ESTUDO DE VINHOS PELA CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA'!

Amaro HENRIQUE DE Souza®

SiNopsE.- Para dirimir uma questio de direito ao uso da denominagio “verde” em seus
vinhos, suscitada por uma firma de Caxias do Sul, o autor reproduzin parte da legislacio
portuguesa sdbre o0z vinhos verdes, proprios e caracteristicos da regido agricola demarcada
do Minho.

Através dum método cromatogrifico em camada delgada, estabelecido e estudado pelo
autor, empregando a “Silica gel’G™” (Merck) como adsorvente e butanol-dgua-dcide férmico
{20:20:2,17), como solvente mével, encerrande verde-bromo-cresol como indicador, foram
cromatografados vinhos portugueses brancos e tintos, verdes e maduros, € vinhos nacionais
{ Caxias do Sul, 8. Roque ¢ Andradas). .

Do estudo comparativo, visando 4 natureza dos 4cidos orgdnicos fixes, constatou o autor
que os efeitos da fermentagio malolictica foram normais na maioria dos vinhos portugueses
e nacionais ensaiados, nfo se verificando, porém, ésse efeito (degradagio de 4cido mailico
em acido lictico) num verde branco portugués, certamente por excesso de SO que inibe
a fermentagfio maloldctica, de primordial importdncia na elaboragio dos vinhos, dando-lhes

finura e suavidade.

Dada a singeleza do método cromatogrifico estudado, podendo ser executado em qualquer
laboratério, verifica-se, através do mesmo, com facilidade e rapidez, o processamento da
fermentacio malolictica nos vinhos, durante sna elaboragfo nas cantinas.

InTRODUGAO

Em 1968, fomos solicitado a emitir parecer sébre um
processo oriundo de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul,
referente ac uso indevido, por uma organizagio vini-
cold, da denominagio “verde” em um dos seus vinhos
tintos, qualificago até agora privativa dos vichos da
regifio agricola do Minho (Portugal).

Providenciada a coleta de varias amostras dos vinhos
tintos nos depdsitos da firma envolvida, foram as mes-
mas submetidas & anilise sumdria na Secfio de Anilises
Comerciais (SAC), passando depois 4 Segio de Qui-
mica (SQ), com vistas 4 caracterizagio dos dcidos or-
ginicos fixos e a um pronunciamento sébre a questio
em foco.

Cuidadosamente e empregando métode cromatogra.
fico em camada delgada, perfeitamente estabelecido na
3Q e apresentado ao 1V Simpdsio Brasileiro de Cro-
matografia {Curitiba, set. 1968), fizemos prolongados
(e repetidos, por infimeras vézes) estudos comparativos
enire ps vinhos tintos nacionais e os vinhos “verdes” de
origem portuguesa, tintos e brancos, caracterizando os
4cidos orginicos fixos.

Legislagdlo portuguesa

Pele Decreto-Lei n.® 16.684, de 22 de margo de 1929,
ficou regulamentada a produgtio e coméreio dos vinhos
“verdes” e demarcada sua regiio agricola (Minho),
formada pelos distritos administrativos de Viana do

1 Recebido em 31 jul. 1970, aceito 25 jan. 1971,

Realizado na Secdo de Quimica do Instituto de Tecnclogia
ds Bebidas (ITB), ex-Instituto de Fermcntagdo, e apresentado
a0 9.¢ Congresso Brasileiro de Farmicia e Bioquimica, Curitiba,
85-30 abril 1970,

2 Chefe da Seciio de Quimica do ITB, Av, Maracand 252, Rio
de Janeiro, GB, ZC-29, ¢ membro titular da Academia Nacional
de Farmicia.

