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RESUMO

Mencionam-se: as técnicas utilizadas na’ analise  dos agtcares dos
mostog e dos: vinhos durante o nosso: géculo. ’

Faz-se um. estudo: comparativo dos varios processos actualmente
disponiveis e aceites — métodos ‘quimicos, ‘enziméticos e cromatograficos —
com: base na . rapidez e na:facilidade de execucdo, e em termos de repeti~
bilidade, precisdo, - exactiddo e custos,

Salientam-gse -as vantagens e inconvenientes dos métodos de croma-
tografia em fase gasosa e deé cromatografia liquida de alta. pressdo. Dada
a rapidez, simplicidade e precisfo ' deste 0ltimo, : selecciona-gse como o
método preferencial de andlise dog agtcares. :

INTRODUCAO

A importancia-do estudo enoldgico dos aclicares nos mostos
e nos- vinhos deve-se fundamentalmente. ao. papel determinante
que estes assumem: no:futuro teor: alcodlico dos vinhos e nas
caracteristicas organolépticas. Nao sé é relevante.o estudo dos
aglcares totais, mas também a sua quantificacio individualizada.
De facto, a natureza dos aglicares dum vinho e as suas proporcoes
relativas influenciam as suas caracteristicas. sdpidas. Tomando
o:sabor-agucarado da sacarose como:unitario, considera-se: vul-
garmente o poder edulcorante da frutose igual a 1,73, da glucose
2.:0,74 e das pentoses a-0,4. Assim, para um mesmo teor em
aclcares redutores, o sabor agucarado de um vinho doce depende
fundamentalmente da relacdo entre os seus aclicares maiori-
tarios, frutose e glucose.
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Do ponto de vista comercial, que se confunde com o interesse
enolégico, é importante o doseamento dos agicares na manu-
tencdo e uniformidade da marca e tipicidade de vinho.

OS ACUCARES NOS MOSTOS E NOS VINHOS

Como referéncia aos aglicares ja detectados e quantificados
em mostos e vinhos, inscrevem-se no Quadro I og citados em
Amerine e Joslyn (1970), Curvelo-Garcia (1988), Ribeiro (1961-
~1962) e Ribéreau-Gayon (1976). Incluem-se referéncias ao vinho
do Porto, devido ao interesse particular no estudo e caracteri-
zacdo deste vinho.

QUADRO I

Os dgteares nos mostos e nos vinhos
Les sucres dans les moits et les vins

Mostos Vinhos Vinhos do Porto

(g/h) (g/1) (gnn)
frutose 5-100 0,5-2 20-75
glucose 5-100 0,5-2 20-75
ribose 0,1 < 0,1 < 01
ramnose 0,1 < 0,1 < 0L
arabinose 0,26-1,65 < 0,1 < 0L
xilose 0,00-0,44 < 0,1 < 0,1
sacarose 2.5 < 0,1 <01
maltose < 0L < 0,1 < 01
lactose <01 < 0,1 < 0,1
rafinose < 0,1 < 0,1 < 0,L
melibiose < 0,1 < 0,1 < 0,1

Os dois constituintes mais abundantes sao monossacéridos,
hexoses, nomeadamente D-frutose e D-glucose, presentes em
quantidades muito varidveis, dependentes do grau de maturacio
das uvas, castas e outros:factores. O teor conjunto dos dois
aclicares varia de 150 a 200 g/l nos mostos (Ribéreau-Gayon,
1976), de 1 a 4 g/l nos vinhos de consumo (Ribéreau-Gayon,
1976) e de 40 a 150 g/1 nos vinhos do Porto (Ribeiro, 1961-1962).
A acumulacdo de ambos até ao periodo de maturacdo pode ir
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desde 10 a 15g/l na uva verde até 200 g/l na uva pintada.
Dentro dos monossaciridos, existem também as pentoses, con-
siderados acflicares ndo fermentesciveis pelas leveduras. Apare-
cem nos mostos no. estado combinado, donde sdo libertados no
decurso da fermentacio, em teores de 0,3 a 2g/l (Amerine e
Joslyn, 1970). Séo essencialmente a arabinose (0,26 a 1,65g/1),
a xilose (0 a 0,44 g/1}, a ribose (0,1g/1) e a ramnose (0,1g/1)
(Ribeiro, 1961-1962 e Curvelo-Garcia, 1988). A presenca de
di- e trissacéridos também foi detectada: respectivamente, a
sacarose (2 a 5g/l nes mostos e vestigios no:vinho); a maltose,
a lactose e a rafinose (vestigios) e a melibiose (vestigios)
(Ribéreau-Gayon, 1976)-

