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INTRODUCAO

STUDA-SE a evolugdo dos compostos polifenélicos com o
decorrer do envelhecimento nos vinhos da Adega Coope-
rativa do. Fundio.

Numa primeira parte descrevemos quimicamente estes com-
postos e indicamos as propriedades mais notiveis, processos
de extracgdo, purificacio e identificacdo mais usuais, bem como
os eluentes e suportes mais vulgarmente utilizados na técnica
de cromatografia em camada fina.

Na segunda parte descreve-se .0 material e métodos e
indicam-se os resultados que sio apreciados criticamente com
vista a obtencdo de conclusdes:

[— PRIMEIRA PARTE

1 —ENVELHECIMENTO DO VINHO.
CONSIDERACOES GERAIS

Se bem que exista unanimidade quanto a uma ideia-base
do envelhecimento dos vinhos — o envelhecimento fenémeno
dinimico ligado a ideia de tempo-— as divergéncias e contra-
dicbes entre os autores surgem logo de inicio ao tentarem
interpreta-io.

De facto trata-se de um fenémeno cujo estudo apresenta
complexas dificuldades dado que as modificacdes sofridas no

decorrer do tempo sdo funcio de diferentes factores normais

—

¢ acidentais, nfo se mantendo estas constantes para cada tipo
de: vinho. ~
Assim, para RIBEREAU-GAYON & PEYNAUD (1966) «0 pe-
riodo de maturacido ou de formagio é aquele durante o qual
o vinho desenvolve as suas qualidades gustativas e adquire
a limpidez e estabilidade que corresponde ao periodo de enva-
silhamento em pipo; e o envelhecimento propriamente  dito,
aquele que se processa em garrafa acompanhado de uma clari-
ficagio progressivas.
Ja diferentemente MILISAVLIEVIC (1965) entende, ao pre-
tender definir os conceitos maturagdo e envelhecimento, que
. Estes termos nio tém o mesmo significado para todos os
autores...» e conclui: «...No primeiro, o vinho ganha quali-’
dade (maturacio) enquanto que no segundo ele perde quah-
dade (envelhecimento).. ,
Contudo, néo tomando posico em favor dum cu doutro
autor, é porém facto incontroverso irem evoluindo a coloracdo
e adstringéncia com o desenvolver do envelhecimento, assumindo
particular importancia, nesta transformagfo, os compostos
polifendlicos que constituem o assunto do presente trabalho.

— COMPOSTOS FLAVONOIDES

S0 os flavenoides compostos polifendlicos constituidos por
uma estrutura comum em C,-C,-C,, na qual os dois ciclos ben-
zénicos estdo ligados por uma cadeia em C,, diferente segundo
a natureza do flavoncide (RIBEREAU-GAYON, 1963).

Estes compostos variam quanto & natureza do heterociclo
oxigenado que deriva das estruturas do pirano, pirilio e y-pirona,
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heterociclos estes designados por eromano, cromeno e cromono
e de foérmula de estrutura,
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Cromano Cromeno Cromono

A substituicdo dum hidrogénio por um radical fenil nos
heterociclos oxigenados, origina as estruturas bases dos fla-
vonoides dos quais estudaremos particularmente os compostos
flavénicos, antocidnicos e tinicos por serem quantitativamente
mais importantes, e provavelmente os de influéneia mais de-
cisiva sobre as caracteristicas organolépticas dum vinho.

3— COMPOSTOS FLAVONICOS

Responséveis pelas coloracbes amarelas, os pigmentos fla-
vbnicos possuem um grupo fundamental que deriva da y-pirona
(RIBEREAU-GAYON, 1968a).
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que origina pela substituigio dum hidrogénic por um grupo
fenilo o 2-fenil benzopirona (GRIPENBERGER, 1962; FERRAO, 1963)

que é a estrutura base das flavonas.
Se a substituigfo do hidrogénio pelo grupo fenilo se efectua
na posicdo 3 em lugar da posicdo 2 obtém-se uma isoflavona,

ey

[
6]

verificando-se também o aparecimento doutros compostos pela
substituicdo de hidrogénio por oxidrilos nos dois anéis aro-
maticos.

Com efeito, se um atomo de hidrogénio é substituido por
um: oxidrilo, principalmente na posicao 3, obtém-se os com-
postos com a designacio geral de flavonois (FERRAO, 1963).

(\K\‘_ﬂ\
\/\/’CH =

se porventura se suprime a dupla ligacfo entre o atomo
de carbono 2 e 3 das flavonas, obtemos a estrutura basica
das flavanonas (SESHADRI, 1962; FERRAO, 1963),

SO

obtendo-se - igualmente os flavanonois pela supressido da dupla
ligacdo entre o atomo de carbono 2 e 3 dos flavonois.



a) — Propriedades

Ocorrem estes compostos na natureza geralmente sob a
forma de heterésidos; isto ¢, ligados a aclicares e, mais rara-
mente, no-estado livre, agluconas (Co:STA, 1967).

Neste estado formam cristais amarelos, em que o poder

croméforo se relaciona com o nlmero e posicdo dos hidréxilos,
ou formam cristais incolores embora excepcionalmente, como
no caso da- flavona. ,
o -As suas solubilidades sdo varidveis. Solublhzam se no
eta,nol e metanol de onde se podem cristalizar pelos &lcalis,
4cido acetlco piridina, etc., e sdo geralmente insolGveis ou
pouco solliveis no éter, benzeno, sulfureto de carbono, cloro-
férmio, ete. (CosTa, 1987).

No estado heterosidico apresentam maiores solubilidades
na agua mesmo a frio, e nos alcodis diluidos, nio sendo inso-
laveis nos solventes orgénicos usuais nio misciveis na agua
(Costa, 1967). :

Estes compostos, quando hldroxﬂados reagem a frio com
os alcalis, resultando fenatos solfiveis na agua, por vezes
corados, mas decomponiveis pelos 4cidos, podendo fragmen-
tarem as suas moléculas por aquecimento, mesmo em solugbes
diluidas (Costa, 1967).

Sofrem degradacdo da molécula por fusio alcalina, quando
se aquece a substincia a cerca de 200°C com o hidréxido de
potassio e algumas gotas de agua. Os produtos formados
extraem-se por éter e, depois, agitando esta solucio etérea com
uma solucdo de bicarbonato de sédio, os constituintes degra-
dados repartem-se. Na fase aquosa aparecem os constituintes
fendlicos, o que permite fazer o estudo das respectivas estru-
turas moleculares.

COOH CHg
HO
OH
OH OH COOH
Fluroglucinol acido acido
Apigenina p-hidroxi-  acético
benzoico

—

Sofrem reducdo pelo hidrogénio dando compostos averme-
lhados antocifinicos. Para que tal reducfo se desenvolva adicio-
na-se & soluc@o alcodlica do composto, que contém um pequeno
fragmento de magnésio, um pouco de 4cido. cloridrico. O resul-
tado é contudo negativo para as isoflavonas.

o OH
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Quercetina Cianidina

Em meio anidro, as solucfes: ceténicas adquirem tons ama-
relados e fluorescéncias amarelo-esverdeadas com o Acido
citrico e bérico dissolvido em acetona. Porém, este ensaio &
negativo para as flavanonas e isoflavonas. Com o 4cido sulf-
rico concentrado formam-se sais de oxénio e as solucdes apre-
sentam fluorescéncias amarelas. Pela adicio de Agua, repre-
cipitam apresentando comportamento idéntico com o pentacloreto
de antiménio. Apresentam reaccgdes caracteristicas devidas aos
hidréxidos fendlicos. Com os hidréxilos alcalinos coloram-se
de tons amarelos, adquirindo cor vermelha uma vez oxidados
com 4gua oxigenada em meio alcalino.

Tém propriedades redutoras que sfo reveladas por colo-
ragbes diversas com os reagentes fosfotungstomolibdico, ferri-
cianeto férrico, nitrato de prata amoniacal, etc., formando com-
plexos com os sais metélicos e dando coloraces diversas em
solugbes alcodlicas com o cloreto férrico e acetato de magnésio.

b) — Extraccio

Usualmente as flavonas extraem-se a partir do material
vegetal fresco quer pelo etanol a 70 9% em volume, etanol a
95 %, metanol ou 4gua (HARBORNE, 1960), mergulhando o ma-
terial vegetal no solvente fervente, reduzindo assim a hidrélise
enzimética dos glucésidos a um minimo.

Uma vez assim obtido o extracto é em seguida lavado em
éter de petrdleo removendo-se a clorofila que & causa de lis-



—8—

tramentos dos cromatogramas. Filtra-se e concentra-se até
pequeno volume no vécuo.

O concentrado assim obtido filtra-se novamente podendo
depois ser aplicado com micropipetas no suporte de croma-
tografia.

No caso das uvas, procede-se primeiramente & separacio,
& méo, das peliculas da polpa. Obtidas estas faz-se a extraccio
usando vérias tomas de acido cloridrico a 1 9%, tendo o cuidado
de operar a temperatura ambiente (RIBEREAU-GAYON, 1964b)
visto a hidrdlise acida destes compostos ser mais facil do que
a das antocianinas, justificando-se a0 mesmo tempo o uso de
um solvente &cido por se pretender a neutralizacio das bases
que existem em abundéncia nas peliculas das uvas.

A partir desta solugdo procede-se & extraccdo dos flavonois
com acetato de etilo (P. RIBEREAU-GAYON, 1964a, 1964D) con-
centrando-se o extracto no vAcuo pela utilizacio de um eva-
porador rotativo e redissolve-se o residuo nalgumas gotas de
alcool a 95° em volume (P. RIBEREAU-GAYON, 1964a), ou de
acetato de etilo.

