. Actividade Antimicrobiana) que constitui um dos pontos-

chave do presente trabalho. 

Diversos estudos sugerem que o vinho possui actividade antimicrobiana contra 

diferentes microrganismos patogénicos (DAROCH, F. [et al.], 2001); 

(PAPADOPOULOU, C. [et al.], 2005); (MARTINI, S. [et al.], 2009); (BOBAN, N. [et al.], 

2010a). O vinho é constituído por diversos compostos fenólicos, nos quais se inclui o 

resveratrol. Assim, a actividade antioxidante e antibacteriana de diferentes vinhos 

poderá estar relacionada com este composto. Como tal, vários autores têm 

demonstrado que o vinho e alguns dos seus constituintes são eficazes contra 

microrganismos relacionados com o tracto gastrointestinal (MAHADY, G.B. e 

PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MORETRO, T. e DAESCHEL, 

M.A., 2004); (PAPADOPOULOU, C. [et al.], 2005); (WAITE, J.G. e DAESCHEL, M.A., 

2007); (GANAN, M. [et al.], 2009). Por esta razão, tem vindo a ser proposto que as 

qualidades digestivas do vinho estão relacionadas com as suas propriedades 

antimicrobianas (WEISSE, M.E. [et al.], 1995). 

Devido ao alto índice de resistência relativamente à terapêutica tradicional utilizada na 

erradicação de H. pylori, métodos alternativos têm vindo a ser amplamente estudados 

com a finalidade de aumentar a eficácia de erradicação da bactéria, fornecendo uma 

alternativa de tratamento para os doentes onde não é erradicado o microrganismo 

utilizando as terapias clássicas, descritas anteriormente. Assim, é importante procurar 

novos fármacos anti-H. pylori, sendo a fitoterapia um recurso com elevado potencial. 
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Abstract 

There is considerable interest in alternative approaches for the eradication of 

Helicobacter pylori using biologically active compounds including antioxidants from a 

wide range of natural sources. In this work we have investigated the antibacterial 

properties of resveratrol towards different Helicobacter pylori strains. In addition we 

studied the inhibition of Helicobacter pylori urease by resveratrol and red wine. In those 

assays, resveratrol inhibited the growth of all the 17 H. pylori strains tested, with 

inhibition diameters ranging from 16 to 28 mm and minimum inhibitory concentration 

values varying from 25 to 100 µg/mL, confirming its antimicrobial properties. Moreover, 

resveratrol and red wines showed an inhibitory effect on H. pylori urease activity, which 

is considered a virulence factor of this organism and essential for colonization and 

establishment of the infection. Further kinetic analysis revealed that inhibition occurred 

in a non-competitive and concentration-dependent manner. Overall, the results suggest 

that resveratrol and red wine may have potential for new therapy schemes that include 

natural products as an alternative therapeutic approach. 

 

Keywords: resveratrol, Helicobacter pylori, urease, wine 
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1. Introduction 

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral-shaped, fastidious, microaerophilic 

bacillus which rapidly hydrolyses urea as part of its adapted survival methods 

(Montecucco & Rappuoli, 2001; Vale & Vitor, 2010). It has been implicated as the 

etiologic agent of chronic gastritis, peptic ulcer, gastric adenocarcinoma and related 

gastroduodenal disorders (Graham, 1994). Several potential virulence factors may be 

responsible for the pathogenicity of H. pylori, such as cagA, vacA and urease 

(Montecucco & Rappuoli, 2001). The cagA and vacA genes are the two major H. pylori 

virulence markers. The cagA gene is a strain-specific gene, belonging to the cag 

pathogenicity island, which has been associated with severe gastric disease (Blaser et 

al., 1995; Censini et al., 1996). The vacA gene encodes for a vacuolating toxin and is 

characterized by a mosaic structure for which different alleles have been identified in 

the signal (s), middle and intermediate regions of the gene (Atherton et al., 1995; 

Rhead et al., 2007). Only the vacA s1 type has been associated with in vitro cytotoxin 

activity (McClain et al., 2001). The bacterium produces high levels of the enzyme 

urease which converts urea into ammonia, producing a local alkaline environment that 

enables the organism to survive on the acidic environment of the stomach as well as 

aids its initial colonization of the gastric mucosa (Mobley, Cortesia, Rosenthal, & Jones, 

1988; Nagata, Satoh, Iwahi, Shimoyama, & Tamura, 1993). Successful treatment of 

chronic H. pylori infections leads to the resolution of gastritis and a decrease of ulcer 

recurrence. Unfortunately, eradication of H. pylori has proved to be difficult, and an 

optimal regimen has not yet been defined (O'Connor, Gisbert, & O’Morain, 2009). 

Triple therapy using at least two antibiotics and either bismuth or a proton pump 

inhibitor results in eradication rates of 90% (Marshall, 1993). However, these regimens 

are complicated, have significant side effects and compliance problems, often leading 

to relapse. Since complete cure is not always achieved with triple therapy, alternative 

therapeutic agents are sought. It is why the search for new antimicrobial agents to 

eradicate H. pylori and yield better therapeutic results is of critical importance, 

especially in developing countries where the rates of H. pylori infections are high. Thus, 

in recent years a growing interest in biologically active compounds, including 

antioxidants from plants and other natural sources, has been observed, as some 

epidemiological studies have shown a correlation between seropositivity to H. pylori 

and environmental factors, including diet (Brenner, Berg et al., 1999; Ruggiero et al., 

2007). Indeed, a low incidence of infection has been associated with the consumption 

of vegetables, wine and green tea. The phytoalexin resveratrol (3,4’,5-
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trihydroxistilbene) has been attributed to numerous beneficial biological effects 

(Anastasiadi, Pratsinis, Kletsas, Skaltsounis, & Haroutounian, 2010; Bertelli & Das, 

2009; Jang et al., 1997), including potent antimicrobial activity (Chan, 2002; Daroch et 

al., 2001; Dochertyl, McEwen, Sweet, Bailey, & Booth, 2007; Mahady & Pendland, 

2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Paulo, Ferreira, Gallardo, Queiroz, & 

Domingues, 2010; Shan, Cai, Brooks, & Corke, 2008; Wang et al., 2006). In addition, 

some studies also suggest that wine possesses antimicrobial activity against various 

pathogens (Boban et al., 2010; Daroch et al., 2001; Martini et al., 2009; Papadopoulou, 

Soulti, & Roussis, 2005). Wine consists of different phenolic compounds, such as 

resveratrol, and the antioxidant and antibacterial activities of different wines can be 

related to this compound. 

Likewise, it has been shown that wine and some of its components are effective 

against some gastrointestinal pathogens such as Campylobacter jejuni, Escherichia 

coli, Salmonella, Listeria and H. pylori (Daroch et al., 2001; Ganan, Martinez-

Rodriguez, & Carrascosa, 2009; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al., 

2009; Moretro & Daeschel, 2004; Papadopoulou, Soulti, & Roussis, 2005; Waite & 

Daeschel, 2007), and it has been proposed that the digestive qualities of wine are to a 

great extent the result of its antibacterial properties (Weisse, Eberly, & Person, 1995). 

The aim of this work was to evaluate the antibacterial properties of resveratrol towards 

different Helicobacter pylori clinical strains, presenting different virulence profiles and 

different susceptibility patterns against the antibiotics that are usually used in anti-H. 

pylori therapy. The disk diffusion method was used to determine the susceptibility to 

resveratrol and the minimum inhibitory concentration (MIC) of this compound was 

assessed by the agar dilution method. Moreover, considering the crucial role that 

urease plays in H. pylori survival and gastric colonization, the urease inhibitory activity 

of resveratrol and of two different red wines was also evaluated. Finally, the anti-urease 

activity of resveratrol was kinetically characterized. 
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2. Materials and Methods 

2.1. Microorganisms and growth media 

A total of 17 H. pylori strains were studied, two reference strains 26695 (ATCC 700392) 

and J99 (ATCC 700824), and 15 clinical isolates obtained from the collection of 

bacterial strains of the Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA) (Table 1). 

These strains were previously genotyped concerning the two major H. pylori virulence 

genes, cagA and vacA genes, i.e. characterized for the presence or absence of cagA 

and for the vacA s allele. Strains carrying the toxigenic vacA s1 allele were classified 

as vacA positive and strains carrying the nontoxigenic allele s2 were classified as vacA 

negative. The strains were also tested against the antibiotics metronidazole, 

clarithromycin and ciprofloxacin (Table 1). 