REVISAO CRONOLOGICA DOS METODOS DE DOSEAMENTO
DOS ACUCARES f

Métodos fisicos

Como método quantitativo de avaliacido dos aclcares deve-se
a Baumé, em 1766 (Azevedo, 1973), a utilizacdo dos primeiros
densimetros destinados a - pesar liquidos mais ow menos ricos
em aglcar, denominados vulgarmente = areémetros. Surgiram
intimeras variantes, até se reconhecer a necessidade de criar
um areometro especifico para mostos e vinhos, o qual veio a
aparecer no inicio do séc. XX, sob o nome de pesa-mostos. Este
instrumento apresentava uma graduacgio correspondente 3 escala
Baumé (escala convertivel em pesos especificos) e dava uma
ideia da riqueza sacarina do mosto. Em 1881, depois dos con-
sagrados trabalhos de Gay-Lussac que estabeleceu em bases
fisicag conhecidas e cientificamente definidas o seu famoso
densimetro, a Casa Salleron em Paris construiu, para controlo
dos mostos, o mostimetro, ainda hoje utilizado pelo vinicultor
dos nossos dias para conhecer o teor em acucar do mosto e o
seu grau aleodlico em poténcia (cerca de 17 g/l de aclicar
<> 1¢ alcodlico). Neste instrumento existem duas escalas: den-
sidade ou peso de um litro de mosto e grau alcodlico apds a
fermentacao.

Estes métodos sfo extremamente limitativos, influenciiveis
por substincias estranhas passiveis de dosear como aclicares.
Por este facto, apenas se devem utilizar em mostos de compo-
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sicilo normal e provenientes de uvas em bom estado sanitario.
Actualmente, ainda so' utilizadas:

1) a densimetria, através dos aredmetros ja referidos e
"~ cuja conversdao em teor de aciicares foi proposta por
Jaulmes, em 1966 (Curvelo-Garcia; 1988);

2)- a refractometria, com base na determmagao do indice
de refraccio dos agiicares e féormulas de conversio de
Jaulmes, em 1966 (Curvelo-Garcia, 1988);

3) a polarimetria, baseada no  poder rotatério conferido

~pela assimetria molecular dos aclcares; esta técnica
exige a defecaciio prévia do vinho para eliminar as
substincias estranhas dotadas de poder rotatério e por
_igso passiveis de serem abrangidas no doseamento.

A densimetria e a refractometria possibilitam a anilise
quantitativa dos aclcares em excesso, estimando-se que 5%
representem substincias estranhas, nomeadamente polifendis,
glicerdis e pigmentos corados (Vine, 1981). A polarimetria é
usada na avaliacio da rélacio frutose/glucose ¢ na determinacio
da.sacarose, embora seja um-método impreciso.

Métodos quimicos

- Os métodos quimicos, surgidos no inicio do sée. XX,
baseiam-se nas propriedades redutoras dos aclcares sobre os
halogéneos € certos: ides de metais pesados, normalmente o
ido. chprico. ' S :

Exigem uma defecacio prévia, operacio necessaria para
eliminar as substincias interferentes, com particular relevo para
proteinas e polifendis. A defecacio actualmente indicada pelo
OILV. e pela. CEE efectua-se com acetato de chumbo ou com
ferrocianeto de zineco e é também a adoptada pela norma oficial
portuguesa (Portaria 985/82 e pr NP-2223).

O doseamento propriamente ‘dito pode ser efectuado por
diversos métodos (Curvelo-Garcia, 1988), dos quais destacamos:

1) método iodométrico - de Luff-Schoorl — método do OIV
{(doc. OIV1373/86); adoptado em Portugal (NP 2223)
e -também metodo oficial  comunitario;



37—

2) ..método de Lane ¢ Hynon-——utilizado nes: vinhos  do
Porto e estudado largamente por Ribeiro (1961-1962)
— método oficial da AOAC (Amerine e Ough, 1980);

3): - método ponderal de Munson ¢ Walker — método oficial
(Portaria 985/82); ‘

4) -método de Bertrand; '

5) - método de Rebelein — adaptacdo. do método de Loof-
~Schoorl; visando maior rapidez.