RIBEREAU-GAYON utiliza procedimentos diferentes para a
extracgde das agluconas flavonois, conforme haja presenca ou
ausénecia de antocianas (P. RIBEREAU-GAYON, 1968a). Assim
na auséncia de antocianas este autor faz uma finica extraccio
com &lcool isoamilico o que lhe permite a extraccio de todos
os. compostos polifendlicos presentes. Verificando-se a existéneia
de antocianas extrai primeiramente todos os outros compostos,
salvo as antocianas, com éter etilico e, posteriormente, as anto-
cianas com 4&lcool isoamilico, cumprindo neste caso estudar
dois extractos. Obtidos os extractos, procede-se ao estudo dos
seus constituintes para o que é necessario purifica-los, isold-los
e identifica-los. Para esse efeito é eficientemente utilizada a
técnica de cromatografia, referida e desenvolvidamente prati-
cada entre outros por STRAIN (1945), LiMA (1958), FERNAN-
DES (1958), SmrTH (1960), STAHL (1965), RANDERATH (1966),
havendo j4 actualmente uma grande variedade de eluentes e
de suportes, sendo oportuno referir os de utilizacio mais
frequente,

¢) — Eluentes

Um eluente de grande utilizag@o é o «Forestal» (acido acé-
tico, 4gua, acido cloridrico concentrado 30 + 10 + 3 em volume)
que teve o seu emprego inicial Unicamente no estudo das anto-
cianas, sendo hoje a sua aplicacio corrente, com bons resultados
no estudo das agluconas flavénicas. RIBEREAU-GAYON (1968a),
em experiéncias por ele efectuadas, utilizou-o bem como o bu-
tanol acético (fase superior da mistura n-butanol, acido acético,
dgua 4 + 1+ 5 em volume), no estudo dos compostos conside-
rados pela cromatografia bidimensional, atribuindo um parti-
cular relevo ao butanol acético, como o mais importante eluente
no estudo das flavonas por ser igualmente valido para o estudo
das agluconas e dos heterdsidos.

Quando se iniciou o emprego deste Gltimo eluente, utili-
zava-se apenas a fase superior da mistura n-butanol, acido
acético, agua (4 -+ 1+ 5 em volume) obtida por decantagdo.
Todavia & possivel simplificar a sua preparagdo a partir da
mistura (6 + 1 + 2 em volume) a qual conduz & formacao duma
fase Unica, havendo porém tomar a precaucdo de nfo a con-
servar durante muitas semanas, pois as consequentes esterifi-
cacOes vao influir nos valores de Rf.

E ainda RIBEREAU-GAYON (1968a) quem indica o 4cido
acético de concentracdo compreendida entre 2 e 159%, como
eluente de boa utilizacdo no estudo dos heterdsidos. Verificou
uma variagdo dos Rf em acordo com a concentracio maior
ou menor deste acido.

O eluente m-cresol proposto por BATE-SMITH de constituicéo
m-cresol, Acido -acético, agua (50 + 2 4+ 48 em volume), e
indicado por RIBEREAU-GAYON, apresenta como interesse mais
saliente o facto de dar para os heterdsidos valores de Rf dife-
rentes dos conseguidos através do butanol-acético, efeito este
que é igualmente conseguido com o 4cido acético diluido. Da-se
porém preferéncia ‘a este Ultimo eluente visto que com o
m-cresol os constituintes do extracto nem sempre se separam
sob a forma de manchas, sendo igualmente dificil a sua elimi-
nacdo gquando se pretende a purificacio das substfncias.

A utilizacdo pura e simples da Agua é proposta por Har-
BORNE (1960), visto ser ela nfo s6 um bom eluente para os
glucésidos dos flavonois mas também permite que se separem



as agluconas flavonas e flavonois dado que estas nio se mo-
vendo na 4gua se separam das agluconas flavanonas.

© Defende ainda este autor o emprego do 4cido ‘acético a
2% e do cloreto de sédio a 3% e dado que fortes misturas
de acido acético com agua favorecem a separacdo da flavona
¢ aglucona flavonol, propGe também os -eluentes aquosos
«Forestal», o acido acético a 30 % e o Acido acético a 60 %.

Entre os eluentes alcoolicos € ainda HARBORNE quem acon-
selha o atras citado butanol acético (fase superior da mistura
n-butanol, 4cido acético, agua, 4 +1-+5 em volume) que
designa por «BAW», bem como a fase superior da mistura
n-butanol-4gua (1 -+ 1 em volume), e o n-propanol - cido acé-
tico-agua (1 + 14 1 em volume).

Como eluentes fendlicos indica o fenol ou o m-cresol satu-
rado de 4gua, o m-cresol - 4cido acético - Agua (50 + 2 + 48 em
volume), e a mistura benzeno - ligroina com a temperatura de
ebulicdo de 85° a 105°-metanol - dgua (50 +50 41+ 50 em
volume) dque determina correctas separacbes para os flavonois
que contenham de um a trés grupos hidroxilados. Como eluentes
triclorometénicos indica ag misturas de cloroférmio - 4lcool iso-
propilico - 4gua, cloroférmio e acetato de etilo saturados de
agua que possuem contudo o inconveniente de provocar listra-
mentos do cromatograma.

B nesta ja bem diversificada gama de eluentes que surgem
solucBes aquosas de cloroférmio ou benzeno com acido acético,
butanol e etanol com um tampéo de borato ou ainda sec-butanol
saturado de 4gua. Assim EGGER (1961) conseguiu bons resul-
tados nas separagfes dos glucosidos e misturas de miricetina,
quercetina e campferol com. o eluente cloroférmio-acido acético-
-Agua- obtido por mistura de cloroférmio e Acido. acético nas
propor¢des variaveis de 1+ 2 a 2+ 1 a que adicionou segui-
damente agua.

Por sua vez WoNG & TAYLOR (1962) utilizaram para o
estudo das agluconas flavénicas o eluente benzeno-acido acético-
-dgua (125 + 72 + 3 em volume) servindo igualmente como
complemento dos eluentes alifaticos.

CouLsoN & EvaNs (1958) empregaram o eluente n-butanol -
- etanol - tampé&o borato (1 + 1+ 1 em volume) no estudo dos
glucdsidos e das agluconas, podendo ser o tampdo tanto a
solucdo de tetraborato de sédio a 9,54g/l1 como o borato
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Consden, variando porém os valores de Rf conforme o borato
utilizado. Roux & EVELYN (1958) empregaram O sec-butanol
saturado de 4gua, concluindo igualmente como ja o tinha feito
HARBORNE, que os flavonois ndo se deslocam do ponto de partida
utilizando o eluente agua.

Mais recentemente BOURZEIX & BANIOL (1966) usaram na
cromatografia bidimensional a fase inferior da mistura aleool
isoamilico - 4cido acético - hexano -agua (3 +1+ 3+ 3 em vo-

~lume), como primeiro eluente e a fase superior da mistura alcool

amilico tercidrio e agua (1 -+ 1 em volume) como segundo |
eluente, no estudo dos flavonois, eluentes esses que nos me-..

.receram a maior atencio no decurso deste trabalho.

d) — Suportes

Como ja referimos, na técnica de cromatografia desem-
penham uma importinecia muito particular os suportes -dque
possam vir a ser usados j4 que o comportamento das subs-
tincias a analisar oferece variagOes significativas facultando

estudos diferenciados das mesmas substincias e por conse-

quéncia um estudo comparativo e critico do seu desenvolvi-
mento. Todavia o suporte a empregar estd dependente do tipo
de cromatografia utilizada. Tratando-se de cromatografia em
papel o suporte mais vulgarizado é o papel Whatman N.o 1
(RIBEREAU- GAYON 1964b; HARBORNE, 1960; Roux & EVELYN,
1958; WoNG & TAYLOR, 1962) tendo uso frequente papéis mais
espessos como o Whatman N.° 4, 0 Whatman N.© 3 ou o 3MM
(HARBORNE, 1960) que garantem um isolamento mais perfeito
¢ uma purificacio mais completa. Os papéis tamponizados com
borato ou fosfato tém também aqui o seu emprego havendo
que referir o valor do pH visto estar o seu. valor relacionado
com as variacbes do RE. :

Tratando-se da cromatografia em camada fina recorre-se
a suportes como a poliamida Woelm (BHANDARI, 1964), pé de
celulose Macherey e Naegel (M. N. 300) e p6 de celulose Serva
(T. L. C.) (BourzeIX & BanNioL, 1966) ou ao po de celulose
‘Whatman CC41 (EsTevES-PiNTO, 1969) e ainda aos suportes
de poliamida Sephadex G-25 ou Sephadex LH-20 (JOHNSTON
et al, 1968) se se utilizar a cromatografia em coluna como
recurso no estudo destes compostos.
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e) — Identificagao

Uma vez isolados e purificados por cromatografia os com-
postos em causa, procedemos 3 sua identificacio. Para tal efeito
recorremos a varios procedimentos entre os quais poderemos

QUADRO I

Agluconas
das Flavonas
¢ dos Flavonois

Substituintes

Valor de Rf para os eluentes

Cores

T s
«BAW ”;“FORESTAL»[«FENOL»\ ao ultra-violeta
r

Flavonas
Acacetina

Apigenina ...
Diosmetina ...

Luteoling ......

Tricina ...

Saponaretina.

Vitexina ......

Flavonois
Campferol ...,

Morina .........
Isoramnetina.

Fisetina .......
Ramnetina ...
Quercetina ...

