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RESUMO

Foi estudada a técnica cromatogrifica em coluna de gel «Sephadex
LH 20», no respeitante ao poder de resolucdo da mesma com substancias
padrdo de fenélicas ‘e, a respectiva relacfc dos volumes de eluigdo. com
08 pesos moleculares.

A varlagdo do volume de eluigdo do ultimo pico cromatogréfico de
aguardentes velhas, que se verifica na pratica, dependerd entre outros
factores, do tipo e ntmero de compostos responsiveis por aquele pico e

do pH do solvente.

O paralelismo entre o' cromatograma a 360mm e o correspondente
perfil das fenélicas totais 86 se verifica parcialmente.

Constatou-se que o reagente de Folin-Denis conduz a resultados de
fendlicas totais de dificil interpretagfo, em face de apresentar reactividades
muito diferentes para os vArios compostos fenélicos.

INTRODUCAO

Em continuagio do trabalho ja publicado (Belchior et al.,
1979), sobre o emprego da cromatografia de gel de «Sephadex
LH 20», na caracterizagido de aguardentes envelhecidas, e tal
como é referido no final do artigo, foi prosseguido o estudo
desta téenica. :

Os estudos em curso confirmam as potencialidades desta
anilise cromatografica de aguardentes envelhecidas. Contudo,
uma melhor explicagio e compreensio de factos ocorridos na
sua utilizagdo, particularmente, as alteragles que surgem nos
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volumes de eluicdo do 1Ultimo pico, bem como a tentativa, para
melhor caracterizacio da separacio obtida, de encontrar a relacio
entre esta separacdo e o teor em compostos fenolicos, sdo o
objecto deste trabalho.

Assim, estudou-se os volumes de eluicdo de varias subs-
tincias padrdo — correspondentes a . compostos fendlicos das
aguardentes envelhecidas em madeira de carvalho — suas mis-
turas e as alteracgles. verificadas nos volumes de- eluicdo do
altimo pico. Com base no fraccionamento, foi estudada a relagdo
entre o perfil pontual deste em fenoélicas totais, e o perfil cro-
matografico a 360 nm.

MATERIAL E METODOS

— Condigbes cromatogrdficas: sio em tudo idénticas as
indicadas no trabalho ja referido (Belichior et al., 1979). A injec-
¢do foi aperfeicoada, com recurso 3 instalacdo de um <«LV-4»
da «Pharmacia Fine Chemicals», o que permite a utilizaggo de
agulha e seringa no percurso da entradd do  solvente sem
qualquer perigo de introducdo de ar.

— Substdncias padrdo: aesculina, escopoletina, aesculetina,
pB-metil-umbeliferona, umbeliferona, rutina, quercitrina, quer-
citina, 4cido elagico, acido sinapico, 4cido fertilico, acido cafeico,
acido gentisico e 4cido gélico — «FLUKA»; Vanilina —— «BDHs;
salicilaldeido — «CARLC ERBAy.

— Fendlicas totais: pelo reagente de Folin-Denis. Método
de Pro, indicado por Amerine (1960). Composto de referéncia:
acido galico.

— Perfil das fendlicas totais ao longo de corrida cromato-
grdfica: a fim de se obter uma concentracio suficiente de fend-
licas num volume tdo pequeno quanto possivel, foram efectuadas
trés corridas a partir da mesma aguardente. Apds o volume
de exclusio da coluna — no caso, 20 ml —, colheram-se fraccdes
consecutivas de 5 ml. A reunifio das trés fraccbes de cada ponto,
correspondentes as trés corridas, foi evaporada, retomada com
1.5 ml de etanol-dgua (7:3), e em seguida determinadas as
fendlicas totais. ’



RESULTADOS E DISCUSSAQO

Fsta téenica cromatografica, além de morosa, requer con-
dicbes experimentais muito constantes. Apesar disto, a sua
repetitividade, em face dos volumes de eluicdo (v. e.), para os
primeiros picos € boa, o que ndo acontece com o Ultimo pico.

No Quadro I, apresentam-se os valores dos pesos mole-
culares e dos v. e. dos compostos estudados, sendo estes tltimos
resultado de injeccdo da substincia padrao pura e de vamas
misturas das mesmas.

Verifica-se uma  resolucdo cromatogréfica bastarite boa,
apresentando-se na Fig. 1, um exemplo ilustrativo do facto.
A simetria é perfeita, quase nfo havendo arrastamentos
(«tailings»), e a maior ou menor base dos picos & em grande
parte funcdo do proéprio composto, como se v€ no exemplo
apresentado, embora volumes de eluicdo malores provoquem
necessariamente um alargamento do respectivo pico.

