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Abstract:

Resveratrol is a powerful antioxidant found in grape beans, blueberries, rosehip and wine. Due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties, it can also be consumed as a supplement. Purpose of the work
was to determine the optimal chromatographic conditions for the chromatographic dosing of resveratrol
using HPLC - UV / VIS detection. As an apparatus, an HPLC liquid chromatograph with Shimadzu LC-
20ADsp equipped with C18 column - Macherey Nagel, Nucleosil 5 um it was used. For a real sample tested,
resveratrol Helcor 25 mg supplemental tablet was used, and the chosen solvents were absolute ethyl alcohol
and phosphate buffer system at pH 8.0. The performed calibration curves indicate a near-linearity coefficient
which indicates a good linearization of the working methods. A higher sensitivity was observed in the case of
experiments with absolute ethyl alcohol. In the case of tests performed on real samples, the degree of
recovery of the bioactive compound was calculated by the interpolation method. For the experiments with
ethyl alcohol solvent, a 84% resveratrol recovery rate was calculated, and in the case of phosphate buffer
experiments it had a value of 116.21+0.19% (using the calibration curve specific to the peak areas) and an
overestimation of 161.76 + 0.19% (using the calibration curve specific to the height of the peaks). The
methods can be successfully used as references for other assays for determinations of resveratrol

Rezumat

Resveratrolul este un antioxidant puternic regasit in boabele de struguri, afine, macese si vin. Avand
in vedere proprietatile lui antioxidante si antiinflamatoare, acesta este consumat si sub forma suplimentelor
alimentare. Scopul acestei lucrdri a fost determinarea conditiilor cromatografice optime pentru dozarea
resveratrolului folosind sistemul HPLC- cu detectie UV/VIS. Ca aparatura s-a utilizat un cromatograf de
lichide HPLC cu echipamentul Shimadzu LC-20ADsp echipat cu o coloanda C18- Macherey Nagel, Nucleosil
5 um. Pentru proba reala testata s-au folosit comprimate de supliment alimentar de resveratrol Helcor 25 mg,
iar ca solventi s-au ales alcool etilic absolut si sistem tampon fosfat la pH 8.0. Curbele de calibrare realizate
indica un coeficient de liniaritate aproape unitar ceea ce indica o liniarizare buna a metodelor de lucru. O
sensibilitate mai crescutd s-a evidentiat in cazul experimentelor cu alcool etilic absolut. In cazul testelor
efectuate pe probe reale de supliment alimentar s-a calculat prin metoda interpolarii gradul de regasire a
compusului bioactiv. Pentru experimentele cu solvent alcool etilic s-a calculat un grad de regasire a
resveratrolului de 84%, iar in cazul experimentelor cu sistem tampon fosfat a avut o valoare de
116,21+0,19% (folosind dreapta de calibrare specifica ariilor picurilor) si respectiv o supraestimare de
161,76%0,19% (folosind dreapta de calibrare specificd Tnaltimii picurilor). Metodele se pot utiliza cu succes
ca referinte si pentru alte analize pentru determinari ale resveratrolului.
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Introducere proprietati antiinflamatoare, resveratrolul poate

Resveratrolul este un compus activ cu fi asociat in tratamentul diferitelor stari
proprietati antioxidante identificat in diverse patologice. Inflamatia joacd un rol important in
surse, precum boabele de struguri, planta japo- patogeneza diferitelor afectiuni cardiovasculare,
neza Polygonum Cuspidatum, afine, macese si  cancer, diabet, Alzheimer si in bolile autoimune
vin (Jasinski M, 2013). (Bellaver B, 2014).

Fiind un antioxidant puternic si cu Acest compus este consumat sub forma de
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suplimente alimentare si sub formd de plante ca
atare in medicina chinezda si medicina
Ayurvedica din India (Paul B, 1999).

Din punct de vedere chimic, resveratrolul
se gaseste sub doud forme structurale, si anume
cis si trans-resveratrol (figura 1). Forma trans-
resveratrol este forma stericd relativ stabila,
dacd este pretejata de un pH crescut si de
lumind. In schimb, forma cis-resveratrol este
stabila doar la pH neutru si complet privata de
lumina (Trela B, 1996). Forma trans este de cele
mai multe ori studiata in laboratoare.
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Fig 1. Formele structurale ale resveratrolului

Studiile despre relatia dintre activitatea si
structura sa au demonstrat cad structura trans a
resveratrolului prezinta efecte terapeutice, fiind
un component esential si vital pentru corpul
uman. Substitutiile grupelor hidroxil la metoxi
stimuleaza activitatea citotoxicd, iar gruparea
hidroxil din conformatia trans- de la pozitia 4- si
4- este esentiald pentru activitatea antiproli-
ferativa a resveratrolului. Introducerea grupelor
de halogeni ar putea furniza informatii despre
activitatea antibacteriana (Murias M, 2005).