Estes métodos sfo utilizados na avaliacdo dos aclicares
redutores. Sdo também propostas outras técnicas quimicas, para
o doseamento. das ‘pentoses, baseando-se na sua transformacao
em furfural, e para o doseamento da sacarose (Curvelo-
-Garcia, 1988). ~

Como principais desvantagens atribuidas aos métodos qui-
micos aponta-se a sua limitacdo ao doseamento dos aglcares
redutores totais (nfo identificaclo e quantificacdo dos agicares
individuais); a. necessidade de: defecacdo prévia e, para a ava-
liacio da sacarose, a possibilidade de dosear outros aglcares
ndo redutores como sendo sacarose.

Segundo o OIV . (Doc. 1373/86), a repetibilidade do- metodo
de. Luff-Schoorl,. por -exemplo, é de 0,09 g/l (vinhos. secos),
0,4:g/1 (vinhos com aclcares residuais) e 1,81 g/l (vinhos doces) ;
a: reprodutibilidade, ‘pelo: mesmo método, é de 0,33 g/l (vinhos
secos), 1,29 g/l (vinhos com aclicares residuais) e 6,96 g/l
(vinhos doces), resultados expressos em acglear invertido (Cur-
velo-Garcia, 1988).

Métodos: enzimdticos

Lawson et al. (1979), referem que, em 1970, Dako utilizou
métodos enzimaticos para dosear frutose, glucose e sacarose em
diversos frutos. No mesmo ano, Bergmeyer et al, (1970) descre-
veram o doseamento da frutose e da glucose, através da enzima
glucose 6-fosfatodesidrogenase.

- Junge (1983) estuda a sua aplicacdo aos vinhos, propondo
uma téenica analitica que foi adoptada pelo OIV. E uma téenica
especifica, rapida, exacta e apresenta uma boa reprodutibilidade.
Fornece resultados sistematicamente‘ inferiores, comparativa-
mernte aos métodos quimicos, cuja falta de especificidade conduz
a0 aparecimento da interferéncia de outras substancias redutoras
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(Curvelo-Garcia;1988). Como - principal “desvantagem da utili-
zagdo das enzimas é de apontar o seu custo, por vezes proibitivo.

Recentemente, Henniger e Mascaro (1985) apresentaram os
resultados de um “estudo colaborativo: ‘entre 18 laboratorios
europeus e-americanos, baseado em' técnicas enzimaticas com
hexocinases,  glucose-6-fosfato-desidrogenase . e fosfoglucose-iso-
merase. A repetibilidade e a reprodutibilidade, expressas no coe-
ficiente de variacfo, oscilam; respectivamente, entre 2,2 % a 9,2'%
e 3,7% a 10,4 %, para a glucose, e 1,5% a 75% e 3,8%
a 7,6'%, para a frutose.

Métodos cromatogrdficos
Cromatografia- em papel

Ribéreau-Gayon (1976) refere que, em 1952, Dedonder
utilizou a- cromatografia em papel para a deteccdo de aglicares
em alimentos. Posteriormente Hough e Jones (1962) e outros
identificaram diversos aglicares: frutose, glucose, xilose, ramnose,
sacarose, rafinose, lactose e maltose, pela  mesma técnica,

Esau e Amerine (1966) e Rice et al: (1988) referiram-se a
técnicas directamente aplicaveis a vinhos. Pela 'sua natureza, a
cromatografia -em papel. foi importante em anilise qualitativa,
~ para a pesquisa nfo sé dos aclicares como de substincias anor-
malmente existentes no: meio. Por ser uma’ técnica morosa & de
reduzida exactiddo foi substituida por outras, tendo caido em
desuso.