Strains were cultured on H. pylori selective agar (Wilkins-Chalgren agar supplemented 

with 10% desfibrinated horse blood), vancomycin [10 mg/L], cefsulodin [2 mg/L], 

trimethoprin lactate [5 mg/L], and fungizona [1 mg/L] (Biogerm, Maia, Portugal) and 

incubated at 37°C for 24 h in a anaerobic jar (Oxoid, Cambridge, United Kingdom) with 

a gas generator system (CampyGen; Oxoid), under microaerobic conditions. For the 

antibacterial activity assays, strains were cultured in Mueller-Hinton agar medium 

(MHA) (LiofilChem, Milan Italy) with 10% of defibrinated horse blood (ProBiologica, 

Belas, Portugal), at 37ºC. 

2.2. Antimicrobial agent and chemicals 

Resveratrol (3,4’,5-trihydroxistilbene) was obtained from Extrasynthése (Genay, 

France). Acetohydroxamic acid (AHA) was purchased from Sigma Aldrich (Steineheim, 

Germany). The solutions used in disk diffusion method were prepared in 1.5% of 

dimethyl sulfoxide (DMSO) with a concentration of 400 µg/disk .The solutions used in 

the agar dilution method and in the urease inhibition assay were prepared in culture 

medium with DMSO, resveratrol and AHA concentrations ranging from 6.25 to 400 

µg/mL. The reagents’ purity was suitable for these studies. 

2.3. Wine samples 

Commercial samples of two red wines (controlled denomination of origin-DOC-Beira 

Interior, Portugal) were used, having different amounts of resveratrol (wine 1 with 10.46 
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µg/mL and wine 2 with 1.26 µg/mL), from the same geographic region (Beira Interior) 

and grape variety (Touriga Nacional), having also the same ethanol content (13.5%) 

and pH (3.4). 

2.4. Agar disk diffusion assay 

The antibacterial activity of resveratrol was determined by disk diffusion, according to 

the procedures of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protocol M45-

A (CLSI/NCCLS M45-A, 2006). Disks of 6 mm diameter were impregnated with 20 µL 

of resveratrol in DMSO, with a concentration of 400 µg/disk. Disks impregnated with 20 

µL of clarithromycin and 20 µL of amoxicilin were used in parallel, with concentrations 

of 15 µg/disk and 10 µg/disk, respectively. A disk containing only DMSO was also used 

in order to exclude a possible antibacterial activity of this compound. The inoculum was 

prepared by direct suspension of colonies in sterile solution of sodium chloride 0.85% 

and optical density was adjusted to 2 McFarland turbidity standard (1x107-1x108 colony 

forming units/mL- CFU/mL). MHA plates with 10% horse blood were inoculated by 

flooding the agar surface with the inoculums suspension and the excess fluid was air-

dried. Four disks by plate were applied at equidistant points on top of the agar medium 

and the agar plates were incubated at 37°C for 72h, under microaerobic conditions. 

Antimicrobial activity was evaluated by measuring the diameter of the inhibition zone 

around the disk. At least three independent experiments were performed in duplicate. 

2.5. Agar Dilution Method 

The MIC of resveratrol was determined by the agar dilution method, according to the 

procedures of the CLSI, protocols M45-A and M100-S19 (Table 2L) (CLSI/NCCLS 

M45-A, 2006; CLSI/NCCLS M100-S19, 2009). Resveratrol was serially diluted twofold 

and 45 µL of each dilution was incorporated in 2955 µL of appropriate melted agar 

medium (MHA) with 10% desfibrinated horse blood and poured in a Petri dish (capacity 

3 mL). The final concentrations of resveratrol in the medium ranged from 6.25 to 400 

µg/mL, which is in accordance with values described in literature (Langcake & Pryce, 

1976; Shan, Cai, Brooks, & Corke, 2008). The inoculum was prepared in the same way 

as in the case of disk diffusion, adjusting the optical density to 2.0 McFarland (1x107-

1x108 CFU/mL). Agar plates were inoculated with 2 µL of bacterial suspension and the 

plates were incubated for 3 days at 37ºC under microaerophilic conditions. The MIC 

was defined as the lowest concentration of resveratrol that will inhibit the visible growth 
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of a microorganism. At least three independent experiments were performed in 

duplicate, in parallel with two growth controls consisting of medium with or without 

DMSO. 

2.6. Preparation of Helicobacter pylori urease 

For urease inhibition assays bacterial suspension of three H. pylori strains (26695, 

1692/05 and 553A/02) were prepared in a 0.85% sodium chloride solution. These two 

last strains were selected because 1692/05 is the most virulent and resistance strain, 

and 553 A/02 is negative in both virulence factors and susceptible to all antibiotics 

tested. Suspended cells were collected by centrifugation (4.600 rpm, 15 min, 4ºC), 

washed twice with a 0.85% sodium chloride solution, followed by a final wash with 

phosphate buffered saline (pH 7.4) solution. Then water with protease inhibitors was 

added to the pellet and sonication was performed for one minute. Following 

centrifugation (15,000g , 10 min, 4ºC), the supernatant was desalted using a centrifugal 

filter device 10.000 MWCO PES (Vivaspin 6 Lab Technology Products, Goettingen, 

Germany) at 4ºC, samples were washed twice with water and further concentrated. 

2.7. Urease Inhibition Assay 

Several concentrations of resveratrol and AHA (positive control), both ranging from 

6.25 to 400 µg/mL, two different red wines and water (negative control) were tested in 

this assay. For each test, the following reagents were added in a 1.5 mL microtube: 10 

µL of phosphate buffer (100 mM, pH 7.4), 15 µL of each of the previous compounds 

and 25 µL of urease solution (final concentration 2 U) were mixed and pre-incubated at 

37ºC for 10 min. The urease reaction was started by adding 25 µL of urea solution 25 

mM to each tube and incubated for 30 min. The ammonia concentration was 

determined with a colorimeter at 636 nm after coloration with the phenol hypochloride 

assay (Witte & Medina-Escobar, 2001). Calibration curves were prepared with 

ammonium chloride solutions. The protein content was determined by a commercial 

Bradford assay (BioRad) using Bovine Serum Albumin as a standard. 
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3. Results and Discussion 

3.1. Antibacterial Activity 

Resveratrol has attracted attention as potential antimicrobial for food protection or even 

for therapeutic purposes. This report describes the antibacterial activity and urease 

inhibitory activity of resveratrol and red wines samples against H. pylori. 

Resveratrol, a polyphenol found in wine, is known to exhibit potent inhibitory activity 

against H. pylori (Mahady & Pendland, 2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003). 

In this study, the antibacterial activity of resveratrol against 17 strains of H. pylori was 

examined. The diameter of inhibition zone and the minimum inhibitory concentration 

(MIC) were evaluated, and the results are reported in Figure 1 and Figure 2, 

respectively. From the results of the disk diffusion assay we observe that resveratrol (at 

400 µg/disk) prevented the growth of all tested strains, with the inhibition diameters of 

growth ranging from 16 to 28 mm (Figure 1), indicating a variable susceptibility of the 

strains to resveratrol. The observed differences may be explained by the fact that the 

strains are very heterogeneous, presenting different virulence profiles and diverse 

antibiotics susceptibility patterns (Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al., 

2009). 

 

Figure 1. Antibacterial activity of resveratrol against several Helicobacter pylori strains, using 

the disk diffusion test. The results are presented as mean ± standard deviations (n=3), and the 

coefficients of variation were ≤ 5%. 
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Figure 2. Antibacterial activity of resveratrol against various Helicobacter pylori strains, using 

the agar dilution method. Each experiment consisted of two replicates repeated three times with 

different resveratrol concentrations (6.25-400 µg/mL). 