Azaleatina ...
Miricetina, ....

Robinetina ...

5,7-diOH,4’-OMe

5,74 -triOH
5,7,3'-triOH,4'-OMe
5,7,8",4’-tetraOH
5,7,4’-triOH,3’,5’-di0OMe
5,7,4'-triOH,8-subst.*

5,7,4'-triOH,8-subst.**

3,5,7,4’-tetraOH

3,5,7,2" 4'-pentaOH
3,5,7,4’-tetraOH,3’-OMe

3,71,3 4’ -tetraOH
3,5,3",4’-tetraOH,7-OMe
3,5,7,5 4 -pentaQH
3,7,3" 4’ -tetraOH,5-OMe
3,5,7,3",4’,5 -hexaOH

3,7,8',4’,5"-pentaOH

0,91
0,89
0,85
0,78
0,73
0,56

0,43

0,83

0,79
0,74

0,73
0,72
0,64
0,48
0,43

0,40

0,91
0,83
0,80
0,66
0,72
0,86

0,82

0,85

0,73
0,53

0,58
0,53
0,41
0,49
0,28

0,36

0,88
0,88
0,86
0,66
0,87
0,80

0,63

0,58

0,34
0,66
0,32

0,66
0,29
0,50

0,13 -

0,18

castanha-
-escura
castanha-
-escurg¥EE
castanha-
-egCurs
castanha-
-escura ¥ ¥*
castanha-
-eseura ¥
castanha-
~escurg k¥
castanha-
-escura®

amarela-
-esverdeada
amarela
amarela
amarela-
~esverd. fl.
amarela
amarela
amarela f1.
amarela-
-doirada
amarela-
-egverd. fl.

* (CHOH)5.CH,OH
**  CHOH.CH.CHOH.CH.CH,0H

ok

o O ]

Estas flavonas tornam-se verde-brilhante ou verde-amarelada

quando expostas aos vapores de aménia. Ag outras nfo se
alteram.

citar a. determinacio da estrutura molecular, con?pa'ragéo do
seu comportamento cromatografico com o de s’ubsftanmas puras
(padrdes) ou ainda o recurso a determinados indices dos quais
o Rf é um exemplo.

Limitar-nos-emos, por nos parecer mais uUtil, apresentar
os Quadros I e II com os valores de Rf correspondentes aos
varios - eluentes, assim como as respectivas cores quando
irradiados por ultravioletas em cromatografia de papel, estu-

QUADRO II
Valores do Rf nos eluentes
Glueésidos dos flavonois AW AGUA ACidolSa(;;ético FENOL
a 0
Campferol

3 43 0,74

3-monoglucosido . g,’;z g,;g ?) ” -~

- 1 6sido ) 5 » ]

2 Z?;‘Sé’fsﬁf 043 027 0,54 gii
] 0,51 ,
3-triglucésido . g,ii g’?g)i ool 05e
3-ramnodiglucésido R , 0,54 0,75 o3
3-ramnogalact6sido-T-ramnésido 0,40 ) 0, - 0'52
3-ramnodiglucésido-7( ?7)glucosido 0,40 g,g; 0,17 0’62
7-monoglucésido . Coe g,ig 0,09 0,18 , 0:72
7-monoramnédsido 0,55 0’2; 0’65 0,65

3-xiloglucosido ) , )
Quercetina
3-monoarabinésido . . . . . . 0,70 0,07 (()),2; O,fS_l
3-monoxilosido . . . . 0,65 0,06 , oo
3-monoglucésido (1soquer01trma). 0,58 0,08 0,37 0’55
3-monogalactésido . . . .o 0,55 0,09 0,35 0,58
3-monoramndésido (quermtmna) 0,72 0,19 0,49 0,46
3-ramnoglucésido (rutina) . . . 0,45 0,23 0,51 0,36
3-diglucésido 0,37 0,19 0,45 0,26
3-triglucésido 0,23 0,18 g,;i 0,35
3-ramnodiglucésido . 0,36 0,26 ,71 0,31
3-ramnoglucésido-7( ?) glucoquio . 0,36 0,46 8,07 0,40
7-monoglucésido . N 2 1 0,00 0,13 0,33
4’-monoglucésido 0,48 0,01 0,62 0,63
3,4’-diglucésido-3-metil éter 0,38 0,27 , )
Miricetina,
3-monoglucésio . . . . . . . 047 0,05 0,25 0,32

3-menoramnéside . . . . . . 0,60 0,15 0,44 0,39
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dadas por HARBORNE, valores esses particularmente importantes
para a identificago das substincias aqui consideradas.

f) fOs flavonois na uva e no vinho

" Examinemos agora os flavonois. O seu wvalor quantltauvo
devera influir nas propriedades organolépticas dum vinho. No
caso vertente, por-se tratar  dum vinho tinto, existem além
dos heterosidos as agluconas flavonois quercetina, miricetina
¢ campferol (RIBEREAU-GAYON, P. ?) cujas formas estruturais
sao as seguintes: - -

oH
HO OH
Quercetina
o OH
HO :
I OH
o -~ OH o
0

Miricetina

Campferol

| Contudo é sob a forms glucos1dlca que estes compostos
s¢ encontram na uva, tendo RIBEREAU-GAYON identificado
(RIBEREAU-GAYON, 1964¢) nas uvas tintas quatro pigmentos
glucosidicos e trés deles nas uvas brancas, por ser ausente
0 glucdsido da miricetina.
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Reproduzimos nos Quadros III e IV, de assinalavel inte-
resse, algumas caracteristicas e teores (RIBEREAU-GAYON, 1964aq,
1064b) destes glucdsidos, nas peliculas das uvas.

QUADRO III
Valor de Rf nos eluentes
- Fluorescéncia.ao U. V. Identificagdo
Butanol Ac. acético com NHj
acético a 15%
0,69 0,54 amarela-esverdeada | Campferol-3-monoglucosido
0,57 0,41 amarela Quercetina-3-monoglucosido
0,50 0,32 amarela-doirada Miricetina-3-monoglucosido
0,50 0,42 amarela Quercetina-3-monoglucurondsido
QUADRO IV
. Teores (%)
Pigmentos flavénices identificados na pelicula da uva
Uvas tintas Uvas brancas
Campferol-3-monoglucésido . . . . . . . 5 ¢ 10
Quercetina-3-monoglucésido . . . . . . . 50 55
Miricetina-3-monoglucésido . . . ... . . 15 0
Quercetina-3-monoglucuronésido . . . . . 30 35

A existénecia na uva Unicamente de pigmentos glucosidicos
flavonois e no vinho de glucésidos e agluconas simultdneamente,
deve-se ao facto, ja atras citado, de se dar a hidrélise acida,
originando-se as resgpectivas agluconas.

B esta presenca de agluconas flavonois no vinho e o res-
pectivo comportamento no decorrer do envelhecimento um dos
aspectos merecedor da maior atencdo no desenvolver deste
trabalho.
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4— COMPOSTOS ANTOCIANICOS

O termo antociana derivado das palavras gregas «anthoss
(flor) e «Kyanos» (azul), designa os pigmentos responsaveis
pelas coloragbes vermelha e azul mais difundidas no reino
vegetal, sem precisar se o pigmento tem ou nio caracter
heterosidico.

E todavia no estado heterosidico que as antocianas vulgar-
mente existem na natureza, ligando-se os radicais de aclicar
geralmente na posicéo 3 e, mais raramente na posicio 5, podendo
no entanto estarem ligados nas duas posicdes. Sob esta forma,
em que os aclicares mais correntes sdo a glucose, galactose,
ramnose, pentose e xilose, as antocianas sfo designadas, por
antocianinas ou ainda antocianinas aciladas, se estiverem liga-
das a acidos orginicos, normalmente ao 4cido p-cumarico. Mais
raramente estes pigmentos encontram-se na natureza no estado
livre (aglucona) e recebem a designacio de antocianidinas.

Quimicamente as antocianas sfo derivados hidroxilados e
metilados do 2-fenil-benzopirilio (ifo flavilio) que apresentam
uma estrutura ionica geralmente representivel em meio 4cido
sob a forma de cloreto,

Cl

o

¢\

em que a chaveta colocada sob o cloretifo, indica a natureza
iénica néo localizada desta ligacio. A sua aceitacdo justifica-se
Unicamente pela sua simplicidade, nio pelo seu rigor, pois
implicaria a localizacdo da carga positiva exclusivamente sobre
o atomo de oxigénio o que nfio & exacto. De facto a carga
positiva pode estar situada sobre o 4tomo de oxigénio, formando
um ido oxonio, ou sobre um Atomo de carbono dando um iao
carbénico ou ainda ficar localizada sobre qualquer substituinte.
A férmula seria melhor representada como estado de resso-
nincia em que todas estas estruturas interviriam, e talvez mais
algumas, sem que se saiba quais sio as formas privilegiadas.
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Todavia, como medida de simplificacdo, representa-se a sua
estrutura como a de um sal de ox6nio (RIBEREAU-GAYON, 1963).

a) — Propriedades das antocianas

Manifestam as antocianas propriedades anfotéricas (Cosrta,
1967), formando com og acidos sais de oxénio corados de ver-
melho e, com as bases, sais cor de violeta ou azuis, sendo
congiderados como indicadores orgénicos.

Esta coloragdo vermelha, em meio 4acido, vai perdendo a
intensidade com o aumento do valor de pH. Pode reaparecer
integralmente por acidificacdo, pelo menos no caso das anto-
cianinas, por existir em equilibrio com uma forma incolor
denominada pseudobase.