Cromatografia em colung

Comndo referéncia, deveremos citar duas técnicas pouco utili-
zadas cromatografia em coluna de carvio activado e de célite,
referida em Moll e ol. (1978), e em coluna de gele tipo Sephadex
ou Biogel (Moll et al., 1978). A primeira apresentava uma reso-
lucao inaceitavel e a segunda era muito lenta. =

A introducdo: de resinas de permuta ionica [Khim e Zill
(1952), Kesler (1967) e Floridi (1971)] representou um grande
avanco na analise de glicidos: Utilizaram-se resings . anidnicas,
baseadas na aptiddo dos aclcares em formar complexos com
0s ibes ‘borato ‘e resinas catidnicas, utilizando uma mistura
adgua/metanol como : fase moével.. Floridi  (1971) utilizou uma
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coluna de permuta idnica. (Dowex I X4),-um sistema de eluicio
de gradiente com tampdes de borato e deteccdo colorimétrica.
Obteve valores de reprodutibilidade da ordem de 1 a 3'% (expres-
808 em desvio padrao) e limites de deteccdo entre 20 ug (pentoses)
e 50 ug (hexoses e polissacaridos). A grande desvantagem era
a lentiddo do processo e a necessidade de regeneracéo das colunas.
Dependendo do eluente e do pH utilizado, cada analise podia
demorar entre 6 e 8 horas. Estas ideias foram aproveitadas
posteriormente, com o desenvolvimento da cromatografia liquida
e dos novos sistemas de deteccdo.

Jandera e Churacek (1974) obtiveram limites de deteccio
da ordem do " micrograma, combinando  cromatografia liquida
em resina de permuta iénica com derivatizagdo pés-coluna para
a “deteccdo -colorimétrica.

Nesta data,: os métodos de cromatografia liquida caracte-
rizavam-se por uma fraca resolucdo e lentiddo de separacio.
Foram, no entanto, os precursores da actual cromatografia liquida
de alta pressio — HPLC — que debateremos em pormenor apés
a cromatografia gas-liquido.

Cromatografia em camada  fing

Ghebregzalber et al. (1976) e outros utilizaram a cromato-
grafia em camada fina para a determinacio de virios acilicares,
desde pentoses a tetrassacaridos. Esta técnica exige defecacio
prévia e a eliminacio de outras substancias interferentes através
da passagem da amostra por resina permutadora de catides.

Segundo - Ghebregzalber et al. (1976), o limite de deteccido
rondava 1 g, mas o tempo de anilise era da ordem das 8 horas.
A quantificacfio, extremamente dificil, podia ser feita por dois
processos: 1) analise in situ, aproximada e subjectiva; 2) desen-
volvimento com m4 resolucdo de alguns aclicares, como a manose
e a frutose, recuperacdo lenta da amostra e posterior leitura
espectrofotométrica.

A diminuicio de utilizacdo destes métodos, ou quase aban-
dono, deveu-se & sua lentiddo e fraca resolucdo.

Cromatografia em fase gasosa

Um processo alternativo, descrito por Sweley et al. (1963),
reside na cromatografia gés-liquido, que é uma técnica rapida e



com boa capacidade de separacdo de aclcares. Devido a relati-
vamente reduzida volatidade dos aclicares, surgiu a necessidade
de utilizacdo de derivados, nomeadamente trimetilsililados
(TMS) . Contudo, os derivados e reagentes utilizados na sua
obtencio sio extremamente sensiveis & humidade, sendo. mesmo
destruidos, a nfio ser que as amostras sejam liofilizadas. As
separacdes dos tri- e tetrassacaridos, tais como a rafinose e
estaquiose, sdo também dificeis de efectuar. A reprodutibilidade
por este método de derivatizacdo, andlise GLC e detector de
ionizagdo de chama, ronda os 8-10'9% (Bazard et al., 1981). Os
limites ‘de -deteccdo apontados por Lawson (1979), utilizando o
detector de ionizacio de chama, situam-se na ordem dos-10ng.
Bertrand et al. (1975) afinaram uma téenica de doseamento de
aclicares e polidis, a partir dos seus derivados TMS. A técnica
exige preparacio prévia da amostra para a eliminacio dos acidos,
através da fixacfo sobre uma resina de permuta iénica (Dowex).
Este método conduz a valores inferiores aos dos métodos quimicos.

Iverson e Bueno (1981) e Laker (1979) reviram os: pro-
cessos de derivatizacio e as condicoes de cromatografia gis-
-liguido. Sugeriram a utilizacdo de derivados trimetilsililados
das oximas que simplificam a interpretacdo dos cromatogramas,
anulando a multiplicidade de picos que apareciam na separagao
de mono- e dissacéridos.

- “No rentanto,. os problemas relativos & humidade e osine-
rentes as reaccOes de derivatizacdo, especialmente no que se
refere as misturas de acglicares mais complexas, mantém-se.