 

Resveratrol concentrations ranging from 6.25 to 400 µg/mL were tested by agar dilution 

method, and the corresponding MIC was determined for all strains. The MIC ranged 

between 25 and 100 µg/mL, with the majority of the strains presenting a similar 

susceptibility pattern (MIC=50 µg/mL) (Figure 2). The three H. pylori strains that were 

inhibited with the lowest resveratrol concentration were susceptible to all the antibiotics 

tested, two of them (strains 8/00 and 5/00) were negative for both cagA and vacA 

genes and the third strain (1025/03) was positive for cagA negative for vacA. In 

contrast, resveratrol showed less activity against strains 67/99 and 18/99 (MIC= 100 

µg/mL), which were positive for both virulence factors and resistant to metronidazole 

(Table 1 and Figure 2). These results were consistent with previous studies 

demonstrating that resveratrol has different antibacterial activity against various H. 

pylori strains (Chatterjee, Bagchi, Yasmin, & Stohs, 2005; Chatterjee, Yasmin, Bagchi, 

& Stohs, 2003; Daroch et al., 2001; Lee, Shin, & Hahm, 2008; Mahady & Pendland, 

2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al., 2009; Murano et al., 2005; 

Ralhan, Pandey, & Aggarwal, 2009; Zaidi et al., 2009). According to the literature, 

resveratrol exhibits the most potent inhibitory activity on H. pylori infection under 

neutral conditions (Murano et al., 2005). 
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Recent studies conducted in vivo suggest that resveratrol is well tolerated and has non-

toxic effects (Boocock et al., 2007; Williams, Burdock, Edwards, Beck, & Bausch, 

2009). In addition, it was previously demonstrated that resveratrol and red wine 

extracts inhibited the growth of H. pylori cagA positive strains (Mahady, Pendland, & 

Chadwick, 2003). The antibacterial activity of Chilean red wines and the active extracts 

of two randomly selected wines were assayed for their antibacterial activity on H. pylori 

strains (Daroch et al., 2001). All the red wines studied showed some antibacterial 

activity on the strains tested, although the strains were heterogeneous in their 

susceptibility to each particular wine. The results indicate that Chilean red wines might 

have an antibacterial activity on H. pylori, which depends mainly on the presence of 

resveratrol in the specific wine. Furthermore, the red wine significantly prevented 

gastritis and limited the localization of bacteria and VacA to the surface of the gastric 

epithelium in H. pylori-infected mice (Ruggiero et al., 2007; Tombola et al., 2003). All 

these facts suggest that polyphenols or polyphenol derivatives from wine could be 

useful in the prevention or treatment of H. pylori-associated gastric diseases. 
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Table 1. Helicobacter pylori strains characterization regarding virulence factors and antibiotic 

susceptibility. 

 
Virulence 
factor 

 Antibiotic susceptibility 

Strain 
Number

a cagA vacA
c 

Metronidazole Clarithromycin Ciprofloxacin 

   MIC  MIC  
MIC or 
inhibition 
diameter

b 
 

1692/05 + + 24 R >256 R 46
b 

S 

94/99 + + 0.5 S 257 R 0.094 S 

957/03 + + 24 R 0.016 S 40
b 

S 

18/99 + + 257 R 0.032 S 0.125 S 

67/99 + + 257 R 0.032 S 0.016 S 

1152/04 + + 0.094 S <0.016 S 55
b 

S 

1776/05 + + 0.19 S 0.016 S 42
b 

S 

32/00 + + 0.5 S 0.5 S 0.125 S 

1025/03 + - 0.19 S < 0.016 S 50
b 

S 

553A/02 - - 0.047 S 0.023 S 51
b 

S 

184/99 - - 0.19 S 0.016 S 0.064 S 

8/00 - - 0.19 S 0.016 S 0.023 S 

5/00 - - 0.064 S 0.015 S 0.032 S 

690/99 - - 0.38 S 0.032 S 0.032 S 

565/99 - - 0.094 S 257 R 0.094 S 

MIC - Minimum inhibitory concentration (µg/mL), ­ , negative; +, positive; S- sensitive; R- resistant. 

a
 H. pylori strains are indicated by their collection number. 

b
 The inhibition diameter is measured in mm; disk diffusion method. 

c 
The vacA status was determined according to the presence of the s1 allele (vacA positive) or s2 allele 

(vacA negative). 

 

In addition to these in vitro results, there have been several cross-sectional population 

studies on wine consumption and H. pylori infection eradication (Brenner, 

Rothenbacher, Bode, & Adler, 1999; Murray et al., 2002). Notwithstanding its cross-

sectional design, these studies seem to support the hypothesis that wine consumption 

may reduce the odds of active infection with H. pylori. A recent study demonstrated that 

wine affects the viability of Campylobacter jejuni, and red and rosé wines are more 

effective than white wine. Considering that differences in pH or in alcohol content 

cannot account for the differences between the microrganisms counts after treatment 

with white, rosé and red wines, the former may be attributed to some compounds like 

resveratrol (Ganan, Martinez-Rodriguez, & Carrascosa, 2009). It is known that the 

average concentration of resveratrol in white wines is lower than in red wines 

(Goldberg et al., 1995). 
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Some reports have described the indirect effect of a moderate wine intake has on the 

colonization of the human intestine by intestinal pathogens (Brenner, Rothenbacher, 

Bode, & Adler, 1999; Murray et al., 2002). For similar reasons, it has been proposed 

that this intake limits the infective capacity of intestinal pathogens, including H. pylori. 

 

3.2. Urease Inhibition 

H. pylori is a unique bacteria that can survive in the acidic environment of animal 

stomach since it has the ability to neutralize gastric acids with ammonia produced by 

urease. In this study, the inhibitory urease activity of resveratrol, AHA (as positive 

control) and two red wine samples with different amounts of resveratrol was tested. 

The studied concentrations of resveratrol and AHA ranged from 6.25 to 400 µg/mL 

(Figure 3). Our results demonstrate that the addition of resveratrol decreased urease 

activity in the three H. pylori strains tested, and this inhibitory effect was proportional to 

the concentration of resveratrol. For the three strains tested, a decrease of 90% in the 

urease activity was observed for a concentration of 400 µg/mL of resveratrol. In 

identical concentrations, AHA exhibited lower urease inhibitory activity, 72, 49 and 

73%, for strains 26695, 1692/05 and 553A/02, respectively. According to these results, 

resveratrol exhibited higher in vitro urease inhibitory activity than AHA. Considering the 

slopes and shapes of the semilog curves of resveratrol it appears that resveratrol effect 

is more pronounced against the strain 26695, followed by 1692/05 strain and finally 

553A/02 strain. These results suggest that different strains of Helicobacter pylori react 

differently to the presence of resveratrol. 
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Figure 3. Inhibitory effect of various concentrations (6.25-400 µg/mL) of resveratrol and 

acetohydroxamic acid on the urease activity. Resveratrol, filled symbols, and AHA, open 

symbols, in three Helicobacter pylori strains: 26695, squares, 1692/05 circles and 553A/02 

triangles. Data corresponds to the average of three experiments. 

 

Although the antimicrobial activity of wines has been described by several authors 

(Daroch et al., 2001; Ganan, Martinez-Rodriguez, & Carrascosa, 2009; Marimon, 

Bujanda, Gutierrez-Stampa, Cosme, & Arenas, 1998; Mahady & Pendland, 2000; 

Moretro & Daeschel, 2004; Papadopoulou, Soulti, & Roussis, 2005; Romero, Medina, 

Vargas, Brenes, & De Castro, 2007; Waite & Daeschel, 2007), the inhibition of urease 

activity on H. pylori strains was not reported until now. Therefore in the present work, 

the inhibition of urease activity by two red wines in three H. pylori strains was 

evaluated. These wines had the same alcoholic content (13.5%) and pH (3.4), grape 

variety (100% Touriga Nacional) and geographic region (Beira Interior) with controlled 

designation of origin, but with different vintages (wine 1 2007, wine 2 2004) and 

different resveratrol concentrations. The wines were obtained from a study conducted 

by our group in which an analytical method was completely developed and validated for 

the determination of resveratrol concentrations in different kinds of Portuguese red 

wines (data not shown). Thus the wine 1 (10.46 µg/mL) has a concentration of 

resveratrol ten times that of wine 2 (1.26 µg/mL). The results presented in Figure 4 

demonstrate that red wine with the highest resveratrol concentration (wine 1) exhibited 

a more pronounced inhibitory effect of urease activity in the three H. pylori tested 
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strains than wine 2. Moreover, it was observed that wine 1 showed the highest 

inhibition against strain 553A/02, negative for virulence factors and susceptible to 

antibiotics, followed by the reference strain, 26695, and finally the more virulent and 

resistant strain (1692/05). These results suggest that resveratrol and red wine have an 

inhibitory effect on activity of H. pylori urease, thought variable according to the 

virulence and antibiotic susceptibility of the strains. When compared to the pure 

compound, resveratrol from wine required lower concentrations to produce the same 

results. Therefore, it is probable that red wine contains other compounds (procyanidins, 

anthocyanins, organic acids, ethanol...) that act synergistically with resveratrol. On the 

other hand, the combined wine polyphenols, at higher concentrations might be acting 

by diverse mechanisms. 

 

Figure 4. Inhibitory effect of two red wine samples containing different concentrations of 

resveratrol in the activity of urease extracted from three Helicobacter pylori strains . Wine 1 

(10.46 µg/mL) filled bars and Wine 2 (1.26 µg/mL) open bars. Data corresponds to the average 

of three experiments; the error bars indicate the standard deviations and the coefficients of 

variation were ≤ 5%. 