O OH
| NaOH @ij——\
_ tHO o
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No. meio neutro ou alcalino  a coloragdo como foi dito
passa a ‘azul que corresponde a uma forma de estrutura
quinoide (ALMEIDA, 1960; RIBEREAU-GAYON, 1963),

sendo verde em meio fortemente alcalino. A reversibilidade desta
tltima estrutura mantém-se, desde que nio se trate de anto-
cianidinas, muito instdveis, ou de pigmentos possuidores de
dois oxidrilos em posico orto, muito oxidaveis em meio alca-
lino (RIBEREAU-GAYON, 1963).

Outra propriedade importante é a de descorarem por accio
do anidrido sulfuroso, propriedade essa que sendo nitida perto
de pH 3 é fraca a pH 1 (HCIl a 1%) e deixa de se verificar
em meio muito mais acido (HCl a 14). Conclui-se ser a pseu-
dobase que reage com o anidrido sulfuroso,

NaOH
«—
HC1

o]

HO SOSH
o .
E:
CH;CHO
/ CO.R _502 Q\)COR :

admitindo tratar-se duma reacciio de adicdo.
A reversibilidade do fenémeno, em particular na recolo-
racdo pela adicdo dum excesso de etanal ou ainda na reapa-
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ricdo" progressiva da coloragio num vinho tinto que tenha sido
tratado por anidrido sulfuroso explica-se pelo equilibrio exis-
tente entre este e o anidrido sulfuroso combinado com as anto-
cianas, verificando-se a dissociacio da combinagio a medida
que o anidrido sulfuroso livre desaparece por oxidacdo. O fend-
meno verifica-se porém s6 com as antocianinas, ndo se obtendo
regeneracao da coloracdo com adicio de etanal no caso das
antocianidinas. RIBEREAU-GAYON (1963, 1964b) deu a devida
importancia ao facto e investigou qual o atomo de carbono
responsavel pela descoloracdo, admitindo que pertencesse ao
heterociclo central. Desprezou pois a  possibilidade de se
verificar tal efeito no atomo de carbono 4 incapaz de reagir,
bem como no atomo de carbono 3, pois muito embora possua
um oxidrilo endlico, tedricamente susceptivel de reagir sob
a forma de cetona e fixar o anidrido sulfuroso, tal nfo se
verifica, por se encontrar bloqueado por uma molécula de aciicar
no caso das antocianinas. Por exclusio, pelo menos no caso
destes heterosidos, fica Unicamente o 4tomo de carbono 2 com
possibilidade de fixar o anidrido sulfuroso (RIBEREAU GAYON,
1963).

As antocianas formam complexos com sais metalicos em
particular com os de ferro e aluminio. Possuindo dois 6xidrilos
em posicdo orto os complexos assumem uma nitida colora-
cdo azul.

A reducao das antocianinas, de mecanismo ainda desco-
nhecido, provoca o desaparecimento da cor, verificando-se a
supress@o da ligacdo conjugada existente entre os dois ciclos
benzénicos, o que leva a considerar o fenémeno como uma
reducdo da dupla ligacio do heterociclo central (RIBEREAU-
-GAYON,; 1968a). ‘

Por fus@o alcalina das antocianas origina-se 4cido acé-
tico, um 4cido aromatico e um fenol ou éter fendlico, devido
3 destruicdo da sua estrutura molécular (Costa, 1967), pro-
priedade esta, de grande interesse, pois pode servir de recurso
para a sua identificacdo. Com efeito a cianidina, por exemplo,
verificamos que por fusfo origina o 4cido protocatéquico.

‘A delfinidina e petunidina originam em idénticas condicdes

respectivamente os 4cidos gilhico e metil-gilhico (RIBEREAU-
-GAYON, 1968a).
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HO | €,

HO oH HOCOOH +

HO . COOH
, fusio - alcalina o '
Cianidina > fluroglu- acido acido
cinol proto- " -acético
‘ catéquico. b

Contudo, como assinalimos, estes compostos combinam-se
com os 4cidos originando cristais ‘de sais de oxénio, corados e
diversamente soliiveis na 4gua e no 4lcool, sendo sobre a forma
de cloreto que as suas propriedades se manifestam, convindo’
notar que os heterdsidos se dissolvem na 4gua, mas sfo menos
soliiveis no metanol, etanol e 4leool amilico, contrastando com.
os sais de oxoénio geralmente pouco soltiveis na Agua e melhor
soliiveis no metanol e etanol (Costa, 1967). Reagem ambos com
o ‘4cido sulffirico concentrado dando origem a uma coloracio
laranja-amarelada. Com o hidréxido de sédio em solucdo aquosa
déo uma coloragic variando do azul ao violeta e com o magnésio-
-acido cloridrico uma coloracio variando de vermelha ‘desmaiada
a cravo palido, coloracdes estas que nos permitem em certa
medida identificé-las dos outros compostos flavonoides (FERRAO
1963)

b) — Antocianidinas

As antocianidinas, ou agluconas das antocianinas, encon-
tram-se raramente no estado livre no reino vegetal, obtendo:se
porém facilmente por hidrélise dcida & temperatura de ebulicfo.
O seu ntmero é bastante limitado convindo assinalar as mais
correntes na natureza.

Apigenidina - ow. gesneriding, que sendo de todas a -mais
simples, n&o tem ox1dr110 na pos1gao 3.

5:7:4'-trihidroxiflavilio
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Pelargonidina

3:5:7:4"-tetrahidroxiflavilio

Cianidina
© 3:5:7:3":4"-pentahidroxiflavilio
Peonidina
‘ ot OCHs
HO ~ OH
L0
OH
3:5:7:4’-tetrahidroxi-3’-metoxiflavilic
Delfinidina
3:5:7:3":4’:5'-hexahidroxiflavilio
Malvidina

3:5:7:4’-tetrahidroxi-3’:5'-dimetoxiflavilio
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Petunidina

3:5:7:4’:5-pentahidroxi-3’-metoxiflavilio

Hirsutiding

S

3:5:4’-trihidroxi-7:3":5'-trimetoxiflavilio

Tendo sido detectadas muito embora em menores quanti-
dades a luteolinidina e a rosinidina de formas de estrutura
respectivamente: ‘ S

Luteolinidina L
0+ , : OH
HO
=
OH
5:7:3":4’-tetrahidroxiflavilio
Rosiniding

ot OCH;
H3CO ™~ OH
S 0H
OH :

3:5:4’-trihidroxi-T7: 3’-dimetoxiflavﬂio‘
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No vinho, nfo foram até hoje encontradas antocianidinas
no ‘estado  livre. Pela sua hidrélise  4cida tmicamente foram
detectadas a cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina das quais a cianidina, malvidina e delfinidina assu-
mem maijor relevo (RIBEREAU-GAYON, 1964b) e, provavelmente,
maior influéncia na pigmentacido dos vinhos tintos.

¢) — Antocianas na uva e no vinho e a sua evolucao

Mau grado a sua complexa reparticio, sdo as antocianas
os pigmentos responsaveis pela cor vermelha. P. RIBEREAU-
-GAYON (1968b) identificou dezassete dessas substincias que
sdo monoglucosidos, diglucésidos e heterdsidos acilados (nos
quais estd fixado um radical de 4cido cinAmico, mais geral-
mente o do p-cumirico), que como atris assinaldmos originam
por hidrélise 4cida cinco antocianidinas diferentes, assumindo
particular relevancia quantitativa na uva, a malvidina (1968b).

Vem a propodsito tratar da presenca de diglueédsidos cujo
interesse reside em poder eventualmente revelar se dado vinho
foi fabricado no todo ou em parte, partindo de uvas tintas de
produtores directos. Com efeito esta presenca de diglucésidos
é especifica de algumas espécies do género Vitis (V. riparia e
V. rupestris) e ausente na V. winifera (BIOL & FOﬁLONNEAU,
1961; BioL & MICHEL, 1961¢) o que originou estudos varios
de distincdo destas castas pela deteccdo de tais compostos
(DEIBNER, 1964 & al., 1964; DEIBNER & BOURZEIX, 1965; DORIER
& VERELLE, 1966; LEFEVRE, 1966), chegando mesmo a des-
crever-se um protocolo preciso (JAULMES & NEY, 1960) da
pesquisa de hibridos de castas americanas no vinho tinto,
assunto de elevado interesse dado a suposta toxicidade de
tais' pigmentos.

E de notar, porém, que o caricter «presenca de diglucs-
sidos» se transmite segundo as leis da genética como factor
dominante (BOUBALS et al., 1962; RIBEREAU-GAYON, 1968b),
o que significa que um cruzamento entre uma Vitis vinifera e
uma espécie americana (V. riparia, V. rupestris) conduz a
uma populacdo hibrida de primeira geracio possuindo todos os
individuos diglucésidos. Pode, porém, aparecer o caricter
«auséneia de diglucésidoss da V. vinifera, quando, por exemplo,
se faz novo cruzamento entre um hibrido da primeira geracfo
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e a V. vinifera, conclusio esta que nega a possibilidade de em
todos os casos serem diferenciados os vinhos, quanto 4 pureza

das. castas que lhes deram origem, através duma anilise da

sua ~matéria  corante = (BIioL &  FOULONNEAU, 1961; BioL &
MicHEL, 1961a, 1961c; RIBEREAU-GAYON, 1964b; DEIBNER &
BOURZEIX, 1965; DORIER & VERELLE, 1966; LEFEVRE, 1966).