~.-Hoje em dia, com o avanco da cromatografia gasosa e das
técnicas de deteccdo, estuda-se a possibilidade de aplicagdo ao
doseamento dos acficares do método de cromatografia gasosa
em colunas capilares aliado ao detector de espectrometria de
massa. No entanto, j& em 1979, Smedt et al. (1979) utilizaram
a cromatografia gasosa em coluna capilar, com derivados tri-
metilsililados dos 4cidos, aclicares e polibis nos vinhos para
deteccdo simultinea por espectrometria de massa. Apresentaram
valores de 7% para a repetibilidade da glucose, 4% para a
trealose e dificuldades de'quantificacdo da frutose. B um pro-
cesso dispendioso que parece ndo justificar ainda a sua utili-
zacdo para o doseamento dos aclicares.
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Cromatografia liquida de alta pressdo

A cromatografia liquida de alta pressdo tornou-se, na ultima
década, o método mais Gtil na determinagdo dos aclicares nos
vinhos € nos alimentos em geral.

A evolucdo rapida até aos nossos dias fez-se a custa da
melhoria nas colunas e sistemas de detecgdo, que permitem obter
uma, precisio aceitavel que torna o método, Ja de si competitivo,
superior -aos outros.

Colunas. Palmer e Brandes (1974) utilizaram uma coluna
de permuta ibénica para determinar teores de frutose, glucose
e sacarose em extractos alimentares. A coluna era Aminex
Q-150-8, com didmetro de particulas 20-35 pm, o detector um
refractémetro diferencial e a separacdo ocorria a 60-80°C.
O método revelou-se preciso para relagdes frutose: glucose de
1:1, mas apresentava dificuldades de resolucdo para razoes
superiores a'1. Além disso; a capacidade de separacdo de outros
aclicares revelou-se também dificil, como no caso da sacarose
e ‘maltose ‘que sfo eluidas simultaneamente, assim como o
etanol € a’ frutose.

A limitacdo da anahse a certo nimero de aglicares €. a
necessidade de operacdo a temperaturas elevadas levaram Pal-
mer e Conrad (1976) a utilizar outro tipo de colunas — de silica,
de fase ligada aminoalquilo — efectuando a separacdo a tempe-
ratura ambiente. ‘

O progresso da tecnologia permitiu a utilizacdo de enchi-
mentos com microparticulas de 10 pm (e actualmente de 5pm),
melhorando a sua eficiéncia e passando a obter-se uma precisdo
idéntica & de cromatografia gasosa. ‘

A introducdo das colunas de fase ligada aminoalquilo —
Schwarzenbach.  (1976) e Jones: et “al.  (1979) — e as: colunas
exclusivas de analise de aclcares — Palmer  (1975); Linden e
Lawhead (1975), Rabel et al. (1976) e outros — revolucionaram
a anilise de actcares por HPLC, porque obtiveram precisdes
idénticas as obtidas por outros métodos, especialmente as de
cromatografia gis-liquido, e resolveram as desvantagens por
estes apresentadas, dispensando a preparacdo prévia da amostra
e aumentando a rapidez de execucio.

CA desvantagem destas colunas reside na sua facil deterio-
racdo com o uso, devido & oxidacdo da fase estacionaria e/ou
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formacgao de bases de Schiff. Aitzetmiiller (1978) sugeriu a
impregnagdo in situ das colunas de silica com uma amina poli-
funcional, para evitar a deterioragdo das colunas, e conseguiu
obter performances idénticas. Actualmente, os métodos de analise
de aclicares, principalmente monossacaridos, apontam para duas
vias — cromatografia de particdo liquido-liquido e cromatografia
de permuta -idnica.

Na . cromatografia de particdo liguido-liquido  utilizam-se
fases estacionirias ligadas quimicamente, normalmente grupos
amina e/ou nitrilo ligados & silica < Hurst et al. (1979), Nuor
et al. (1979), Brandio et al. (1980), Bazard et al. (1981),
Richmond et al. (1981), Vidal-Valverde et al. (1985), Tusseau
et Benoit (1986) — ou fases impregnadas in situ — Aitzetmiiller
(1978),  Porsch: (1982) € Heyraud et al. (1985). As colunas de
fagse ligada, por exemplo, Spherisorb-NH, da Phase Separation,
u-Bondapak-NH, da Waters, Bio-Sil Amino 58 da Bio-Rad, Partisil
10PAC da 'Wathman, Lichrosorb-NH, da Merck, permitem obter
boa separacido de mono-, di-, trissacaridos, mas apresentam a
desvantagem da utilizacdo de eluente rico em acetonitrilo (aceto-
nitrilo/agua, variando de 75% a 95'%) e possibilidade de dete-
rioracao da fase estacionaria.