Castelo e Braga; pelos concelhos de Ribeiras de Pena e
Mondim de Basto, do distrito de Vila Real; de Santo
Tirso, Vila do Conde, Pdévoa de Varzim, Maia, Mato-
zinhos, Gondomar, Valongo, Paredes, Pagos de Fer-
reira, Louzada, Felgueiras, Penafiel, Amarante, Marco
de Canavezes e Baido, do distrito do Podrto; de Castelo
de Paiva, Vale de Cambra e Arouca, do distrito de
Aveiro; de Sinfies e Resende, do distrito de Visen,
com excegdo, porém, da freguesia de Barr6, déste l-
timo concelho,

Pela Portaria n.° 8.598, de 15 de janeiro de 1937, ao
abrige do disposto no pardgrafo 2.° do artigo 12 do
Decreto-Lei n® 27.002, de 12 de setembro de 1936, o
Govérno da Reptblica Portuguesa, através do Minis-
tro do Coméreio e Industria, fixou as caracteristicas para
os vinhos provenientes das re(fiﬁes demarcadas, caracte-
risticas essas que foram reunidas no Quadro 1. :

Revisdo biblivgrdfica

Na consulta 4 bibliografia sbbre- os vinhos verdes, en-
contramos as monografias de Lima (1938) e Galhano
(1949}, porém, o “Chemical Abstracts™ (1967-1969) nio
registrou nada nesse periodo.

Apesar de antigo, o trabalho de Pires de Lima en-
cerra citagdes interessantes, mormente no que diz res-
peito ao historico da fermentagio maloldctica, assunto
que serd abordado adiante, Revelou, também, caracte-
risticas analiticas de mostos e vinhos da castas “Vinhao”’,
“Azal”, “Borragal” e “Espedeiro”. :

Galhano {1949) também abordou os vinhos verdes. O
seu trabalho, por ser mais atualizado, como é d&bvio,
revela-nos melﬁgres informagdes elucidativas, com farta
ilustragdo fotografica de cepas seculares, cantinas, ca-
racteristicas topograficas, solos e subsolos, técnica da
cultura e da elaboracio dos vinhos, suas caracteristicas
analiticas, producio, etc.

27 Pesq. agropec. bras., Sér, Agron., 7:27-31, ]972
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Quapro 1, Caracteristicas angliticas dos vinhos verdes
Grau alcodlico Extr.o atco Ae. vol. Acider fixa
Qualidads minime (g/%) maxima em ac. sulf.
Min, Max, minima
Verde tinto 7 11,5 | 1,5 4
Verde branco 7 11,5 106+ 1,5 4
Bue. branco 1 — 16 1,5 2,5
Diio tinto 11 — 18 1,5 2,5
Do branco 11 —_ 16 1,5 2,5

s Pela portaria n.° 10,186, de 4 de set. de 1942, foi reduzido para 14g, relativamente aos vinhos verdea htanens engarrafades, de

marea tegistrada.

Em virtude dos ensaios prolongados que fizemos na
$Q, através da cromatografia em camada delgada, usan-
do vinhos verdes portugueses e nacionais, achamos deve-
ras interessante o quadro IV divulgado por Galhano

" (1949), que rvevela as caracteristicas analiticas de
vinhos apds a fermentagfo alcodlica e mo periodo da
fermentacio malolictica: o acido tartirico, de 4,26 pas-
sou a 3,18; o acido malico, de 6,39 baixou para 2,79
e o acido lactico, de 0,7 subiu para 3,49 g% Essa mu-
tagio nos 4cidos orginicos fixos indica que houve pro-
cessamento da fermentacio malolictica, perfeitamente
normal.

Fermentacdo maloldctica

Considerando a magna importincia da fermentagio ma-
lolictica na elaboragfio dos vinhos, Ribereau-Gayon e
Peynaud (1961), Peynaud (1967, 1968}, Lafon-Lafouz-
cade et al. (1968), Murolo (1968), Leal et ol (1969},
Gandini {1968) e outros, elaboraram profundos estudos
sbbre ésse assunto. i

Na opinido abalizada de Ribereau-Gayon e Peynaud
{1961), sem a fermentagio malolictica nic haveria os
grandes vinhos tintos de Borgonha e Bordéus.