 

Further kinetic analysis revealed that Helicobacter pylori urease follows a Michaelis-

Menten kinetics in the presence of resveratrol. Lineweaver-Burk plot (Figure 5) 

indicated that resveratrol is a non-competitive and reversible inhibitor of Helicobacter 

pylori urease. The samples were preincubated at different times (1, 5, 10, 20, 30, 45 

and 70 min) and inhibition remained (data not shown). Therefore, the urease-inhibitory 



Capítulo II – Parte Experimental

 

____________________________________________________________________________ 

106 

effect was independent of the incubation time. There are very few studies describing 

the anti-urease activity of low molecular weight phenolic compounds. Xiao and co-

workers (Xiao et al., 2007) synthesized and evaluated twenty polyphenols for their 

effects on Helicobacter pylori urease. Two of these compounds inhibited Helicobacter 

pylori urease in a time-dependent mode. In contrast, more recently Pastene and 

collaborators (Pastene, Troncoso, Figueroa, Alarcon, & Speisky, 2009) demonstrated 

that the urease inhibitory effect of apple peel polyphenols was concentration–

dependent and reversible. The results obtained in this work suggested that resveratrol 

is an inhibitor of Helicobacter pylori urease not time-dependent. 

 

Figure 5. Lineweaver-Burk plot of the reciprocal of urease activity vs. reciprocal of substrate 

concentration in absence (open circle) and presence (filled symbols) of 400 µg/mL (squares), 

150 µg/mL (triangles) and 30 µg/mL (circles) of resveratrol. Data corresponds to the average of 

three experiments. 
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4. Conclusions 

Overall, the results obtained in this work demonstrate the antibacterial activity of 

resveratrol against different H. pylori strains. The antimicrobial activity shown by this 

compound on various strains of H. pylori provides useful information for a potential use 

of resveratrol. To our knowledge, this work is the first to describe the inhibition of 

urease activity in H. pylori bacteria by resveratrol and red wines. Based on these 

results, one can speculate that the antibacterial activity of resveratrol on H. pylori is 

through inhibition of urease, by limiting the survival of the bacteria on the stomach. To 

further support these results, it would be interesting to perform the urease inhibition 

assay on acidic conditions. The kinetic data suggests that resveratrol is an urease 

inhibitor that acts in a non-competitive way. 

In conclusion, this report is encouraging to find new therapy schemes that include 

natural products as alternative approaches to treat H. pylori infection or new alimentary 

regimen consisting on the intake of foods, like wines, rich on compounds with 

chemoprotective and chemopreventive effects. 
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Portugal tem uma longa tradição enquanto produtor de vinho, e existem várias regiões 

que produzem vinhos de qualidade com Denominação de Origem Controlada (DOC) 

reconhecidas pela União Europeia. O resveratrol tem vindo a ser identificado como o 

principal composto biologicamente activo presente no vinho (JEANDET, P. [et al.], 

1991); (JEANDET, P. [et al.], 1995); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c). As 

concentrações de resveratrol em diferentes castas e os respectivos vinhos são 

extremamente variáveis, dependendo de vários factores, tais como, origem geográfica, 

processos de vinificação, clima e presença de fungos (STERVBO, U. [et al.], 2007). 

No artigo I descreve-se uma nova metodologia para a determinação do trans- e cis-

resveratrol em diferentes tipos de vinhos portugueses (186 amostras), utilizando a 

extracção em fase sólida (SPE) e a cromatografia líquida acoplada a um detector de 

díodos (HPLC-DAD). De acordo com a literatura consultada, este trabalho é o primeiro 

a efectuar uma análise detalhada dos níveis de resveratrol num número tão elevado 

de amostras de vinho. Pelo que, de seguida, será efectuada uma discussão detalhada 

dos resultados apresentados neste primeiro artigo. 

Embora o isómero trans-resveratrol se encontre comercialmente disponível, o mesmo 

não acontece com o isómero cis-resveratrol. Assim, foi necessário estabelecer as 

condições ideais de transformação da forma trans- na cis-resveratrol. 

Diversos métodos de transformação do isómero trans-resveratrol em cis- resveratrol 

têm vindo a ser descritos na literatura, sendo os mais comummente utilizados: a 

exposição à luz do dia (VIAN, M.A. [et al.], 2005) e à luz ultravioleta (UV) aos 

comprimentos de onda 360 nm e 254 nm (LOPEZ-HERNANDEZ, J. [et al.], 2007). 

No presente trabalho, com o intuito de maximizar o rendimento de transformação, 

foram optimizados diferentes parâmetros que podem influenciar este processo, tais 

como: radiação UV a dois comprimentos de onda (254 nm e 365 nm), tempo de 

exposição (10, 20 e 30 minutos), concentração inicial do trans-resveratrol (4 µg/mL e 1 

mg/mL), diferentes solventes nos quais o resveratrol possui elevada solubilidade 

(metanol e etanol 12%) e várias distâncias entre a luz e a solução (10, 20 e 60 cm). 

Esta optimização foi realizada utilizando-se uma abordagem univariada, ou seja, cada 

factor foi avaliado enquanto todos os outros factores foram mantidos constantes (n=3). 

Os melhores resultados para a conversão do trans-resveratrol foram obtidos com uma 

solução padrão de 4 µg/mL em metanol exposta a 20 cm da luz UV (365 nm) durante 
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30 minutos. A eficiência do processo foi calculada pela diferença entre as áreas dos 

picos do trans-resveratrol antes e após exposição à radiação UV (n = 6), obtendo-se o 

valor de 92,39 ± 0,27%. Desta forma, podemos assumir que a quantidade de cis-

resveratrol foi 92% da concentração inicial do isómero trans. É fundamental ter em 

conta que, normalmente, as condições de isomerização não são descritas de forma 

detalhada na literatura, sendo as recuperações obtidas muito variáveis. Trela e 

colaboradores (TRELA, B.C. e WATERHOUSE, A.L., 1996) obtiveram uma taxa de 

conversão de 67% (exposição a 254 nm durante 10 h), enquanto Vian (VIAN, M.A. [et 

al.], 2005) e Romero-Perez (ROMERO-PEREZ, A.I. [et al.], 1996) descreveram taxas 

de 80-90%, expondo soluções de trans-resveratrol à luz solar durante uma hora e 

durante 10 minutos, respectivamente. No entanto, estes dois últimos métodos são 

pouco vantajosos, uma vez que a luz solar não é constante ao longo do dia ou em dias 

consecutivos, o que implica que as condições são extremamente difíceis de 

reproduzir. 

Como os vinhos são matrizes altamente complexas e variáveis, é muitas vezes 

necessária a aplicação de um passo de extracção para a obtenção e purificação dos 

analitos em estudo. No entanto, antes da aplicação da técnica de extracção às 

amostras de vinho, foram efectuados vários testes com um vinho ao qual 

denominamos por ―branco‖ (amostra que não contém nenhum dos analitos em 

estudo). Por um lado não seria exequível utilizar uma amostra real, já que o resveratrol 

está sempre presente e, por outro, o método de adição de padrão não seria prático 

devido ao elevado número de amostras analisadas o que implicaria a validação do 

método para cada vinho analisado. 

Desta forma, para a obtenção desta amostra branca foram testados dois tipos de vinho 

―branco‖: (1) solução aquosa de pH 3,4 com ácido clorídrico 1 M e (2) solução aquosa 

de etanol (88:12, v/v) e ácido tartárico (5 g/L) com pH 3,6 com hidróxido de sódio 2 M 

(MERCOLINI, L. [et al.], 2008), sendo cada uma das análises efectuada em triplicado. 

Os resultados obtidos para as áreas do pico do trans-resveratrol, utilizando cada uma 

destas soluções, não variaram significativamente. Desta forma, foi escolhido o vinho 

―branco‖ constituído por uma solução aquosa de pH 3,4 com ácido clorídrico 1 M 

sendo esta uma solução fácil e rápida de preparar. 

Numa primeira abordagem, para efectuar a extracção do composto recorreu-se à 

extracção líquido-líquido (LLE) conforme descrito por diversos autores (RODRIGUEZ-

DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007); (NAVE, F. [et al.], 2007); 
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(BRAVO, M.N. [et al.], 2008). Foram testados vários solventes de extracção, tais 

como, éter dietílico, acetato de etilo, e misturas com diferentes proporções de acetato 

de etilo e n-hexano (50:50; 90:10 e 10:90, v/v), diclorometano e acetato de etilo (50:50; 

90:10 e 10:90, v/v) e metanol ácido e acetato de etilo (50:50, v/v). De acordo com os 

resultados obtidos, o éter dietílico revelou ser o melhor solvente de extracção, 

contudo, mesmo quando foi utilizado o vinho ―branco‖ surgiu um novo pico no 

cromatograma. A fim de conseguir identificar-se o referido pico, os extractos foram 

derivatizados e analisados por GC-MS. Por análise do espectro de massa, os dados 

obtidos sugeriram que o composto desconhecido seria o produto da reacção do trans-

resveratrol com o éter dietílico, originando a dimerização da molécula de resveratrol. 