As colunas de fase impregnada in situ, apesar de utilizarem
o mesmo eluente, diminuem a probabilidade de deterioracdo da
coluna, por impregnagio da coluna de silica com uma poliamina
adicionada ao eluente (0.01 a 19 de poliamina); obtendo-se
separagOes idénticas as das colunas de fase ligada.

A utilizacdo de resinas de permuta i6nica estd descrita por
diversos autores — Auguste e Bertrand (1980), Bazard et al.
(1981), Vidal-Valverde et al. (1982) e Wenz et al. (1982). Em
enologia, sdo de citar os trabalhos de Auguste e Bertrand (1980)
e Colagrande et al. (1986), apresentados em reunides de espe-
cialistas do OIV (Office International de la Vigne et du Vin).
Neste tipo de cromatografia sdo usadas colunas de permuta iénica
(Aminex HPX-87 ¢ HPX-87P da Bio-Rad, Sugar Pak da Waters,
ete.) que funcionam a temperatura de 85°C e usam agua como
eluente. A deteccdo é feita por refractometria. Como inconve-
nientes sfo apontados a necessidade de trabalhar a tempera-
turas elevadas e a- dessalificacdo das amostras. De Vries et al.
(1979 e 1983) eliminam a interferéncia do cloreto de s6dio
lavando a coluna com tetraetilenopentamina (TEPA) e Wills
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(citado em Yeransin et al., 1985) adiciona o reagente de par
i6nico fosfato de tetrabutilamoénio a fase modvel, para o mesmo
fim, Tusseau e Benoit. (1986) consideram que as colunas  de
permuta i6nica se aplicam essencialmente & anilise de monos-
sacéridos, pois  apresentam - dificuldades ~ de resolucido para
dissacaridos.

Bazard et al. (1981) apresentaram um estudo comparativo
entre as colunas de permuta idnica Aminex HPX 87 e de fase
ligada silica-INH,. As condicbes operatérias e técnicas exigidas
pelas duas colunas, bem como’ ag vantagens e desvantagens que
cada uma  apresenta, encontram-se compiladas no Quadro IIL

Detectores.. O detector mais frequentemente utilizado é o
refractémetro difererncial, cujo limite de deteccido é cerca de
20 pg (Palmer, 1975). E um detector universal, que tem como
grande vantagema simplicidade de utilizacdo, mas que torna
dificil e pouco precisa a analise de vestigios. A reprodutibilidade
das medicoes é da ordem dos 10'9% para componentes presentes
em pequenas quantidades, como é o caso das pentoses e polissa-
caridos, nos mostos e nos vinhos. Como tal sfo ainda discutidos
actualmente outros sistemas de deteccdo, especialmente: para
estes casos.

Para aumentar a sensibilidade, diversos autores — Nachtman
e Budna (1977) e outros — sugerem  a derivatizagdo pés-coluna
para deteccdo no ultravioleta, cujo limite de deteccéo é da ordem
do nanograma.

Yeransin et al. (1985), num vasto artigo de revisédo, referem
que, em 1983, Shaw et al. melhoraram a sensibilidade das deter-
minacdes de frutose; glucose e sacarose em frutos, através da
detecclo por absorcio no ultravioleta em 190 nm, com. reaccdes
de derivatizacdo pés-coluna. No mesmo artigo é referido que
0s.sistemas de  derivatizacdo pds-coluna. incluem o - uso :de
fumarato/borato de 2-aminopropionitrilo  (Kato), cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (Betteridge), hidrazida do 4cido p-hidro-
xibenzéico (Woollard) e cianoacetamida (Schlabach). Outros mé-
todos de deteccdo menos utilizados incluem a deteccio ampero-
métrica, apds reducio de cobre (Watanabe), detecciio ampero-
métrica de impulso apds cromatografia de permuta ibnica
(Rocklin); deteccdo electroquimica (Buchberger) e actualmente
a deteccdo por espectrometria de massa apés cromatografia
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QUADRO II
Comparacdo: das’ condices: operatérias e téenicas entre as colunas NH,
e Aminex HPX 87 [adaptado de Bagzard ef al.: (1981)]