O aparecimento das antocianas verifica-se quando da pig-
mentacdo do bago da uva e é funcio de varios factores fisio-
légicos e climaticos sofrendo o seu valor quantitativo, de ano
para ano, diferengas notaveis devidas nomeadamente & ilumi-
nacdo; insolacdo, chuva e rega. Com efeito no dizer de PASCAL
RIBEREAU-GAYON o seu valor diminui quando por exemplo falta
dgua ou haja deficiente iluminacio e insolacdo.

Com ' o amadurecimento do bago de uva verifica~-se um
aumento .da sua pigmentacdc que atinge o méaximo na altura
da maturacdo, traduzindo-se num aumento do valor quanti-

tativo do complexo antocidnico, tudo se passando como se fosse

um- fendémeno linear, fungfo do tempo, verificando-se com a

sobrematuracio uma diminuicdo do seu valor como o assinalou

P. RIBEREAU-GAYON: ‘ , N
Convém porém -referir a -existéncia duma relagio constante
entre os diferentes pigmentos na mesma cepa, relacio esta que

é independente -da ac¢do exercida sobre a planta pelos factores

climéticos. No vinho por sua vez a riqueza antocifnica vai
baixando- com o tempo notando-se um decréscimo acentuado
nos- primeiros anos, devido talvez a uma condensacio das
moléculas que, - passando ‘progressivamente ao estado -coloidal,
se tornam insollveis.

As antoeianas; uma vez insoltiveis, precipitam, - passando
os taninos a-desempenhar um papel preferencial na coloracio
dos vinhos velhos no dizer deste autor.

a) -"—Extracgib e plii‘ificagﬁo das antocianas

A extraccio das antocianas a partir dum tecido vegetal
e sua consequente purificacio, tendo em vista obter bons resul-
tados -analiticos, é ainda hoje  um trabalho delicado e fasti-

dioso em que t&m de ser respeitados certos preceitos, antes:

mesmo - de- ser dado 1n101o a extraccio.
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Os diversos enzimas podem ser causa de fendmenos per-
turbadores conduzindo - a alteragdes. Para as evitar; recorre-se
4 congelacdo rapida do material vegetal apds colheita, o que
permite conserva-lo durante um tempo  consideravel a tem-

peraturas entre —20° e —30°C, temperaturas estas, em que

a actividade enzimética € praticamente nula. Tal preceito porém,
tem o inconveniente de fazer reaparecer tal actividade apos 0
degelo, quando se tem em vista a extracgdo.

PUISSANT & L&EON (1965) e RIBEREAU- GAYON (1968a) ex-
trairam as antocianinas com uma solugio aquosa de 4&cido
cloridrico a 1% mediante sucessivas extracgdes, tendo 0 se-
gundo (RIBEREAU-GAYON, 1968a) demonstrado ao mesmo tempo
a constincia da proporcionalidade das respectivas proporcdes
mﬁtuas, independentemente da ordem pela qual sfo executadas
as operagdes.

HARBORNE (1958) utilizou o metanol e o etanol, por vezes
com vantagem, pois sao facilmente eliminados por evaporacio,
tornando facil a concentraciio. Tal processo, principalmente
utilizado quando os extractos das plantas contém pequenas
quantidades de antocianinas, ndo deve ser levado até & secura,
por poder tornar dificil a sua redissolucfo.

Todo. o -processo de extraccdo devera ser feito em meio
acido, pois, como ja foi assinalado, as antocianinas sdo ins-
téveis em meio neutro e alcalino (RIBEREAU-GAYON, 1968a).

E recomendével o emprego da agua quando haja em vista
o fraccionamento da solucdo. Para tal procede-se a uma nova
extraccio, -mas -agora liquido/liquido usando, por exemplo,
acetato de etilo ou éter, processo conveniente para as anto-
cianas; hidrolizadas ou nio (RIBEREAU-GAYON,; 1968a).

Contudo, nem todos os autores dio a preferéncia aos sol-
ventes de extraccio atras citados. Com efeito BAYER (1959)
utilizou -0 acido cloridrico BN a frio, -durante oito- horas, com
agitacdo ocasional e MATHERS (1951); o fenol, piridina, isopropil,
ou alcodis superiores, que podem ser evaporados para -con-
centracdo da cor, ou absorvida numa coluna de silica gel apos

~ adicdo de benzeno, para- o mesmo efeito.

A extraccdo é delicada, e assim a considerou SESHADRI
(1962), que utilizou procedimento diferente, consoante o mate-
rial utilizado, folhas, flores e outros o6rgios vegetals para
obter as "antocianas no. estado cristalino.
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Obtido o extfacto, procede-se a sua purificacdo. Trata-se
este com éter de petréleo (HARBORNE, 1958) que, formando
fase com o solvente das antocianas, remove a clorofila e mais
impurezas sempre prejudiciais & finalidade da operacdo, e
ainda, como SWAIN- e NORSDROM, citados por RIBEREAU-GAYON
(1968a), o carvao animal a fim de eliminar os acglicares que
correntemente existem- nos vegetais. ~

E a altura de referir a técnica de Koz0 HAYASHI (1962)
citada num trabalho de FERRAO (1963). Aquele autor faz a
extraccdo ‘com uma solucdo aquosa de 4cido cloridrico a 1%
diferindo o procedimento conforme se trata de digluedsidos,
monoglucosidos  ou- antocianidinas:

Apébs extraccdo dos diglucosidos, sofre o liquido obtido
lavagens “sucessivas ‘com. alcool. amilico. As antocianinas sdo
transferidas do extracto bruto para uma mistura constituida
por duas partes de alcool amilico e uma de’ acetofenona com
acido picrico. Os pigmentos sdo entdo passados para uma
solucdo de acido cloridrico a 1% pela adicdo de éter. O Acido
picrico é removido por extraccGes sucessivas com éter.

Os monogluctsidos sdo purificados pela extraccio com
cicloexanona ou acetato de etilo, contendo ambos acidos picrico.
A camada orghnica é tratada com éter de petréleo, extraem-se
os monoglucdsidos com acido cloridrico a 19% e lava-se final-
mente o:extracto com cicloexanona e benzeno.

As antocianidinas sfo extraidas pelo 4lcool amilico, se-
guindo-se  lavagem com 4acido cloridrico a 1% e adicdo dum
excesso ‘de- benzeno 3 solucdo alcodlica e recolha das antocia-
nidinas numa pequena porcio de 4cido cloridrico a 1%. Extrair
novamente com 4alcool amilico, repetindo o processo se necessario.

A solucdo final é libertada do 4lcool amilico por lavagem

com benzeno.

DE’IBNER (1963), por sua vez, tendo em vista o isolamento
destes compostos, precipita as antocianinas do vinho com
acetato - de. chumbo. Assim, precipita os monoglucosidos na
auséncia de amoniaco e os diglucdsidos recorrendo ao acetato
de chumbo amoniacal (pH 10-11), sofrendo a este pH os mono-
glucosidos e agluconas modificacles sensiveis e, por vezes até,
destruiciio. Apés este tratamento recorre i cromatografia de
particdo em papel para subsequente isolamento das antocianas.
Essta técnica de cromatografia foi igualmente utilizada por
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ASEN (1965) com vista & purificacio das antocianinas e por
BATE-SMTITH (1963), tratando a solugdo aquosa com volume
igual de n-propanol, que sendo inteiramente miscivel na agua
saturou com cloreto de sddio formando-se entdo duas fases em
que a fase superior constituida por n-propanol contém a tota-
lidade ou pelo menos uma fracgdo representativa dos hete-
rosidos polifendlicos que interessa estudar.

Contudo, convém salientar que nesta purificagdo é possivel
recorrer a resinas permutadoras de ides, tal como SEIKEL (1962),

que utilizou a Amberlite IRC-50 na forma &cida, assinalando

igualmente a utilizagdo da Duolite Cation Selector, CS-100,
Dowex I-XI, Amberlite 45 ¢ Amberlite IR-4B. Todavia, achamos
conveniente referir também os eluentes e suportes mais comuns
utilizados nesta técnica conducentes a ser satisfeita a fina-
lidade do nosso trabalho.

e) — Eluentes

As antocianas possuem caricter iénico, garantia de grande
estabilidade a baixos valores de pH. Necessitam pois de eluentes
4cidos, sobretudo as agluconas (RIBEREAU-GAYON, 1968a).

Apresentamos no Quadro V os sistemas de eluentes pro-
postos por HARBORNE (1959) e discutimos seguidamente a sua
possivel aplicagdo.

Com efeito HARBORNE (1959) considera, para os eluentes
que nfio contenham &cido mineral, o «<BAW» por exemplo, ser
importante que o extracto original contenha a quantidade de
4cido cloridrico suficiente, com vista a conserva-lo sob a forma
de composto deste 4cido, quando no seu desenvolvimento se
desloca ao longo do suporte. Aconselha também cuidados espe-
ciais para o eluente «<BAW» quanto ao tempo de repouso. Se
for exagerado afecta os valores do Rf, nfo devendo todavia
tal eluente ser utilizado antes de trés dias ap6s a sua preparacio.