Como alternativa à LLE, foi então utilizada a extracção em fase sólida (SPE). Esta 

técnica possui vantagens quando comparada com a LLE, de forma a que alguns dos 

problemas associados podem ser evitados e/ou minimizados, nomeadamente a 

separação de fases, a formação de emulsões e o elevado consumo de solventes 

orgânicos. Como tal, foram testadas diferentes tipos de colunas: Oasis® HLB (60 mg), 

BondElut Certify C8 (300 mg) e Oasis® MCX (60 mg), assim como diversos 

procedimentos de extracção. Dois dos quais, para colunas HLB e BondElut: um 

primeiro procedimento padrão (Protocolo 1), normalmente utilizado em colunas de fase 

reversa, e um segundo procedimento promovendo o intercâmbio catiónico (Protocolo 

2). Um terceiro procedimento foi utilizado, com o mecanismo misto de retenção, para 

as colunas MCX. É de referir que, a preparação da amostra foi a mesma para os três 

procedimentos, sendo constituída por 2 mL de vinho diluído com 2 mL de água e 1 mL 

de tampão fosfato 0,1 M (pH 6), e com adição de 100 µL de padrão interno 

(carbamazepina) e que todas as experiências foram realizadas em triplicado. 

O processo de extracção para ambas as colunas de fase reversa, foi optimizado 

quanto às etapas de acondicionamento, lavagem e eluição. 

De ressaltar que, durante o manuseamento da amostra, todos os procedimentos de 

extracção foram realizados em condições de luz reduzida de forma a evitar a 

isomerização do trans-resveratrol para o cis-resveratrol. 

O melhor rendimento de extracção foi obtido com as colunas BondElut ® C8 (Protocolo 

2), pelo que foram seleccionadas para prosseguir os ensaios. Assim, o procedimento 

final optimizado consistiu no seguinte: a coluna foi acondicionada com 1 mL de 

metanol e 1 mL de dihidrogenofosfato de potássio 0,1 M (pH 6), seguindo-se a adição 
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da amostra, cuja preparação foi previamente descrita, e posterior lavagem com 3 mL 

de água, 1 mL de ácido acético 0,1 M e 2 mL de n-hexano permanecendo sob vácuo 

durante 10 minutos. Os analitos foram eluidos com 3 mL de uma mistura de 

diclorometano:isopropanol:amónia (78:20:2, v/v/v). Seguidamente evaporou-se o 

extracto a 30ºC, sob um fluxo de azoto, sendo ressuspendido em 100 µL da fase 

móvel. 

A metodologia foi validada segundo normas internacionalmente aceites da Food and 

Drug Administration (FDA) (FDA, 2001) e da International Conference on 

Harmonization (ICH) (ICH, 2005), em termos de especificidade, linearidade, limites de 

detecção e quantificação, precisão, exactidão, estabilidade e eficiência de extracção. 

A especificidade do método foi avaliada por análise cromatográfica de outros 

compostos que pudessem estar presentes numa amostra de vinho autêntica. Não 

sendo possível testar todos os interferentes presentes numa amostra de vinho, uma 

vez que este constitui uma matriz muito complexa, analisaram-se apenas os mais 

frequentes. Assim, foram analisados outros polifenóis (catequina, epicatequina, rutina 

e ácido gálico), vitaminas (retinol e tiamina) e ácido ascórbico. Após comparação dos 

tempos de retenção e dos respectivos espectros de absorção (comprimento de onda 

máximo), para cada um dos compostos, não foram observados picos interferentes aos 

tempos de retenção e comprimentos de onda do trans- e cis-resveratrol. Além disso, 

em todas as amostras de vinho analisadas, os espectros de absorção dos analitos 

testados foram comparados simultaneamente com uma amostra controlo. Esta foi 

superior a 90% para ambos os compostos em todas as amostras de vinho testadas, 

pelo que se pode afirmar que o método é específico. 

No que diz respeito às curvas de calibração, estas foram realizadas separadamente 

para ambos os isómeros, a fim de evitar a interferência da pequena percentagem de 

trans-resveratrol presente na solução de cis-resveratrol. Pelo que foram utilizadas 

amostras de vinho ―branco‖ fortificadas com concentrações crescentes de cada um 

dos analitos em estudo, extraídas e analisadas de acordo com a metodologia 

previamente descrita. Para o trans-resveratrol, foi avaliado um intervalo de 

concentração de 0,025 a 15,00 µg/mL com doze calibradores e quatro controlos. No 

entanto, após terem sido testadas diferentes ponderações foi necessário dividir o 

intervalo de calibração em dois intervalos de concentração: 0,025 a 1,00 µg/mL e de 

1,00 a 15,00 µg/mL, de forma a que os valores de bias para todos os calibradores, no 

intervalo de concentrações em estudo, se situassem no intervalo de ± 20%, como 
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descrito nas normas de validação (FDA, 2001); (ICH, 2005). Para o cis-resveratrol, o 

intervalo de linearidade foi de 0,023 a 0,92 µg/ml, com seis calibradores e dois 

controlos (n=6). De referir que o método descrito mostrou-se linear dentro da gama de 

trabalho adoptada para cada um dos analitos em estudo, obtendo-se coeficientes de 

correlação linear superiores a 0,99. Neste caso, os parâmetros de precisão e 

exactidão para os diferentes níveis de concentração foram considerados adequados, 

já que se situavam dentro dos limites aconselhados pelas normas de validação 

anteriormente citadas (FDA, 2001); (ICH, 2005). 

Os limites de quantificação (LOQ) e de detecção (LOD) foram de 0,025 µg/mL para o 

trans-resveratrol e de 0,023 µg/mL para o cis-resveratrol. Estes valores são inferiores 

aos descritos por outros autores, onde são utilizados inclusive maiores volumes de 

amostra, 30 mL (LIMA, M.T.R. [et al.], 1999), 10 mL e 5 mL (NAVE, F. [et al.], 2007), 

10 mL (BRAVO, M.N. [et al.], 2008) e 5 mL (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); 

(PAIXAO, N. [et al.], 2008); (BELISARIO-SANCHEZ, Y.Y. [et al.], 2009). Nestes 

trabalhos, os limites foram calculados matematicamente, enquanto no presente estudo 

os limites foram determinados analisando amostras com concentrações decrescentes 

dos analitos em estudo, obtendo-se em todos os casos coeficientes de variação 

inferiores a 20% e bias num intervalo de ± 20% da concentração nominal. 

Os parâmetros, precisão e exactidão foram avaliados a três níveis de concentração 

(0,30, 4,50 e 12,50 µg/mL) para o trans-resveratrol e a dois níveis de concentração 

(0,28 e 0,74 µg/mL) para o cis-resveratrol. Para cada concentração foram realizadas 

seis réplicas no mesmo dia (precisão intradia) e em dias diferentes durante sete dias 

(precisão interdia). Os coeficientes de variação não excederam os 15% para todas as 

concentrações em estudo. Estes resultados estão de acordo com os critérios 

internacionalmente aceites na validação de métodos bioanalíticos (FDA, 2001); (ICH, 

2005). Quanto aos valores obtidos para a exactidão (em termos de bias) encontram-se 

entre o intervalo de ± 15% da concentração nominal, sendo considerados aceitáveis. 

Com o objectivo de estudar a estabilidade das amostras, estas foram processadas a 

três concentrações diferentes, 0,025, 1,00 e 15,00 µg/mL para o trans- resveratrol e 

0,023, 0,092 e 0,92 µg/mL para o cis-resveratrol. Cada uma das amostras (n=3), foi 

extraída utilizando o procedimento de extracção anteriormente descrito. Após 

extracção, as amostras foram evaporadas, ressuspendidas em 100 µL de fase móvel e 

armazenadas a 4ºC durante 18 h. Transcorrido este período, as amostras foram 
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injectadas e as áreas comparadas com extracções preparadas no próprio dia às 

mesmas concentrações. Os resultados obtidos estão de acordo com as normas 

internacionalmente aceites (FDA, 2001); (ICH, 2005), sendo que os coeficientes de 

variação não excederam os 15% para todas as concentrações em estudo e os valores 

obtidos encontram-se entre o intervalo de ± 15% da concentração nominal, pelo que 

são considerados aceitáveis. A estabilidade foi ainda avaliada de igual forma em 

amostras de vinho autênticas, sendo os resultados consistentes com os anteriores. 