Comparaison des conditions operatoires et .tecniques pour. les colunes
de' NH, et Aminex. HPX 87 [adapté de Bazard et al. (1981)]

Coluna NH, ‘ Coluna Aminex HPX 87
keluenkte # OHS CN/H,O 7* H,0 ‘a 85°C
débito S 100ml/h *50ml/h
preparacao * filtro 0.45y - m/Sep-Pak/

filtro 0.45 pm pré-coluna'de resing

da amostra

n.o de anilises ‘ :
* 35 * 40,

por-dia
n.° de andlises " sdi 5 S
por coluna 230 (média) 00 (minimo)
duracao: da i a0mi 5 1B it
analise -min. : min
vantagens % geparagdo dos dissacé- * eluente:: dgua
ridos * estabilidade- dos tempos: de
* existéncia de fase para retencéo e da qualidade da
substituir as. colunas coluna
* adaptacdo  das  condi- ¥ .possibilidade  .de’ dogear o
cOes: operatorias- 3. se- etanol
paracio desejada
* menor: custo
desvantagens * eluente  caro- e téxico *.preparacio -da . amostra tra-

balhosa ¢ dispendiosa

3

variac8o dos tempos de
retencéo

*

nio separac¢ho: dos . dissa-

* rapida degradacdo’ da caridos

coluna
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liguida ‘de particdo (MacRae ef al); sendo estes dois ultimos
detectores extremamente sensiveis.

COMPARACAO ENTRE 0S METODOS ACTUAIS DE ANALISE

Existem na bibliografia alguns artigos de comparagao entre
os métodos - actuais: de “analise dos ac¢licares ‘nos mostos € nos
vinhos ~— quimicos, *enzimaticos - e - cromatograficos — [Binder
(1980), Ghernati et al. (1982), Goiffon: et al. (1980), Reyes
et al. (1982) e Schlabach e Robinson - (1983) ]. Salientam-se os
trabalhos de comparacfo entre' cromatografia gasosa e liquida
de alta pressio de Iverson e Bueno (1981) e Bazard et al. (1981)
e o artigo dé analise estatistica em HPLC de Tusseaii e Benoit
(1986).

~ Dessa recolha de dados e do que foi dito atrds resultou uma
comparacdo entre as téenicas referidas, inscrita no Quadro III,
de acordo com os factores que nos propusemos discutir. O método
cromatografico por HPLC a que se refere o Quadro 1II é o que
utiliza a coluna de NH, e como detector um refractémetro dife-

QUADRO: TIT

Comparacio entre os principais métodos de analise de actlicares
Comparaison parmi. les principavx méthodesrd’analjyse des sucres
+ —reduzido petit
44— médio moyen
C A = elevado hout

T Métodos : Cromatograficos
\ ; Quimicos. Enzimaticos’

Factores e Fase: gasosa HPLC
duragao: da. anglise 1-2h 60 min 60 miin" - 20-60 min
facilidade de: execucdo + + - + 4k
sensibilidade i + +-F + 4 ++
pbrecisdo F+ ++ 4 +
exactiddo + e A+t A+

custos : ¥ L ++ ++
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rencial. Este processo parece ser o. preferido, devido fundamen-
talmente a desvantagem revelada pela coluna de permuta iénica
de: nfo separacdo dos. dissacaridos e a maior facilidade de
execucdo, com a mesma precisdo; em relacdo aos outros sistemas
usados em HPLC.

Convém ainda realgar que um método torna-se melhor ou
pior de acordo com a finalidade a que se destina. Mesmo dentro
de cada um, existe uma diversidade de condi¢bes: operatorias
que ‘afectam- os factores apontados no Quadro III. Dai a nossa
opedo por uma comparacio qualitativa e nfo guantitativa.