Para o eluente «BuHCl» diz ser necessario saturar o suporte,
antes do desenvolvimento da fase aquosa. Para a técnica da
cromatografia bidimensional, usa os pares de eluentes («BAW>;
«HAcs» a 15% e «BuHCl», HCl a 1%) e menos satisfatoria-
‘mente (HARBORNE, 1958) os eluentes «BuHCl» e m-cresol - acido
acético - acido cloridrico (1 + 1 + 1 em volume).
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Por sua vez P. RIBEREAU-GAYON nos seus estudos sobre as
antocianinas (RIBEREAU-GAYON, 1959 e 1968a) operando com
o papel. Arches 302, obteve bons resultades com a utilizacfo
para primeiro eluente a fase inferior da mistura n-butanol,
dcido acético, agua (4 + 1+ 5 em volume) e para segundo
eluente a fase superior da mesma mistura, aconselhando todavia

QUADRO V
Abreviatura Composigac Proporgao V/V Fase utilizada
BAW | n-butanol-acido acético-adgua 4+145% | superiort*
BuHCl n-butanol-dcido cloridrico 2N : 141 | ‘Superior*#, #¥#
—_— m-cresol-acido acético-agua 50 - 2 -- 48 | superior
IsoPr isopropanocl-acido cloridrico 2N 1+1 miscivel
PhOH fenocl-dgua saturado inferior
— acetona-acido cloridrico 0,1N 1+3 miscivel
—_— acetato de etilo-acido férmico-agua 8§+2+3 superior
1% HCl | 4gua-acido cloridrico 12N 97 - 8 miscivel
HAc-HCl | Agua-icido acético-ac. cloridrico 12N 821154-3% | miscivel
30 9% HAc | agua-dcido acético 70 + 30* miscivel

*# Qutras proporgdes sio usadas. ‘
*%* O tempo de uso apés a mistura é importante e afecta o valor
do Rf. ‘ :
*#% O BuHCI deve deixar-se ficar em repouso durante 24 horas,
assim como o papel deve ficar a gaturar com a camada
inferior da mistura durante 24 horas. '

cautela na respectiva conservacéo, pois passados alguns dias,
surgem ésteres cuja presenca é susceptivel de alterar os valores
de Rf. : : :
FuLek: & FrANCIS (1967) deram preferéncia ao eluente
obtido a partir da mistura ‘de butanol, benzeno, acido férmico
e agua (100419 + 10 + 25 em volume) ; CONRADIE & NEETHLING
(1968) usaram a mistura n-butanol, acetato de etilo, benzeno,
acido férmico (1 +1-+1+4 1 em volume) saturada com para-
formaldeideo sélido. E possivel recorrer, igualmente, & fase
inferior da mistura butanol, HCl 2N (1 + 1 em volume) como
o fizeram BIoL & MICHEL (1961b) ou como MORTON (1967)
ao eluente formado pelo acetato de etilo, etilmetilcetona, acido
férmico, 4gua (6 -3+ 1+ 1 em volume), ou ainda como
GupTA (1968) ao «Forestal» e ao «<BAWSs.

— 29 —

DEIBNER (1968) para o estudo destes compostos preferiu o
4lcool amilico terciirio saturado de 4cido acético a 2 %, como
primeiro eluente, e este saturado de 4cido cloridrico 2N como
segundo, obtendo uma boa separagdo entre os glucosidos da
peonidina e malvidina que é, em geral, dificil de obter.

Tudo que temos exposto refere-se &s antocianinas. Tra-
tando-se das antocianidinas a escolha dos eluentes é ainda mais
limitada (HARBORNE, 1958) por serem menos estiveis que as
ahtocianinas quer ao pH, quer 3 luz. Como exemplo deste efeito
vemos que tendem a perder a cor com o eluente «BAW»,
conseguindo-se no entanto bons resultados se tivermos tra-
tado préviamente o suporte com &cido cloridrico diluido. Por
este motivo recorre-se a eluentes como o «Forestaly, mistura
de 4cido acético, Agua, cido cloridrico (30 + 10 + 3 em volume)
que, sendo acido,. permitam uma conservagio capaz destes
pigmentos. Com efeito, foi conjugando o «Forestal» com a fase
superior da mistura n-butanol - acido cloridrico (1+1 em volume)
que RIBEREAU-GAYON (1968a) fez o estudo destes compostos..
Qutro eluente a que recorreu, HARBORNE (1958), foi obtido a
partir da mistura 4cido férmico, acido cloridrico, dgua (6+2+3
em volume), sendo todavia criticado por MULLICK & BRINK
(1967) que lhe apontaram o defeito de mé separacdo das anto-
cianidinas, indicando todavia o acido férmico, 4cido cloridrico
4N (2 +1 em volume) como eluente de substituicdo. Estes
autores fizeram igualmente o estudo do eluente &cido acético-
-4cido cloridrico que originalmente HARBORNE (1958) utilizou
para as antocianinas, o que lhes permitiu utilizé-lo no estudo
das antocianidinas, propondo também o eluente isopropanol,
4cido cloridrico a5 % (55 + 45 em volume) para o estudo dos
compostos considerados.

fj — Suportes

O suporte mais vulgarmente utilizado é o papel para cro-
matografia, ficando a sua utilizagdo sujeita & preferéncia do
manipulador e & finalidade da anélise cromatografica.

Os ingleses dfio a preferéncia ao papel Whatman n. 1
(HARBORNE, 1959), os alemfes ao Schleicher e Schiill 2043bMGL,
os japoneses ao Toyo n.° 50 e os franceses ao Arches 302
(JAULMES & NEY, 1960; DEIBNER & BOURZEIX, 1964). Todavia,



quando para além duma identificagdo se pretende a purifica-
cdo e isolamento das substincias recorre-se a papéis como o
Whatman n.° 4 (BOURZEIX & BANIOL, 1966), que permite um
desenvolvimento mais rdpido, ou a papéis mais espessos, como
o Whatman n.° 3 ou 3MM (RIBEREAU-GAYON, 1959), & custa
dos quais se consegue uma maior concentracio das substincias
a estudar. :

A cromatografia em camada fina, mais recente, é usada
igualmente no estudo dos compostos polifenélicos considerados.
Com efeito, apresenta a vantagem dum tempo de desenvolvi-
mento mais curto e de permitir o emprego de grande ntmero
de suportes dos quais a silica G (Merck Germany) (MORITA
& HARUTA, 1963), Kiesselgel G (MoORTON, 1967) a silica gel
Eastman Chromagram sheet type 6061, 6065, celulose Eastman
Chromagram sheet type 6064 (GUPTA, 1968), silica gel Camag
D-5 (CoNrADIE & NEETHLING, 1968), cellulose Macherey e
Naegel (MN 300) (DEIBNER, 1968) e a Whatman CC41 (ESTEVES-
-P1NTO, 1969) sdo exemplos.

A cromatografia em coluna é também utilizavel, tendo sido
usada por KARRER & STRONG e KARRER & WEBER, citados por
RIBEREAU-GAYON (1968a), para a separacao de duas antocia-
ninas usando como suporte a alumina e o sulfato de célcio,
sendo todavia hoje os resultados assim obtidos superados quer
pela cromatografia em papel, quer pela camada fina, e por
isso da preferéncia dos investigadores nesta especialidade.

g) — Identificacao

As antocianinas aparecem no cromatograma sob a forma
de manchas de cores diferentes (HARBORNE, 1958) quando vistas
a luz do dia e tomam cores caracteristicas quando sujeitas a
vapores de amoénia, podendo ser observadas com vantagem
as radiagbes ultravioletas. Algumas antocianinas manifestam
nestas condicbes uma viva fluorescéncia vermelha, propriedade
esta caracteristica das antocianinas que possuem um radical
aclicar na posigdo 5 (RIBEREAU-GAYON, 1959).

Todavia, como os 5-monoglucdsidos nfo existem na natu-
reza, as Unicas antocianinas que podem ser fluorescentes serio
os 3,5 diglucésidos. RIBEREAU-GAYON (1959) ao estudar este
assunto verificou que em meio fracamente 4cido s6 sio fluo-

rescentes os 3,5 diglucésidos que ndo tém os dois oxidrilos na
posicdo orto sobre o nuacleo lateral, concluindo igualﬂmente que
em meio fortemente Acido outras antocianinas serfo fluores-
centes as radiacGes ultravioletas. ) .

T porém do méaximo interesse verificar as relagdes exls-
tentes entre o valor do Rf das antocianinas e as respectivas
estruturas quimicas.

RIBEREAU-GAYON (1959; 1963) citando os trabalhos de
BaTe-SMITH & WESTALL mostra a variagdo do Rf em funcéo
do aumento do niimero de substituintes. Assim, recorrendo
ac butanol como eluente conclui:

~ O Rf diminui quando o numero de oxidrilos aumenta;

— O Rf aumenta quando o nimero de radicais metoxilos
aumenta; ]

- O Rf diminui quando o nimero de moléculas de aclicar

aumenta.

Pela utilizacdo do eluente formado pela fase inferior da
mistura n-butanol, acido acético, agua (4 + 1+ 5 em volume)
obteve este autor as seguintes relagbes:

- O Rf diminui guando o nimero de oxidrilos aumenta;

— O Rf aumenta quando o ntmero de radicais metoxilos

aumenta;

- O Rf aumenta quando o nfimero de moléculas de aclicar

aumenta.

Por sua vez HARBORNE (1959) ao estudar o mesmo assunto
notou a existéncia de determinadas relacdes entre o Rf e a
estrutura do composto. Com efeito segundo este autor quanto
maior for o namero de oxidrilos na molécula da antocianidina,
tanto menor serd o valor do Rf nos eluentes alcodlicos («BuHCl»
e «<BAW>») e aquosos (acido cloridrico a 1% e <«HAcHCI»).
Desta forma os glucosidos correspondentes da pelargonidina,
cianidina e delfinidina podem sempre ser colocados por ordem
decrescente do valor do Rf.

A metoxilagdo por sua vez tem efeito contririo ao da
hidroxilagio. Efectivamente quanto maior for o niimero de
grupos metoxilos, maior serd o valor do Rf, sendo todavia



—30 -

o decréscimo provocado pela metoxilagdo um pouco menor do
que. o causado’ por hidroxilacio.