A fim de calcular a eficiência de extracção do método, fortificaram-se amostras de 

vinho ―branco‖ a três níveis de concentrações diferentes (n=6) 0,025, 1,00 e 15,00 

µg/mL para o trans-resveratrol e 0,023, 0,092 e 0,920 µg/mL para o cis-resveratrol, 

após a SPE, o padrão interno foi adicionado. Estes resultados foram comparados com 

extractos de vinho ―branco‖ fortificados após extracção com os analitos em estudo e 

respectivo padrão interno (correspondendo a uma eficiência de 100%). Após injecção 

no sistema cromatográfico calculou-se a eficiência para ambos os analitos. Os valores 

de eficiência médios para o trans-resveratrol foram de 100,44% e de 100,39% para o 

cis-resveratrol. Quando comparados os resultados obtidos com outros métodos 

descritos na literatura, verificou-se que são superiores aos descritos por diversos 

autores (GAMOH, K. e NAKASHIMA, K., 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); 

(GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU, M. [et al.], 2006); (MERCOLINI, L. [et al.], 

2008), LLE (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007); 

(NAVE, F. [et al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008), mesmo quando é efectuada 

uma injecção directa (LA TORRE, G.L. [et al.], 2006); (DE QUIROS, A.R.B. [et al.], 

2007); (FEIJOO, O. [et al.], 2008). 

A aplicabilidade do método foi demonstrada, analisando em duplicado 186 amostras 

de vinho tinto de origem portuguesa. Estas amostras eram provenientes de diferentes 

regiões, castas e anos, obtendo-se um valor médio de resveratrol de 2,9 µg/mL. O 

valor médio obtido é superior aos referidos na literatura para vinhos tintos de Portugal 

continental (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c); (GU, X. [et al.], 1999); (LIMA, M.T.R. [et 

al.], 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); (RATOLA, N. [et al.], 2004); (NAVE, F. [et 

al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008) onde a média dos níveis de trans-resveratrol 

foi de 1,3 µg/mL. De acordo com um artigo de revisão (STERVBO, U. [et al.], 2007), 

baseado em 511 amostras provenientes de 18 países diferentes, o valor médio da 

concentração de trans-resveratrol foi de 1,9 µg/mL. 
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Analisando estatisticamente os resultados obtidos, por aplicação do teste F e do teste 

T de Student, verificou-se que o menor valor médio de trans-resveratrol encontra-se 

em vinhos da região do Alentejo (1,62 ± 0,7 µg/mL), enquanto a região da Beira 

Interior apresentou uma média de 3,50 ± 1,9 µg/mL. Comparando as diferentes 

regiões em estudo, observou-se que os valores de resveratrol do Alentejo 

relativamente à Beira Interior são significativamente diferentes. Contudo, há regiões 

cujos valores não são significativamente diferentes, como é o exemplo da Península 

de Setúbal relativamente a todas as regiões em estudo. 

Quando comparados estes resultados com os de trabalhos publicados sobre outros 

vinhos, verificou-se que os níveis de trans-resveratrol, mais elevados, foram de 11,9 

µg/mL num vinho suíço de 1997 obtido a partir da casta Pinot Noir (ADRIAN, M. [et 

al.], 2000) e 14,3 µg/mL num vinho húngaro de 2002, com a casta Merlot (MARK, L. [et 

al.], 2005). Recentemente, Paixão e colaboradores obtiveram um nível de resveratrol 

no vinho da madeira de 57,7 µg/mL, do ano 2005 e com as castas Touriga Nacional, 

Carbenet Sauvignon, Merlot e Touriga Barroca (PAIXAO, N. [et al.], 2008). No 

presente trabalho, o maior valor quantificado de trans-resveratrol foi de 10,9 µg/mL 

num vinho da colheita de 2007, com Denominação de Origem Controlada Beira 

Interior, elaborado a partir da casta Touriga Nacional. Segundo a bibliografia e de 

acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os níveis de cis-resveratrol em 

vinhos tintos seguem a mesma tendência que o isómero trans-. 

Na segunda parte do presente trabalho, implementaram-se técnicas que permitiram 

avaliar in vitro a actividade antimicrobiana do resveratrol contra diversos 

microrganismos, nomeadamente bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, 

Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa). Este 

trabalho possibilitou, ainda, a optimização e o desenvolvimento de uma metodologia 

adequada no manuseamento de soluções de resveratrol, relacionado com os 

problemas de solubilidade do composto nos meios de cultura microbiana. Os dados 

existentes na literatura acerca deste assunto são muito discrepantes, no entanto 

Jeandet e colaboradores num artigo de revisão centram-se sobre esta problemática, 

salientando a importância da solubilidade do resveratrol (JEANDET, P. [et al.], 2002). 

Para analisar a sensibilidade dos microrganismos ao resveratrol recorreu-se ao 

método de difusão em disco (DIZ- diâmetro da zona de inibição) e ao método da 
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microdiluição, para determinar a concentração mínima inibitória (MIC) e a 

concentração mínima bactericida (MBC). 

Os resultados de testes de susceptibilidade antimicrobiana, obtidos com o método de 

difusão em disco demonstraram que o resveratrol inibiu o crescimento sobretudo nas 

bactérias Gram-positivas. Assim, das treze estirpes testadas, o resveratrol inibiu o 

crescimento de onze (84,6%), sendo que das sete bactérias Gram-negativas em 

estudo inibiu cinco. Uma possível explicação para estes resultados poderá estar 

relacionada com a complexidade do ponto de vista químico e estrutural das bactérias 

Gram-negativas relativamente às bactérias Gram-positivas. Esta observação é 

consistente com estudos anteriores em que foram utilizadas estirpes semelhantes 

(CHAN, M.M.Y., 2002) ou diferentes (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001); (WANG, W.B. [et 

al.], 2006); (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007); (SHAN, B. [et al.], 2008). 

Os resultados de susceptibilidade ao resveratrol, obtidos através do método da 

microdiluição, corroboraram os resultados anteriores, sendo o Bacillus cereus a estirpe 

sobre a qual existiu uma maior actividade antimicrobiana (MIC 50 µg/mL), seguido do 

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis ambos com uma MIC de 100 µg/mL. 

Uma vez que a concentração máxima de resveratrol testada foi de 400 µg/mL 

(JEANDET, P. [et al.], 2002), não foi possível determinar a MIC para as bactérias 

Gram-negativas. Como alternativa determinaram-se as percentagens de inibição para 

avaliar a actividade do resveratrol contra estas bactérias. Assim, numa concentração 

de 400 µg/mL, as percentagens de inibição foram de 81, 80 e 58% para Escherichia 

coli, Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae, respectivamente. 

A fim de investigar se o resveratrol actua como um agente bactericida ou 

bacteriostático sobre as bactérias Gram-positivas em estudo recorreu-se às curvas de 

morte. Estes microrganismos foram incubados a 37ºC na presença de concentrações 

crescentes de resveratrol. Os resultados demonstraram que o resveratrol tem um 

efeito bacteriostático que afecta o crescimento da célula bacteriana em todas as 

estirpes testadas. Docherty e colaboradores demonstraram num estudo in vitro que o 

resveratrol inibiu o Propionibacterium acnes, apresentando actividade bactericida na 

concentração mais elevada (200 µg/mL) (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007). Além disso, 

Jung et al. (2005) analisaram a actividade antifúngica do resveratrol contra fungos 

patogénicos para o ser humano (JUNG, H.J. [et al.], 2005). Considerando os 

resultados obtidos neste trabalho juntamente com os obtidos por estes autores, pode-

se sugerir que o resveratrol apresenta efeitos diferentes, dependendo dos 

microrganismos em estudo e respectivas estirpes. 



Capítulo III – Discussão Geral 

 

____________________________________________________________________________ 

125 

As curvas de morte demonstraram ainda, que o resveratrol apresenta actividade 

bacteriostática contra Bacillus cereus, em qualquer fase do crescimento bacteriano. 

Assim, quando o composto foi adicionado no início do ensaio, o número de células 

viáveis permaneceu constante. No entanto, quando esta adição ocorreu na fase 

exponencial, ou no início da fase estacionária, uma diminuição no número de células 

foi observada. Estes resultados sugerem que o crescimento bacteriano foi inibido pelo 

resveratrol, podendo este composto eliminar uma fracção específica da população 

celular. Esta fracção, provavelmente, diz respeito às células que se encontram em 

crescimento activo, pois observou-se uma redução menos acentuada do número de 

células viáveis, quando o resveratrol foi adicionado no início da fase estacionária. 