~3
(=1

Transmitancia
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20 40 60 80 100 v.e.
Fig. 1 — Cromatograma da mistura 2, diluida a 14: a— Acido ferdlico;
b — Aldeido salicilico;- ¢ — Quercitrina.

Chromatogramme de la. mélange 2, diluézs Y. o-— Acide férulique;
b — Aldéhyde: salicylique; ¢— Quercitrine.

Em virtude das caracteristicas do gel (Anénimo, 1973), com
afinidades particulares para dadas substincias de constituicdo
aromatica em solventes organicos, verifica-se (Quadro I), con-
siderando . todos “os éompostos em conjunto, que nao existe
relacdo entre os pesos moleculares e os v. e., embora a gama
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de "pesos moleculares também seja muito pequena. Olhando
porém para grupos de compostos afins, detecta-se no case dos
flavondis uma certa relacio entre os pesos moleculares e os v. e.,
0 que indica alguma influéneia da semelhanga entre compostos,
que entdo passam a ser individualizados, aparentemente também
por efeitos de simples filtragéo. No extremo oposto, encontram-se
os acidos, onde nfo se verifica qualquer relacio entre v. e. e
pesos moleculares, o que indica efeitos de adsorcio pelo gel,
embora diferenciados conforme o composto.

E manifesto que nenhum destes compostos tém v. e. corres-
pondentes ao primeiro ¢ segundo pico dos cromatogramas das
aguardentes, o que reforca a hipoétese de serem aqueles consti-
tuidos por compostos de peso molecular bastante mais elevados.

O efeito da concentragio do composto é evidente, aumen-
tando os v. e., particularmente nas misturas de padres. Estas
também influem nos v. e., em especial e de forma importante,
no caso dos 4cidos. Efectivamente, estes compostos sfo influen-
ciados quando em conjunto, alterando o seu comportamento em
contacto com o gel o que provoca diferentes v. e..

A tentativa de compreensdo do facto j4 referido, das
variacdes dos v, e. do Gltimo pico eromatografico, foi encarada
com varios ensaios. Verificou-se gue o acido eldgico, tnico
composto identificado dos responsaveis por este pico, apresenta
variacOes assinalaveis do seu v. e., em especial se em mistura
com outros compostos (Quadro I). Por outro lado, em trés
aguardentes com v. e. de 135, 195 e 250 ml, para o pico em
apreciac@o, recolheram-se as respectivas fraceles e apds con-
centracdo e cromatografia bidimensional em papel (Belchior
e Carneiro, 1972), evidenciou-se que apresentavam, para além
do referido acido, respectivamente 11, 9 e 6 manchas cromato-
graficas, Portanto, o v. e. deste pico é efectivamente influen-
ciado por outros compostos, de certo com afinidades diferentes
para o: gel, e quanto maior ¢ seu nGmero menor ¢ seu v. e..
Ainda se verificou nfio ser indiferente o pH do eluente com que
se efectua a corrida, pois para uma mesma aguardente, duas
corridas a pH de 7.05 e 6.05, apresentaram uma alteragio do v. e.
deste pico, de cerca de 20 mi para mais, no caso do PH maig baixo.

Estes resultados permitem concluir que existem uma série
de factores, que concorrem para explicar as vamagoes dos v. e.
verificados. '



— 49 -

No referente & relacdo entre o perfil cromatografico e o
teor em fendlicas totais das fraccles consecutivas de Bml, a
Fig. 2, contém o resultado do estudo efectuado, tendo-se wutili-
zado, neste exemplo, uma aguardente velha de ensaio e de boa
gualidade, conforme manifesta o seu perfil a 360 nm, de acordo
com a prova organoléptica.

mg/]
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Fig. 2 — Cromatograma de uma aguardente a 360 nm (-), e perfil

das fenodlicas totais em mg/l (~--).

Chromatogremme dune ean~-de-vie & 360nm (——), et profil
des' phénoliques toloux em mg/l (---).