‘No que diz respeito & glucosidacio HARBORNE (1959) notou
igualmente uma relacdo directa entre o valor do Rf e o nfimero
de radicais de acficar, que sendo totalmente independente da
natureza da antocianidina, provoca um aumento do valor do
Rf nos eluentes aquosos e o contrario nos alcodlicos («<BAWS>
ou «BuFICl»). Todav1a, esta simples relacfio para além de depen-
der da natureza do agucar complica-se ‘se os radicais deste
estdo ligados em mais de uma posicdo na molécula.

Pela acilacio no dizer do autor os efeitos produzidos no
valor do Rf sfo contrarios aos da glucosidacio, provocando
assim aumentos no valor do Rf com eluentes baseados no
n-butanol e inversamente, isto &, mais baixos valores do Rf
com eluentes aquosos

Importante é também referir o Quadro VI apresentado por
HARBORNE (1959) que permite, partindo dos valores do Rf,
obtidos com diversos eluentes, das cores e das fluorescéncias
respectivas as radiacdes ultravioletas, identificar algumas anto-
cianinas por ele assmaladas.

Todavia, convém salientar, quando haja em vista a iden-
tificacdo rigorosa de uma antocianina deveri conhecer -se- com
precisdo (RIBEREAU-GAYON, 1963):

‘= a natureza da agluconza;

—-a natureza do radical ou radiecais de acticar;

— a natureza das ligacSes dos aglicares na aglucona;

- eventualmente a natureza do radical Acido hgado a0
heterosulo no caso da antoc1an1na acilada.

Para obter este efeito hidrolisa-se em meio cloridrico 2N .

a antocianina, identificando-se a aglucona por cromatografia
assim como a fracco glucosidica, esta Gltima também por
sacarimetria, por exemplo. No caso das antocianinas aciladas,
os residuos sdo ficilmente eliminados durante o tratamento
por serem labeis as ligacdes existentes entre as agluconas . e
os 4cidos, permitindo assim um facil estudo de tais fracgles.

QUADRO VI

Valores de Rf
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h) — Isolamento, purificacao e identificacio das antocianidinas
obtidas por hidrélise acida do vinho

Dissemos ji que as antocianas nfio se encontram nas uvas
e no vinho sob a forma de agluconas, sendo igualmente raro
a sua existéncia na natureza neste estado. Ao ser pretendido
efectuar o seu isolamento e estudo, temos que provocar a
hidroélise acida, em meio cloridrico 2N, levando & ebulicio sob
tubo de refluxo durante meia hora (RIBEREAU-GAYON, 1959).
Arrefece-se em seguida e faz-se a extraccio das antocianidinas
com a quantidade minima de &lcool amilico, procedendo-se entdo
ao seu isolamento por cromatografia utilizando os eluentes
«Forestal> e a fase superior do eluente butanol - 4cido clo-
ridrico 2N (1 + 1 em volume).

Obtido assim o isolamento destas substidncias & possivel,
pois, proceder-se facilmente & sua identificacdo a partir do Rf,
da cor ou das respectivas fluorescéncias ao ultravioleta.

5— TANINOS

Formam os taninos um grupo de compostos bastante com-
plexo e de dificil definicfio, podendo dizer-se no entanto que
as suas principais propriedades estfo ligadas & aptidio de se
combinarem com as proteinas e compostos polimerizados tais
como a celulose e a pectina (RIBEREAU-GAYON, 1968¢). Tais
propriedades justificam a sua importincia na curtimenta das
peles ,a qual consiste na formacfo duma combinacio de ta-
ninos com o colagénio, assim como a destruicio dos enzimasg
pelos taninos devido & combinaciio com a sua fraccfio proteica
e ainda da adstringéncia dos produtos vegetais, que, segundo
BATE-SMITH, citado por RIBEREAU-GAYON (1968a), é provocada
pela precipitacio das proteinas e das glicoproteinas da saliva,
que perde assim, as suas propriedades lubrificantes na pre-
sehga dos taninos.

SWAIN e BATE-SMITH igualmente citados por RIBEREAU-
-GAYON (1968a) consideram os taninos como sendo todas as
substincias naturais que possuem propriedades fisicas e qui-
micas proximas que manifestam as substincias usadas na
preparagdo do couro, o que significa que devem ser compostos
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fenolicos solveis na 4gua, terem pesos moleculares entre 500
e 3000, darem as reacgles classicas dos fenois e serem dotadas
de propriedades especiais tais como a capacidade de precipi-
tarem os alcaldides, a gelatina e ocutras proteinas. Esta defi-
nigiio compreende os compostos que nfo sdo taninos no sentido
comercial, quer dizer, que nfio tém importancia econdémica na
curtimenta das peles, mas exclui um grande ntmero de
substincias, que apenas tém de comum com os taninos a capa-
cidade de reduzirem o permanganato e darem reacclo corada
com os sais de ferro.

Partindo destes conceitos adoptaremos neste trabalho,
entre as muitas classificacfes existentes (LENCASTRE, 1940;
FERRAO, 1963), aquela que divide os taninos em hidroliséveis
e ~condensados por corresponder a tipos estruturais bem
diferenciados.

Sio os taninos hidrolisaveis (RIBEREAU-GAYON, 19684a)
resultantes da esterificaciio duma molécula glucidica com o
acido galhico ou um dos seus derivados, dando-se-lhes por
esse motivo a designagio de taninos gélhicos e pirogalhicos.

Facilmente hidrolisdveis por via enzimatica dividem-se
por sua vez em taninos galhicos ou galhotaninos e taninos
elagicos ou elagi-taninos, em que os galhotaninos sio consti-
tuidos por ésteres de glucose ou de um polissacarido e por
4cido galhico ou acido m-digalhico, que por sua vez da acido
galhico por hidrélise.

COCH
HO HO
= /;
HOQCOGH HO \ / -CO-0- OH
OH
HO HO

Acido galhico Acido m-digélhico

Por sua vez os elagitaninos caracterizam-se por darem,
pela- hidrdlise acida, além do &cido géalhico, derivados deste
dcido, nomeadamente o &cido elagico.
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OH
HO )
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Acido elagico

Os taninos condensados, também designados por catéquicos,
resistem & hidrélise (RIBEREAU-GAYON, 1968¢); e sdo aqueles
gue resultam da polimerizagdo de moléculas elementares das
flavanas (catequinas e leuco-antocianidinas), cabendo descrever
aqui as flavana-3-0l e flavana 3,4-diol por serem considerados
0s seus percursores (RIBEREAU-GAYON, 1964b, 1965).

A flavana-3-ol de forma de estrutura:

0
HO

OH
OH

Flavana-3-ol (catequina).

nio se encontra na natureza sob a forma heterosidica e dis-
tingue-se da flavana-3,4-diol pelo seu diferente comportamento
por aquecimento em meio #cido.

o

OH
OH OH

Fla‘vana-g,éi-diol (leucoantocianiding).

Com efeito, as flavanas-3,4-diol nestas condicdes s@o par-
cialmente transformadas em antocianidinas, enquanto que a
flavana-3-ol, qualquer que seja a sua forma, monémera ou
condensada, sofre uma polimerizacio que a transforma em
produtos amarelo-acastanhados insoliveis e de pesos molécula-
res elevados: as flobafénas.
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Todavia, as flavanas-3,4-diol, que, como foi dito, se trans-
formam em antocianidinas por aquecimento em meio 4acido sdo
formas incolores que sofrem designacbes desde leucoantocianas
ou leucoantocianinas por se supor a existéncia de formas hete-
rosidicas, o que nfo estd provado, a protoantocianidinas por
FREUDENBERG & WEINGES (1962) e preferentemente por leucoan-
tocianidinas’ por RIBEREAU-GAYON (1968a).

Porém, qualquer que seja a designacdo, o termo «leuco»
pode conduzir a confusbes, pois designa igualmente as formas
monoémeras. e polimeras, das quais s6 estas Gltimas sfo verda-
deiramente taninos (RIBEREAU-GAYON & STONESTREET, 1964),
visto as formas mondémeras das flavanas-3-ol e flavana-3,4-diol
nio possuirem propriedades tinicas, nomeadamente a de for-
marem combinacdes com as proteinas.

‘Com efeito este processo complicado de polimerizacio con-
duz & formacdo de formas oligémeras (de 2 a 10 moléculas
elementares), com francas propriedades ténicas, que por sua
vez originam formas muito polimerizadas (mais de 10 molé-
culas), cujas propriedades tdnicas sfo cada vez menos notdrias,
com o aumento do peso molécular, podendo chegar até a
desaparecer' completamente. :

Tudo. isto evidencia a dificuldade que ha em definir taninos,
considerando-os porém constituidos' por uma mistura de varios
polimeros designados por flavolanas (RIBEREAU-GAYON, 1968a)
que resultaram da condensacdo das moléculas das flavanas.

a) — QOs taninocs da uva e do vinho

Os taninos, constituintes das peliculas, grainhas e engago
das uvas, sfo igualmente constituintes importantes dos vinhos
tintos, neles' variando de 1,5 a 4,5g/l. Factores importantes
das propriedades organolépticas, interessari pois, dizer algo,
embora breve, sobre tais compostos do vinho. Considerando a
classificacdo atras citada que permite dividir os taninos em
hidrolisiveis e condensados, verifica-se que nfo existem os
primeiros no vinho. Com efeito, raciocinando em termos do ja
exposto, verifica-se que para além da existéncia de acido
galhico ndo ser garantia absoluta da presenca de taninos hidro-
lisiveis, visto no vinho por vezes existirem galatos de cate-
quina, as quantidades doseadas de A4cido gélhico num vinho
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sfo pequenas ou mesmo nulas (RIBEREAU-GAYON & STONESTREET,
1864). Obviamente assumem no caso do vinho aspecto relevante
os taninos condensados que t€m como percursores as flavanas-
-3-0l e as flavanas-3,4-diol (RIBEREAU-GAYON & STONESTREET,
19864).