Com o objectivo de identificar alterações de morfologia em Bacillus cereus recorreu-se 

ao microscópio óptico composto (MOC) e à microscopia electrónica de varrimento 

(SEM). A uma concentração de resveratrol de 200 µg/mL, observaram-se alterações 

morfológicas nas células bacterianas que passaram da sua forma típica em bastonete 

para a forma de cocos. Este resultado está de acordo com Si e colaboradores que 

observaram um efeito idêntico com outros polifenóis, nomeadamente o galato de 

epicatequina e o galato de epigalocatequina (SI, W. [et al.], 2006). 

Finalmente, utilizou-se a citometria de fluxo a fim de se tentar compreender o 

mecanismo de acção do resveratrol no Bacillus cereus. Com este objectivo utilizou-se 

o corante fluorescente DRAQ5 (SMITH, P.J. [et al.], 2000), e os resultados obtidos 

demonstraram que o resveratrol diminuiu a quantidade de DNA intracelular. Assim, 

estes dados juntamente com os de SEM sugeriram que o crescimento celular foi 

inibido, o que por sua vez terá levado à paragem da divisão celular. Resta apenas 

referir que os resultados obtidos indicaram que o resveratrol afecta a divisão celular do 

Bacillus cereus. 

Avaliou-se ainda, a actividade anti-Helicobacter pylori do resveratrol e fez-se o estudo 

da inibição da actividade da urease, o qual originou um terceiro artigo. 

Neste artigo, avaliou-se a actividade antibacteriana do resveratrol em dezassete 

estirpes de H. pylori. Para isso, utilizou-se o método de difusão em disco e o método 

de diluição em agar, a fim de determinar o diâmetro da zona de inibição (DIZ) e a 

concentração mínima inibitória (MIC), respectivamente. 

Analisando os resultados obtidos, com o método de difusão em disco, pode-se 

observar que o resveratrol, a uma concentração de 400 µg/disco, inibiu o crescimento 
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de todas as estirpes em estudo. Os respectivos diâmetros dos halos de inibição estão 

entre 16 a 28 mm, o que indicou uma susceptibilidade variável do resveratrol nas 

diferentes estirpes. Assim, as diferenças observadas podem ser explicadas pelo facto 

das estirpes em estudo serem muito heterogéneas, ou seja, apresentam diferentes 

factores de virulência, bem como, diferentes susceptibilidades aos antibióticos 

testados. Tal facto está inteiramente de acordo com estudos anteriores que colocam 

grande ênfase neste assunto (MAHADY, G.B. [et al.], 2003); (MARTINI, S. [et al.], 

2009). 

No método de diluição em agar, testou-se um intervalo de concentração de resveratrol 

entre 6,25 e 400 µg/mL, tendo sido possível determinar a respectiva MIC para todas as 

estirpes em estudo. A MIC variou entre 25 e 100 µg/mL, sendo que a maioria das 

estirpes apresentou uma MIC de 50 µg/mL. De salientar, que as três estirpes (8/00, 

5/00 e 1025/03) que foram inibidas com uma menor concentração de resveratrol (25 

µg/mL), eram sensíveis a todos os antibióticos testados. Contudo, as estirpes 8/00 e 

5/00 eram negativas para ambos os genes cagA e vacA, enquanto a 1025/03 era 

positiva para o gene cagA e negativa para o gene vacA. Por sua vez, o resveratrol 

apresentou uma menor actividade antibacteriana com as estirpes 67/99 e 18/99 (MIC 

100 µg/mL), sendo positivas para ambos os factores de virulência e resistentes ao 

metronidazol. Estes resultados são concordantes com estudos anteriores que testaram 

a actividade antibacteriana do resveratrol contra diversas estirpes de H. pylori 

(MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MAHADY, 

G.B. [et al.], 2003); (CHATTERJEE, A. [et al.], 2003); (CHATTERJEE, A. [et al.], 2005); 

(MURANO, A. [et al.], 2005); (LEE, S.Y. [et al.], 2008); (MARTINI, S. [et al.], 2009); 

(RALHAN, R. [et al.], 2009); (ZAIDI, S.F. [et al.], 2009). 

Tem vindo a ser demonstrado que o resveratrol extraído do vinho tinto inibe o 

crescimento de estirpes de H. pylori cagA positivas (MAHADY, G.B. [et al.], 2003). 

Para além disso, o vinho tinto chileno e os extractos de dois vinhos seleccionados 

aleatoriamente foram analisados quanto à sua actividade antibacteriana em estirpes 

de H. pylori (DAROCH, F. [et al.], 2001). Todos os vinhos tintos analisados 

apresentaram actividade antibacteriana nas estirpes testadas, contudo as amostras 

são muito heterogéneas relativamente à sua susceptibilidade a cada vinho. Os 

resultados deste estudo indicam, ainda, que a actividade antibacteriana dos vinhos 

tintos chilenos em H. pylori, depende principalmente da presença de resveratrol na 

amostra de vinho tinto. De acordo com a literatura (TOMBOLA, F. [et al.], 2003); 
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(RUGGIERO, P. [et al.], 2007), o vinho tinto preveniu significativamente a gastrite e 

limitou a localização de bactérias e da citotoxina vacuolizante VacA, à superfície do 

epitélio gástrico nas infeccções por H. pylori. Todos estes factos sugerem que os 

polifenóis ou derivados presentes no vinho poderão ser úteis na prevenção ou 

tratamento de colonizações por H. pylori. 

Além destes estudos in vitro, têm vindo a ser desenvolvidos estudos epidemiológicos 

acerca do consumo de vinho e consequente erradicação da bactéria H. pylori 

(BRENNER, H. [et al.], 1999); (MURRAY, L.J. [et al.], 2002). Estes estudos suportam a 

hipótese de que o consumo de vinho pode reduzir a possibilidade de infecção activa 

por H. pylori. Um estudo recente demonstrou, ainda, que o vinho afecta a viabilidade 

de Campylobacter jejuni e verificou que vinhos tintos e vinhos rosés são mais eficazes 

comparativamente com o vinho branco (GANAN, M. [et al.], 2009). Tendo em conta 

que as diferenças no pH ou no teor alcoólico não explicam as discrepâncias entre as 

contagens dos microrganismos após tratamento com vinhos brancos, rosés e tintos, 

estas diferenças podem ser atribuídas a alguns compostos presentes no vinho, como 

o resveratrol. É fundamental ter em atenção que, a concentração média de resveratrol 

presente nos vinhos brancos é inferior à dos vinhos tintos (GOLDBERG, D.M. [et al.], 

1995c). Vários artigos têm vindo a descrever o efeito indirecto do consumo moderado 

de vinho na colonização do intestino humano por microrganismos intestinais 

(BRENNER, H. [et al.], 1999); (MURRAY, L.J. [et al.], 2002). 

Como foi referido ao longo do presente trabalho, H. pylori é uma bactéria única que 

sobrevive ao ambiente ácido do estômago, tendo a capacidade de neutralizar os 

ácidos gástricos através da acção da enzima urease. Neste trabalho, analisou-se a 

inibição do resveratrol, ácido hidroxâmico (controlo positivo) e duas amostras de vinho 

tinto com diferentes quantidades de resveratrol, na actividade da urease. No que diz 

respeito às concentrações de resveratrol e do ácido hidroxâmico variaram entre 6,25 e 

400 µg/mL. Assim, de acordo com os resultados obtidos verificou-se que a adição de 

resveratrol reduziu a actividade da urease nas três estirpes de H. pylori testadas, 

sendo este efeito proporcional à concentração de resveratrol. Para as três estirpes em 

estudo (26695, 1692/05 e 553A/02), ocorreu uma redução de 90% na actividade da 

urease, quando expostas a uma concentração de 400 µg/mL de resveratrol, enquanto 

que, na mesma concentração o ácido hidroxâmico apresentou uma menor inibição na 

actividade da urease: 72, 49 e 73% para as estirpes 26695, 1692/05 e 553A/02, 

respectivamente. Assim, estes resultados, in vitro, demonstraram que o resveratrol 

apresentou maior inibição da actividade da urease, comparativamente com o ácido 
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hidroxâmico (controlo positivo). Estes resultados sugerem, ainda, que o resveratrol 

teve diferentes inibições dependendo das estirpes de H. pylori em estudo. 

A actividade antimicrobiana do vinho tem vindo a ser estudada por diversos autores 

(MARIMON, J.M. [et al.], 1998); (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); 

(DAROCH, F. [et al.], 2001); (MORETRO, T. e DAESCHEL, M.A., 2004); 

(PAPADOPOULOU, C. [et al.], 2005); (WAITE, J.G. e DAESCHEL, M.A., 2007); 

(GANAN, M. [et al.], 2009), contudo a inibição da urease em estirpes de H. pylori ainda 

não tinha sido descrita. 