A referida fermentacio & processada pela agio de
bactérias ldcticas dos géneros Lactobacillus, Leuconostoe
e Pedioccus, encontradas nos vinhos ou a éles adicio-
nadas, cujo trabalho é loge executado apéds a fermenta-
¢io alcodlica, fendmeno observado primeiramente por
Berthelot e Fleurieu, em 1864.

Segunde Lima (1938}, foi Messlinger quem, pela
primeira vez, notoun que o desaparecimento do malico
coincidia com a formagio do lactico, fendémeno que ex-
plicou pela seguinte reagiio:

COOH — CHy — CHOH — COOH — CH;3 — CIIOH — COOH 4 CO2
Ao, milico KLolsetieo Gas carbdnico
Na opiniio de Peynaud (1968), a reacio fermen-
tativa ou enzimdtica, malolictica, provocada nos vinhos
pelos Leuconostoc e Lactobacillus, é a mesma acima as-
sinalada, admitindo-se, porém, gque a transformagio se
efetue por virias etapas intermediirias. Duas vias en-
zimdaticas sdo possiveis;
a) ficido milico — #4cido oxaloacético — dcido pirivico —
— Acido lActico; ’ ’

b) A4cido malico — Acido pirﬁvilco —» hcido litico.

Fic, 1.

Pesq. agropec. bras.,, Sér. Agron., 7:27-831. 197%

Equipgmento de cromatografia em camada delgada (sistema Wasicky).
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Usando processos extremamente rdpidos, econdmicos
¢ sensiveis, por nés estudados, verificamos nos croma-
togramas essa degradacfo dos Acidos orginicos fixos dos
vinhos, de acdrde com a maior intensidade da ferren-
tagio maloldctica, de grande significagio na elaboragio
dos vinhos, como iremos mostrar, sem necessidade duma
anélise trabalhosa e prolongada como aquela revelada
por Galhano (1949).

MATERIAL E METODOS

Atendendo solicitacio da SAC, submetemos as amos-
tras de vinhos tintos nacionais aos estudos eromatogri-
ficos em camada delgada, usando o método que estabele-
cemos em trabalho anterior (Souza 1968); ésses es-
tudos foram realizados comparativamente com vinhos
“verdes”, tintos e brancos, portugueses, e os ditos “ma-
duros” de igual procedéncia,

No decorrer dos estudos e ensaios cromatografamos,
também, vinhos tintos e rosados, elaborados na Subes-
tagio de Enologia de Sio Roque (S. Paulo).

O método cromatogrifico que estabelecemos, e atra-
vés do qual realizamos os ensaios, consiste, em linhas
gerais, em fazer as “corridas” em cromatoplacas, tendo
como suporte liminas de vidro, das usadas em micros-
copia, com camada de “Silica gel'G” {Merck), conforme
sistema estabelecido por Wasick (1962), podendo ser
classificado 0 método como semi-micro (Fig, 1),

Empregamos o solvente mével butanol-dcido férmico-
“dgua (20:2,17:20} e o indicador verde-bromo-cresol,
recomendado por Amerine (1960) na cromatografia sé-
bre papel para os 4cidos orginicos dos vinhos, seguin-
do também o sistema ou técnica de Michod, que con-
siste em adicionar o indicador ao solvente antes das
“corridas” dos Acidos orginicos, evitando-se, com ‘isso, a
operagio “spray”, que é custosa, delicada e exige ca-
pela. ' )

Diga-se, de passagem, que a cromatografia em ca-
mada delgada é a dominante em todos os laboratérios
de quimica analitica bromatolégica, em virtude de sua
rapidez, seguranca e economia,

ResuLTapos

De acdrdo com o nosso sistema de trabalho, cuidado-
samente fizemos a caracterizagio dos Acidos orginicos
fixos nas amostras de vinho recebidas, comparativamen-
te com outros vinhos de origem portuguesa, verdes e

maduros, tintos e brancos, cujas amostras sdo assim
identificadas:
A} Vinho *verde-verde’” Raposa, Mosele, colheita 1968;
B) Vinho “maduro-maduro™ Raposa, Mosele, colheita 1968;
C) Vinho tinto especial Raposa, Mosele, colheita 1967;

D) Vinho verde tinto “Calmares”, Comp. Vinicola do Norte
de Portugal; .
E) Vinho verde branco portugués;
F} Vinho tinto madure “Granléve’,

Vila Nova de Gaia,
{Portugal).