CONCLUSOES

Para os métodos em' confronto — fisicos, quimicos, enziméa-
ticos e cromatograficos — conclui-se que os processos fisicos ja
nao- justificam-actualmente’ a’ sua utilizacio em laboratdrios de
analises e/ou para fins de investigacio e reservam-se como
ferramenta 0til aos vinicultores: : ‘

Os ‘métodos ‘quimicos, ainda ‘utilizados, s@o. caracterizados

por elevada precisdo. No entanto, ddo unicamente uma infor-
magao global da composi¢io glucidica dos mostos e vinhos e
raramente permitem a identificacio dos aclcares presentes. Por
vezes, s20 pouco exactos. por poderem dosear substincias inter-
ferentes como sendo aciicares.
: Os metodos enzimaticos sdo reprodutiveis, mas apresentam
custos elevados, por vezes proibitivos, em misturas complexas
de agiicares, pela necessidade de utilizacdo de enzimas especi-
ficas para cada um dos aclicares presentes.

Os métodos' cromatograficos surgem como uma alternativa
importante. As técnicas cromatograficas sobre papel e camada
fina sfo lentas, trabalhosas e com fraco poder de resolucio,
pelo que distinguiremos apenas a cromatografia gés-liquido e
a cromatografia liquida de alta pressio. A cromatografia em
fase gasosa permite a separacdo rapida dos aclicares, mas exige
prepara¢ao prévia da amostra; lenta e laboriosa — liofilizacio e
derivatizacdo, o que origina, por sua vez, perda de reproduti-
hilidade do . processo. :

A cromatografia liquida de alta pressdo é o método de eleicdo
para a analise dos aclcares nos alimentos, em geral e, conse-
quentemente, nos. mostos e vinhos, por ser um  método rapido,
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simples, que proporciona boas separacbes e cuja precisido depende
do detector utilizado. A deteccdo por absorcdo no ultra violeta,
aliada a reac¢des de derivatizagdo poés-coluna, proporciona resul-
tados muito reprodutiveis e especialmente importantes na ana-
lise de vestigios, embora apresente a grande desvantagem de
exigir derivatizacfo. O refractémetro diferencial é o detector
menos especifico, embora o mais utilizado, pela simplicidade de
operacdo e ndo exigéncia de derivatizagfo. Apresenta dificul-
dades na analise de vestigios. Conduz a valores de reproduti-
bilidade do processo global da ordem dos 5%, aceitaveis para
0 seu uso corrente nas analises de mostos e vinhos e, por isso,
estd aceite pelo OIV.

Finalmente, no momento actual, em termos de colunas para
HPLC, as duas manifestamente importantes sfo as de fase
ligada aminoalquilo e as de permuta iénica. As tltimas possi-
bilitam separacbes rapidas e precisas, mas apresentam como
desvantagem a necessidade de operar a temperaturas elevadas,
de preparacdo prévia da amostra, o aparecimento de substancias
interferentes que podem ser eluidas simultaneamente com os
aglicares e ndo separacfo dos dissaciridos. As primeiras apre-
sentam facilidades de execugdo por permitirem trabalhar i tem-
peratura ambiente e sem preparacdo prévia da amostra, a nio
ser filtracdo, separacdes rapidas e boas para mono-, di- e trissa-
caridos. Como desvantagem, apontam-se a sua deterioracio com
0 uso e a necessidade de um eluente rico em acetonitrilo, que é
um  eluente de custo elevado.
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RESUME

Analyse des moilts et des vins. I. Méthodes de dosage des sucres

~ Les tecniques -d’analyse des sucres des moits et des ving pendant
ce siecle sont mentionnées. Un - étude comparatif est fait pour: les- divers
processus couramment . disponibles et acceptés-— des méthodes chimiques,
enzymatiques et chromatographiques — concernant la rapidité et aise d’éxé-
cution, répétabilité, précision et cout. Les avantages- et les inconvénients
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sont mis en évidence pour ‘la-cromatographie en phase gaseuse et cromas
tographie liquide:a haute performance. Ce-dérnier est' la - méthode de. choix
pour: Uanalyse des sucres par la rapidité, simplicité: et préecision.

SUMMARY

Musts and wines ahalysis. I. Methods of determination of sugars

A reference.is ‘made to the ‘methods used  in"the analysis of sugars
in- musts and wines - throughout -our  century:

A comparative study is:carried cut of the various processes presently
available and accepted~— cheniical, enzymatic and chromatographic methods
“baged ‘on: the speed. and simplicity of execution and taken in terms of
the repetibility, precision, accuracy and costs

The advantages and inconvenients of gas lquid chromatography and
high'" pressure. liquid pressure chromatography are pointed-out, Given the
speed, simplicity .and precision of the last method, it is preferred in the
analysis: of ithe sugars. k :
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