Uma vez que, na primeira parte deste trabalho, foi completamente desenvolvido e 

validado um método analítico para a determinação das concentrações de resveratrol 

em amostras de vinho tinto, com o objectivo de se poder estabelecer uma ligação com 

a sua aplicação como antimicrobiano, avaliou-se a capacidade de dois vinhos tintos 

inibirem a actividade da urease de três estirpes de H. pylori (26695, 1692/05 e 

553A/02). Os vinhos utilizados tinham em comum as seguintes características: grau 

alcoólico (13,5%), pH (3,4), casta (100% Touriga Nacional) e região geográfica (Beira 

Interior), diferindo apenas no ano de colheita (vinho 1 de 2007 e vinho 2 de 2004) e 

nas concentrações de resveratrol. De acordo com os resultados, o vinho 1 tem uma 

concentração de resveratrol dez vezes mais elevada que o vinho 2, ou seja, 10,46 

µg/mL (vinho 1) e 1,26 µg/mL (vinho 2). Assim, a inibição do vinho 1 na actividade da 

urease nas três estirpes de H. pylori em estudo, foi superior à do vinho 2. Observou-se 

ainda que o vinho 1 apresentava uma maior inibição na estirpe 553/02 (negativa para 

ambos os factores de virulência- cagA e vacA- e susceptível a todos os antibióticos 

testados), seguida da estirpe de referência 26695 e, finalmente, da estirpe mais 

virulenta e resistente (1692/05). Estes resultados sugerem que o resveratrol e o vinho 

tinto têm um efeito inibitório na actividade da urease de H. pylori, sendo este efeito 

variável de acordo com a virulência e susceptibilidade aos antibióticos de cada uma 

das estirpes testadas. No entanto, é de realçar que para a mesma concentração de 

resveratrol, o vinho apresenta uma maior percentagem de inibição da urease, quando 

comparada com a do composto puro. Os resultados obtidos sugerem que o vinho tinto 

contém outros compostos (procianidinas, antocianinas, ácidos orgânicos, etanol…) 

que actuam sinergicamente com o resveratrol. 

Para se complementar o estudo analisou-se cineticamente a actividade da urease de 

H. pylori. Assim, verificou-se que a urease na presença de resveratrol segue uma 

cinética de Michaelis-Menten, sendo o resveratrol um inibidor não competitivo e 
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reversível. Poucos trabalhos têm vindo a ser desenvolvidos para estudar a actividade 

anti-urease de compostos de baixo peso molecular, nomedamente Xiao e 

colaboradores, sintetizaram vinte polifenóis e avaliaram os efeitos destes na urease de 

H. pylori (XIAO, Z.P. [et al.], 2007). Apenas dois desses compostos inibiram a urease 

de H. pylori, sendo a sua inibição dependente do tempo de incubação. Por outro lado, 

recentemente, Pastene et al. (2009) demonstraram que o efeito inibitório dos polifenóis 

presentes na casca da maçã na urease do H. pylori, era independente do tempo 

(PASTENE, E. [et al.], 2009). Quanto aos resultados obtidos, sugerem que o 

resveratrol é um inibidor da actividade da urease independente do tempo. 

Resta apenas referir que este trabalho contribuiu para o melhor conhecimento 

científico dos vinhos portugueses quanto aos níveis de resveratrol e demonstrou, 

ainda, que o resveratrol é uma molécula promissora revelando potencial quanto às 

suas propriedades antimicrobianas, podendo no futuro ser utilizado na conservação 

dos alimentos e no tratamento de infecções causadas por alguns microrganismos 

patogénicos, nomeadamente Helicobacter pylori. Além disso, este trabalho possui um 

elevado interesse económico e social sobretudo para os países vitivinícolas, no qual 

se inclui Portugal. 
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1. Foi desenvolvido um método analítico sensível e específico para a 

quantificação dos isómeros trans- e cis-resveratrol com recurso à cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada a um detector de díodos (HPLC-DAD). A 

metodologia foi aplicada a amostras de vinho tinto na sua maioria de 

Denominação de Origem Controlada (DOC) provenientes de diferentes regiões 

vitivinícolas portuguesas, nomeadamente da região da Beira Interior, Vinhos 

Verdes, Douro, Dão, Alentejo, Ribatejo, Bairrada e Península de Setúbal. 

 

2. Foram desenvolvidos e comparados diversos procedimentos extractivos, 

nomeadamente a extracção líquido-líquido (LLE) e a extracção em fase sólida 

(SPE). Todo o processo de pré-tratamento da amostra foi previamente 

optimizado, verificando-se que as colunas de extracção em fase sólida (C8) 

demonstraram ser mais adequadas para a determinação de ambos os 

isómeros em amostras de vinho tinto, uma vez que a eficiência do processo de 

extracção foi superior a 99%. 

 

3. O método foi completamente validado, segundo critérios internacionalmente 

aceites, incluindo estudos de estabilidade, apresentando resultados adequados 

para todos os parâmetros estudados. 

 

4. Foram analisadas as propriedades antimicrobianas do resveratrol contra 

diferentes microrganismos patogénicos, nomeadamente bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. Verificou-se o efeito bacteriostático do resveratrol 

em Bacillus cereus, Staplylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Os 

resultados obtidos sugerem que o efeito antibacteriano do resveratrol em 

Bacillus cereus está relacionado com a inibição da divisão celular. 

 

5. Foi avaliada a actividade antimicrobiana do resveratrol, expandindo o estudo 

para a determinação da actividade anti-Helicobacter pylori. Segundo o nosso 

conhecimento, este trabalho é o primeiro a descrever a inibição da actividade 

da urease pelo resveratrol e por amostras de vinho tinto, em diferentes estirpes 

de H. pylori. Os resultados sugerem que o resveratrol possa ser fundamental 



Capítulo IV – Conclusões

 

____________________________________________________________________________ 

134 

no controlo do crescimento de H. pylori no ambiente ácido do estômago, 

através da inibição da urease. Os dados cinéticos indicam que o resveratrol é 

um inibidor da urease, com efeito não-competitivo e reversível. 

 

6. Por tudo o exposto anteriormente, o presente trabalho, o primeiro desta 

natureza, contribui não só para o melhor conhecimento científico dos vinhos 

tintos portugueses relativamente aos teores de resveratrol, como também para 

a possível utilização deste composto na prevenção de doenças associadas aos 

diversos microrganismos, nomeadamente as doenças gástricas relacionadas 

com Helicobacter pylori, o que poderá possibilitar, no futuro, o desenvolvimento 

de novos agentes terapêuticos. 
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Não podemos terminar este trabalho sem referir possíveis estudos de investigações a 

realizar no futuro. No que diz respeito à vertente analítica seria interessante recorrer à 

aplicação da metodologia analítica validada, neste trabalho, a novos estudos para a 

determinação não só de ambos os isómeros de resveratrol, como de outros estilbenos, 

como o piceid e para polifenóis em geral, quer em amostras de vinho tinto, como em 

amostras de vinho branco e rosé. Poder-se-á agrupar e ampliar a amostragem de 

vinhos por região, casta e ano para avaliar se a quantidade de resveratrol se encontra 

relacionada com cada um destes parâmetros. E ainda, quantificar o resveratrol nas 

diferentes etapas do processo da vinificação, desde a uva até ao produto final (vinho) 

comparando os níveis de resveratrol ao longo do processo de vinificação. 

Relativamente à componente microbiológica poder-se-á analisar a actividade 

antimicrobiana de outros compostos presentes nos vinhos (por exemplo procianidinas, 

antocianinas, ácidos orgânicos, etanol…) isoladamente e em associação com o 

resveratrol. Seria ainda interessante avaliar a morfologia e estrutura de Helicobacter 

pylori na presença de diferentes concentrações de resveratrol e tentar elucidar o 

mecanismo de acção deste composto. Como complemento, poder-se-á efectuar um 

estudo cinético de outros compostos presentes nos vinhos, na inibição da urease de 

Helicobacter pylori. 

Por fim, como um dos principais problemas do resveratrol está relacionado com a sua 

baixa solubilidade em meio aquoso e a sua instabilidade, o estudo de novos 

compostos que possam aumentar a solubilidade e estabilidade do resveratrol seria 

fundamental. Poder-se-á estudar o uso de ciclodextrinas, compostos cíclicos não-

tóxicos, que formam complexos com várias substâncias que passam a apresentar 

maior solubilidade e maior estabilidade térmica. 
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