Os resultados désses ensaios sio apresentados no Qua-
dro 2 e na Fig. 2.

Por ser um fendmeno perfeitamente normal, confor-
me ja foi explanado, a fermentagio malolictica se pro-
cessou tanto nos vinhos tintos verdes, como nos madu-
ros, sendo priticamente nula no vinho branco verde E.

Tanto no cromatograma I, como no II (Fig. 2), pela
natureza e tamanho das manchas correspondentes aos
Acidos tartarico, mélico e lactico, houve efeito da fer-
mentacdo malolictica nos vinhos, com excegho apenas
da segunda “corrida” na cromatoplaca II, corresponden-
te ao vinho verde branco portugués. Neste, houve pre-
dominineia dos dcidos tartirico e mdlico e apenas ves-
tigios do lictico, possivelmente por causa do elevado
teor, no mosto, do SO., que inibe a fermentacio malolde-
tica. s

Devemos, ainda, assinalar que o cromatograma II, de-
pois de permanecer um ano arquivado pelo sistema gque
adotamos (protecio da cromatoplaca com microlimina
semelhante, aderida com o auxilio de fita adesiva trans-
parente, vedando assim a entrada de umidade e ar),
pouco se modificou em comparagio com as fotografias
tiradas logo apés as “corridas” e também arquivadas
em nosso Setor.

Em continuagio aos nossos estudos, cromatografamos
também vinhos elaborados na Subestagio de S. Roque
(S. Paulo) e de Andradas (Minas), observando, em
algumas amostras de S. Roque, uma fermentacfio ma-
lolictica bem pronunciada, revelada pelos vestigios dos
dcidos tartirico e mélico e franca presenga do 4cido
lictico,

Por outro lado, em outras amostras da mesma proce-
déncia e também de Andradas, a malolictica se proces-
sou modestamente, talvez pelo teor um tanto elevado
de metabissulfito de potdssio nos mostos.

2 Com o principal intuito de melhor elucidar esta questio, re-
produzimos um trecho do trabalho de Galhano (1949): “A re-
gulamentagdo dos produtos utilizados ma  endlogia & estabelecida
pelo Decreto-Lei n,° 35.846, de 2 de setembro de 1946; entre
éstes produtos, s& o anidrido sulfuroso (sob a forma livie ou
sob a forma de metabissulfitc de potissio) é normalmente e
grandemente empregado. As doses sfio relativamente baixas (de
5 a 10 g por hectolitro) de maneira a garantir uma sele¢do su-
ficiente das leveduras e ndo contrariar s fermentagiio malolictica
posterior®’,

Quapro 2. Hesulicdos dos ensaios
Vinh
Keidos it
A B C D E F
Lactico +++ ++4 +++ +++ + +++
Mélico ’ + + + + ++++ +
Tartirico +4 ++ ++ ++ ++4+ +4-

& 0ginal 4 indica & concenttagdo semi-quantitativa doa dcidos orgfinicos nos vinhos ensaiados. ¢ resultado acima é & confir-

magdo de § *corridag ', no miuimo, de cada vinho analisado.

Pesq. agropec, bres., Sér, Agron., 7:27-31., 1972
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CROMATOGRAMAS

Fic, 2. rafie
represenia as “‘corrides’
Raposa, ¢)

ACIDO LACTICO

ACIDO MALICO

AGIDO TARTARICO

A—
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{(b) (c)(d)
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Cromatografic em camada delgada (“Silica gel’G (Merck). Cromatograma I:
dos vinhos: a} verde tinto
“verde-verde’® Raposa. Cromatografia II: a)

“Calmares”, b) “maduro-maduro®

“maduro-madure” Raposa, b)

verde branco (portugués), ¢} tinto maduro “Granléve’, d) “verde-verde”’ Raposa.