Literatura de specialitate indicad detectii
electrochimice si cromatografice ale resvera-
trolului din diferite probe. Un studiu de specia-
litate ofera date importante despre stabilitatea si
solubilitatea trans-resveratrolului din punct de
vedere termic si a pH-ului, folosindu-se de trei
metode analitice, si anume: spectrometrie UV/
VIS, HPLC si UPLC. Metoda UPLC este folosita
pentru a separa trans-resveratrol de cis-resveratrol
si produsii de degradare cu o rezolutie mai buna
decat cea oferitda de HPLC (Zupanciuc S, 2015).

O altd detectie cromatograficd pentru
trans-resveratrol este descrisa prin metoda
cromatografiei lichide cuplatd cu spectrometrie
de masa (LC-MS). Aceasta metoda este folosita
pentru cuantificarea moleculelor mici dintr-un
complex biologic. Domeniul de liniaritate
pentru trans-resveratrol a fost de 0,024-25 mM,
cu LOQ = 0,024 mM si LOD = 0,006 mM
(Svilar L, 2019).
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S-au identificat in literatura de specialitate
si detectii electrochimice ale resveratrolului in
vin. Metoda electrochimicad folositd in acest
studiu este voltametria in puls diferential (DPV)
cu un potential variabil intre 0 si -0,5 V. Senzorul
folosit este unul cu electrod de lucru cu grafit
(Liu L, 2017). S-a confirmat faptul ca metoda
este una rapida, sensibila si prezintd acuratete
mare, avand importanta mare pentru a Tmbunatati
procesul de fabricatie, de a controla conditiile de
depozitare si bineinteles de a evalua valorile
nutritionale ale vinului (Liu L, 2017).

Scopul acestei lucrari a fost determinarea
conditiilor cromatografice optime pentru doza-
rea cromatografica a resveratrolului folosind
sistem HPLC- cu detectie UV/VIS din probe
standard si din probe din supliment alimentar.

Materiale si aparatura

Reactivii utilizati pentru detectia cromato-
graficd HPLC au fost: resveratrol de puritate 99%
(Sigma Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri,
USA), fosfat de sodiu monohidrat (NaH,PO4;H,0)
de puritate 100% (Poch S.A., Gliwice Polonia),
fosfat de sodiu dihidrat (Na;HPO4-2H,0) de
puritate 99% (Poch S.A., Gliwice, Polonia),
acetonitril HPLC grade (Scharlau, Spania), alcool
etilic absolut (Chimreactiv S.R.L, Bucuresti,
Romaénia) si apa distilata ultrapura (Millipore
Direct-Q cu filtru de 0,22 mm).

Pentru proba reald testata s-au folosit
comprimate de supliment alimentar de resve-
ratrol Helcor 25 mg (Bioline, Roménia).

S-a utilizat un cromatograf de lichide
HPLC cu echipamentul Shimadzu LC-20ADsp
echipat cu o coloana C18- Macherey Nagel,
Nucleosil 5 pm.

S-au folosit doi solventi (sistem tampon
fosfat cu pH 8.0 si alcool etilic absolut) pentru pre-
pararea probei de lucru cu suplimentul alimentar.

Mod de lucru

Cromatograful HPLC a fost setat la 30°C,
detectia UV a avut loc la lungimea de unda 306
nm, iar debitul fazei mobile s-a setat la 1,0 mL/min.

Faza mobila a fost preparata cu acetonitril si
apa ultrapura 1n proportii de 30:70 (v:v). Volumul
de injectie pentru fiecare proba a fost de 10 pL.

Pentru experimentele cu solvent etanol s-au
preparat 4 solutii pentru a trasa curba de calibrare
de diferite concentratii, respectiv 0,125mM,
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0,25mM, 0,5 mM si 1 mM.

Pentru proba reala de supliment alimentar
S-a preparat cu etanol o solutie initiala de con-
centratie 0,3mM. Proba testata cromatografic a
fost diluata (un volum de 10mL din solutia ini-
tiala s-a sonicat 100 secunde cu 1,5mL etanol).

Pentru experimentele cu sistem tampon
fosfat (pH 8) s-au preparat 7 solutii standard de
resveratrol, cu concentratii variind intre 0,1 mM
si 0,7mM. La testarea probelor reale de
supliment alimentar n sistem tampon, s-au
adaugat ulterior si concentratii cunoscute de
standard de resveratrol, cu scopul studierii
gradului de regasire a acestuia in proba reala.

Rezultate si discutii

S-au trasat dreptele de calibrare folosind
datele cromatogramelor corespunzitoare valo-
rilor ariilor si respectiv Indltimilor picurilor. S-
au testat solutiile de supliment alimentar cu eta-
nol si cu sistem tampon si, prin interpolare pe
dreptele de calibrare, s-au determinat con-
centratiile acestora.