B evidente a pouca importincia das fenolicas totais, relati-
vamente ao método de determinagdo utilizado, dos compostos
responsaveis pelos picos 1, 4 e 5. Por outro lado;, aparece no
perfil das fendlicas totais um pico, entre o 4 e 5 do cromatograma
a 360 nm, o qual se refere pelo menos ao acido gélico, que sai
nessa zona € ndo tem qualguer absorcio aguele cumprimento
de onda. O pico 3, caracteristico de qualidade de uma boa
aguardente envelhecida, surge como constituido por substincias

com a maior sensibilidade & reaccdo com o reagente de
Folin-Denis.
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Para a interpretacdo destes factos é de interesse o conhe-
cimento da reactividade do reagente de Folin-Denis para os
diversos compostos fendlicos. J& Singleton e Rossi (1965),
referem a diferente reactividade de varios compostos fendlicos,
aos reagentes de Folin-Denig e Folin-Ciocalteun, comparativa-
mente ao acido galico, sendo ainda o menos reactivo o primeiro.
Do ensaio efectuado na EVN-Dois Portos, com substincias padrio
de concentragdo conhecida, e referente ao Acido géalico, verifica-se
também pelo Quadro I, a diferente reaccfo destas substincias.
Vé-se assim, ser muito problemAtico a avaliacio dos teores em
fendlicas totais, pela dependéncia da fenélica e respectivas con-
centragdes, que podem induzir em erro na interpretacio dagueles
teores. Por exemplo, as substincias que s8o responsiveis pelo
pico 4, sfo pouco reactivas ao reagente de Folin-Denis e como
se sabe (Belchior et al.; 1979), nelas estfo englobadas a vanilina
e outros aldeidos fendlicos importantes no envelhecimento e
qualidade das aguardentes. Igualmente quanto ao Acido elagico,
também pelo Quadro I fica explicado o perfil das fendlicas
totais da Fig. 2.

Assim, o facto de o decréscimo relativo do pico 4, que se
verifica paralelamente ao acréscimo da qualidade e consequente
aumento do 3, embora possa corresponder a um aumento em
teoreg de fendlicag totais determinados, nfo significa necessa-
riamente um aumento em teor fendlico real, talvez sim uma
transformacdo em compostos mais reactivos.

CONCLUSOES

A téenica em  questdo permite uma boa resolucfo das
substancias padrio estudadas.

Como consequéncia das caracteristicas prépriag deste gel,
verificou-se nfo existir relacio entre oz pesos moleculares e
08 V. e. das substincias padrfo ensaiadas e vistas no seu
conjunto. Porém, apreciando os resultados por grupos de com-
postos afins, detecta-se nos flavondis uma certa relacio, sendo
0s acidos fenédlicos os gue manifestam auséneia de qualquer
relagdo donde uma possivel maijor adsorgio ao nivel do gel.

O v. e. do pico 5, varia em funcio do tipo e niimero de
compostos que o constitiem, assim como, com o pH do eluente
utilizado.



E muito deficiente o paralelismo entre o cromatograma a
360 nm e o perfil das fendlicas totais, 86 se verificando para
o pico 3, o pico da gualidade.

Em face de ser muito diferente a reactividade dos varios
compostos fenodlicos ao reagente de Folin-Denis, a determinagio
das fendlicas totais com base neste, acarreta evidentemente,
dificuldades de interpretacdo dos seus resultados.

RESUME

Des élements pour la caractérization de la chromatographie sur gel de
«Sephadex LH 20» des eaux-de-vie de vin vieillies

On a é&tudié la téchnique cromatographique sur gel de «Sephadex
LHE 20», dans ce qui concerne son pouvoir de résolution avec des composés
phénoliques étalons, et la respectif rélation de les volumes d’élution avec
les poidg moléculaires.

La variation du volume d’élution du dernier pic chromategraphique
des eaux-de-vie vieillies, quwon vérifie dans la practique, dépendra parmi
d'autres facteurs, du type et du nombre de composés phénoliques respon-
sables par ce pic e du pH du solvent.

Le parsliélisme entre le chromatogramme & 360 nm, et le correspondant
profil des phénoliques totaux, est seulement partial.

On & constaté que le réactif de Folin-Denis, conduit a des résultats
de phénoliques totaux de difficile interprefation, une fois que ses reactivités
son trés différentes pour les divers composés phénoliques.

SUMMARY

Some elements for the chromategraphy on gel Sephadex LH 20
characterization of aged brandies

The chromsatographic technigque on gel Sephadex LH 20 column, was
studled regarding its resolution with phenolics standards, and also the
respective relation of elution volumes to the molecular weights.

The elution volume variation of the last chromatographic peak of
aged brandies which can, in practice, be verified, will depend on the kind
and number of the compounds which originate that peak, and on the
golvent pH, as well as on other factors.

The parallelism between the chromatogram at 360 nm, and the
corresponding phenclics profile, is only partially verifiable. It was observed
that the Folin-Denis reagent leads to difficult interpreting results of total
phenolics, as it shows very different reactivities to the various phenolics
compounds. '
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