Discussio

Certamente por influéncia da antiga literatura portu-
guesa, que na época nio registrava métedos sensiveis cro-
matograficos, era pensamento predominante entre al-
guns colegas do antigo IF que os “vinhos verdes” se
caracterizavam, principalmente, pelo elevado teor de
4cido mélico, o que é incorreta. :

Comprovande o que acabamos de afirmar, vejamos
o trabalho de Lima (1938). :

Através de quadros demonstrativos de andlises de
mostos e vinhos, provenientes de quatro castas da zona
demarcada dos “vinhos verdes”, é&sse autor lusitano, para
surprésa nossa, achou predominincia franca do 4cido mé-
lico sObre o lactico, sem mencionar o tempo de elabo-
ragio ou envelhecimento.,

Teria Lima (1938), processado as determinagfes ana-
liticas nos vinhos recentemente elaborados, antes da

Pesq. agropec. bras.,, Sér. Agron,, 7:27-31. 1972 -

fermentacio malolctica? Mas esta se inicia logo depois
da aleodlica.

Muito embora tenha dado a equagio da malolictica

por agio enzimdtica, em certa parte do seu trabalho
afirma: '
- “Os vinhos verdes contdém notivel percentagem de
4cido mélico” e “em maior ou menor grauw, anidrido car-
bénico™, o gue é verdadeiramente paradoxal, pois, na
degradaciio do dcido malico em lictico, com desprendi-
mento de CO: a reacfio ¢ irreversivel.

Entretanto, Galhano (1949), em primoroso trabalho,
confirmou, através dos estudos realizados em “vinhos
verdes”, determinando-lhes as caracteristicas analiticas,
antes e depois da fermentacio malolictica, que o teor
de 4cido malico, nesses e noutros vinhos, tende a cair,
dando lugar ao lictico.

Os ensaios por nos realizados, usando a cromatografia
em camada fina, comprovaram as caracteristicas anali-
ticas dos “vinhos verdes”.
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CoNCLUSOES -

Os estudos realizados permitem concluir que:

1} simplesmente pelo teor e distribuicio dos Acidos
orginicos fixos nos vinhos, ndo se classifica um deter-
minado tipo de vinho (“verde”, por exemplo}, porém,
os efeitos da fermentagio malolactica indicam a nor-
malidade da elaboragic dos vinhos e sidras;

2) os vinhos tintos nacionais “verde-verde”, “ma-
durg-madure” e “tinto especial” Raposa, fabricagio da
Mosele, se comportaram idénticamente quanio ao teor
semi-quantitativo, distribuigiio e natureza dos 4cidos or-
géneres portuguéses, através da cromatografia em ca-
mada fina;

3) as andlises sumérias realizadas na SAC, também,
praticamente, apresentaram as mesmas caracteristicas
analiticas nos vinhos tintos estudados;

4} o método que estudamos e estabelecemos, é ex-
tremamente rapido, segure, econdmico, podendo-se fa-
zer mais de 200 cromatogramas diiriamente com o con-
sumo de alguns mililitros do solvente, poucos miligra-
mas de indicador e pouquissimos gramas de “Silica gel’
G”.
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Brazilian and Porfuguese wines, named “green” and mature ones, showed similar
fixed organic acids as characterized by thin-layer chromatoﬁraphy using butanol-water-formic

acid (20:202:17} as solvent, and green bromoeresol as in

icator on Silica Gel G {Merck).

Malolactic fermentation effects was observed in most wines, except in one “green” white
Portuguese ‘wine, probably because of excess $O. which inhibits malolactic fermentation.

Pesa, agropec. bras, Sér. Agron,, 7:27-31. 1972