4.1. Detectia resveratrolului in solutie de etanol
Dreptele de calibrare pentru conditiile
experimentale cu etanol pentru valorile ariei
picului, respectiv  indltimii  picului s-au
inregistrat in figurile 2 si 3.
y = 2E+07x + 47802
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Fig 2. Dreapta de calibrare folosind variatia ariei
picului la diverse concentratii de resveratrol
standard in solutie etanol

Se observa in figura 2 un coeficient de
liniarizare foarte bun (R?=0,9994). Domeniul de
liniaritate pentru ecuatia dreptei a fost de 0-1mM.
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Fig 3. Dreapta de calibrare folosind variatia
inaltimii picului la diverse concentratii de
resveratrol standard in solutie etanol

In figura 3 se observi domeniul de
liniaritate pentru ecuatia dreptei de 0-1mM.
Coeficientul de liniarizare este aproape unitar,
cu o valoare de 0,9996.

Rezultatele obtinute sunt in concordanta
cu cele raportate si in literatura de specialitate
(Satveer J. 2019).

4.2. Detectia resveratrolului in solutie de sistem
tampon fosfat (pH 8.0)

Dreptele de calibrare pentru conditiile
experimentale cu etanol pentru valorile ariei

picului, respectiv  indltimii  picului  s-au
inregistrat in figurile 4 si 5.
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Fig 4. Dreapta de calibrare folosind variatia ariei
picului la diverse concentratii de resveratrol
standard in sistem tampon la pH 8.0

In figura 4 se observi domeniul de
liniaritate pentru ecuatia dreptei de 0-0,6 mM.
Coeficientul de liniarizare are o valoare de 0,9938.
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Fig. 5. Dreapta de calibrare folosind variatia
tnaltimii picului la diverse concentratii de
resveratrol standard n sistem tampon la pH 8.0

Figura 5 evidentiaza coeficientul de
liniarizare a ecuatiei dreptei pentru curba de
calibrare cu o valoare de 0,9925 si un domeniu
de liniaritate de 0-0,6 mM.

4.3. Comparatie intre cele doud experimente
Analizand datele obtinute s-a observat
posibilitatea de a detecta resveratrolul folosind
conditiile mentionate.
S-au comparat rezultatele pentru cele doua
conditii experimentale testate, iar rezultatele
sunt indicate 1n figurile 6 si 7.
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Fig 6. Comparatie intre valorile ariilor picurilor de
la experimentele desfasurate in sistem tampon la pH
8.0 si experimentele desfasurate in etanol

In figura 6 este evidentiati diferenta dintre
panta experimentului cu solvent alcool etilic si
cea a experimentului cu sistem tampon. S-a
observat o sensibilitate mai mare (de 2.5 ori) a
experimentului ce a utilizat etanol, 1in
comparatiec cu cea a experimentalului care a
utilizat sistem tampon.
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Fig. 7. Comparatie intre valorile indltimii
picurilor de la experimentele desfasurate in

sistem tampon la pH 8.0 si experimentele
desfasurate in etanol

Ca si in cazul figurii 6, si in figura 7 este
evidentiata diferenta dintre panta dreptei de
calibrare corespunzatoare experimentului cu
solvent alcool etilic si cea a experimentului cu
sistem tampon, indicand o sensibilitate de
aproximativ de doud ori mai mare in prima
conditie experimentale mentionata.

Avand cele doud grafice sugestive din
figurile 6 si 7, se poate observa faptul cad datele
ariilor ofera o mai bund precizie analiticd In
comparatie cu datele indltimilor picurilor.

Prin urmare, o sensibilitate mai crescuta a
experimentului  s-a  evidentiat in cazul
experimentului cu etanol.

4.4. Validarea metodelor pe probe reale

Avand 1in vedere conditiile de Ia
experimentele cu solvent etanol, testarea s-a
repetat in cvadruplicat si s-a obtinut o valoare
medie a concentratiei de compus bioactiv,
resveratrol, de 0,56+£0,03mM in 10mL
supliment. Tinandu-se cont de datele furnizate
de firma producatoare a suplimentului, gradul
de regasire a resveratrolului prin aceastd metoda
a fost de 84%, in concordantd cu datele
acceptate de literatura de specialitate.

Folosind datele obtinute pentru experimen-
tul cu solvent sistem tampon fosfat, s-au calculat
gradele de regasire ale compusului bioactiv din
probele standard de resveratrol (de concentratii
0,ImM, 0,2mM, 0,3mM si 0,4 mM) adaugat
suplimentar peste matricea de supliment alimen-
tar. Valorile obtinute au fost 116,21+0,19%
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(folosind dreapta de calibrare a datelor ariilor
specifica figurii 4) si respectiv o supraestimare de
161,76+0,19% (folosind dreapta de calibrare a
datelor Tndltimilor specifica din figura 5).

Concluzii

Avand in vedere curbele de calibrare si
liniarizarea acestora, metodele se pot utiliza
pentru detectia resveratrolului atit ca probe
standard, cat si a compusului activ din probe
reale de suplimente alimentare.

Importanta detectiei este reflectatd prin
beneficiile terapeutice ale compusului si
utilizarea sa de catre persoane atat din surse
naturale, cat si ca supliment alimentar cu
proprietati antioxidante puternice.

Metodele testate pot fi utilizate ca
referintd pentru detectia resveratrolului si prin
alte metode clasice sau moderne.
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