Das flavanas-3-0l a mais corrente sob a forma mondmera
é a (+4) catequina (RIBEREAU-GAYON & STONESTREET, 1966) e
das flavanas-3,4-diol, a leucocianidina (5:7:3":4’tetrahidroxifla-
vana-3,4-diol) que muito embora seja duvidosa a sua presenca
no vinho sob a forma monémera (RIBEREAU-GAYON, 1957¢ e
1957b) origina por aquecimento em meio 4cido a cianidina.
Assim:-

a
N on
OH HO N / \ OH
2 0H
OH
4 HCl+ 1 0, ‘ 4 9,0

5:7:3:4’-tetrahidroxiflavana-3,4-diol

3:5:7:3":4’-pentahidroxiflavilio
(leucocianidina) ‘

(cianidina)

Admite-se todavia que é através dum complicado processo
de polimerizagfo que tais precursores originam os oligémeros,
com propriedades acentuadamente ténicas, e que pelo aumento
do peso molecular acabem por se insolubilizar originando poli-
meros que correspondem ac nome atrads citado de flobafénas
(RIBEREAU-GAYON & STONESTREET, 1966). Este estado de con-
densacfio é da maior importancia, pois aumenta ao longo do
envelhecimento e intervém de forma preponderante na coloracio
dos vinhos tintos, mais particularmente no caso dos vinhos
velhos (RIBEREAU-GAYON & NEDELTCHEV, 1965; RIBEREAU-GAYON
& STONESTREET, 1966), visto as antocianas responsiveis pela
coloragdo dos vinhos novos desaparecerem por precipitacio

e formarem o constituinte mais importante do seu depésito

(ALMEIDA, 1960).
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6 — MATERIAL

Ao dar inicio a este trabalho, admitimos ser a prética
mais correcta para o estudo do envelhecimento, proceder a
analise anual de exemplares duma mesma amostra de vinho
devidamente conservada. Todavia, por nfo ser exequivel, optou-
-se por outra, menos satisfatéria, que consiste na anilise de
amostras de sucessivos anos de uvas, provenientes dos mesmos
locais, castas e vinhedos, e para as quais se usou, sempre, a
mesma técnica de vinificaclio. As amostras provém da Adega
Cooperativa do Funddo que vinifica uvas desse Concelho, bem
como das de Penamacor e Idanha, isto é, duma regiio com
condigbes  ecolégicas bem definidas, clima pouco varidvel de
ano para ano, e com vinhedos constituidos por um surtido
de castas que tém variado pouco.

Comecemos por classificar ecologicamente tal regifo. Para
BArRrOs GOMES (1878) pertence & Beira Meridional, caracte-
rizada duma maneira geral por estar exposta aos subes alen-
tejanos tendo s6 pelo norte o abrigo das grandes serras e loca-
lizando-a na sua carta xilografica (Gomes, 1878) come situada
ligeiramente' abaizo do limite sul da Betule alba L. apresen-
tando. como espécies florestais mais correntes o Quercus
Toza Bosc (*) e Castanca vulgaris Lam.

Por sua vez AmMORmM GiRA0 (1941) considera-a no seu
esbogo fitoclimatico como pertencente 3 zona sub-atlantica
possuindo o Quercus Toza (*) (carvalho negral), o Pinus pinas-
ter (pinheiro brave) e o Castanes sofiva (castanheiro) como
esséneias florestais dominantes fazendo no entanto uma refe-
réncia especial & Cova da Beira (regifio onde fica localizado
o Fundéo), como sendo abrigada dos sules pela Serra da
Gardunha encravada entre esta e a Estrela e banhada pelo
Z&zere o que lhe confere um aspecto assinalivel — oAsis —
na sua expressio. L

Mais recentemente PINA MANIQUE E ALBUQUERQUE (1954)
na sua carta ecoldgica de Portugal sub-divide esta regido em
duas zonas Cova da Beira e Campo Albicastrense, caracte-

() Actualmente designado Quercus pyrenaica Willd.
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rizando a primeira por possuir dois niveis a saber: o basal
com menos de 400 metros e o sub-montano entre 400 e 700
metros. O nivel basal pertence segundo o autor (ALBUQUERQUE,
1954) & zona fitoclimatica atlante mediterrinea (AM) com o
carvalho. portugués, zambujeiro, castanheiro, pinheiros manso
e bravo como elementos autofiticos caracteristicos e o nivel
sub-montano entre 400 e 700 metros como pertencente & zona
sub-atlantica, atldnte-mediterrdnea (SA X AM) com os elemen-
tos caracteristicos carvalho negral, carvalho portugués, sobreiro,
zambujeiro, castanheirc bem como os pinheiros manso e bravo.

Por sua vez o Campo Albicastrense que inclui Penamacor
¢ Idanha apresenta segundo este autor (ALBUQUERQUE, 1954)
nivel basal pertencente a zona fitoclimatica sub-mediterrinea
(SM) e autofiticamente caracterizada pela presenca do car-
valho - portugués, sobreiro, azinheira, zambujeiro e pinheiro
mansc e bravo.

Descrita a regifdo de recolha das massas vinarias interessa
sublinhar que a tecnologia de vinificagdo é a comumente usada
nas - Adegas Cooperativas, utilizando-se porém a uva desen-
gacada antes da curtimenta. Ao fim dum ano os vinhos foram
engarrafados em garrafas de vidro escuro de 7,5 decilitros.

E pois sobre este material proveniente de castas, dentre
as quais predominam o Bastardo e Bastardinho que incidira
o estudo a gue nos propuzemos empreender.

7 —METODOS

A prova foi executada segundo as bases e a nomenclatura
utilizada pela Junta Nacional do Vinho. A intensidade e tona-
lidade da cor foi obtida pelas relagbes SUDRAUD (1962) e pelo
método rapido do O. I. V. (1962-1970), tendo sido determinada
a cor propriamente dita pelo método de referéncia do O. I. V.
(1962-1970). ‘

Paralelamente, determindmos quantitativamente os com-
postos fendlicos pelo indice de permanganato (RIBEREAU-
-GAYON, 1968a) e as antocianinas pelos métodos de pH e do
bissulfito de sédio descritos por RIBEREAU-GAYON & STONESTREET
(1965). Para esta tltima determinacio foi necessirio extrair
e isolar as antocianinas das peliculas das uvas a fim de elaborar
uma curva padrdo.
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Realizdmos assim separadamente a extraccdo e purifica-
¢io das antocianinas das seguintes castas:

Bastardinho proveniente da Cova da Beira
Bastardo proveniente da Cova da Beira

Bastardo proveniente da Regido do Douro

Aramon proveniente da Tapada da Ajuda

Uva de mesa (ndo identificada) adquirida no comércio

No entanto como esta extraccfio e purificagao ndo é sus-
cintamente descrita por RIBEREAU-GAYON & STONESTREET fize-
mos uma compilagio das técnicas de Kozb HAavasHi (1962)
que resolvemos descrever por serem tais técnicas pouco comuns
entre nds. Retiram-se a mao as peliculas dos bagos de uva e
lavam-se com Agua destilada para retirar o aglicar que por-
ventura lhes fique aderente. Comprimimos bem as peliculas na
mao, para retirar a maior quantidade possivel de 4gua e enxu-
gamo-las com papel de filtrar. Pesamo-las, colocdmo-las num
baldo- e adicionimos uma massa de solucdo de metanol-acido
cloridrico. (99 + 1 em volume) igual a quatro vezes a massa
das peliculas. Agitamos ocasionalmente e deixamos em repouso
até ao dia seguinte. Decantimos e lavamos seguidamente as
peliculas com metanol-dcido cloridrico (99 +1 em volume)
utilizando um volume igual a metade do anteriorménte usado.
Juntamos as duas extracedes e filtramos. Lavamos o filtro
com a ja referida solugcdo de metanol e 4cido cloridrico e me-
dimos -0 volume do filtrado. Em seguida, evaporimos este
no vacuo a uma temperatura ndo superior a 40°C, até um
quinto- desse volume, num evaporador rotativo. Filtrdmos no-
vamente, adiciondmos um volume trés vezes superior de éter
etilico e agitamos bem. Colocadmos o baldc num frigorifico
durante dez dias e passado esse tempo separdmos por decan-
tacdo o liquido xaroposo escuro. Dissolvemos este liquido num
volume V;, da solucfo de acido cloridrico a 0,5 %, que corres-
ponde  a metade da massa das peliculas, e juntdmos igual
volume da solucdo saturada a frio de acido picrico. Deixamos
no frigorifico durante 24 horas. Filtramos novamente e dissol-
vemos o precipitado em meio volume de metanol. Adiciondmos
um décimo de volume de metanol-dcido cloridrico (90 4 10
em volume)  a fim da solucdo ficar a 2 % de 4cido cloridrico.
Diluimos dez vezes este volume em éter étilico purificado e
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deixdmos ficar durante 24 horas nc frigorifico. As antocianinas
precipitam, tomando a coloragdo castanha avermelhada. Repe-
timos véarias vezes as precipitagbes com 4cido pierico e éter
etilico. Apés a tultima precipitacio com éter etilico as anto-
cianinas sfo dissolvidas em metanol acidulado com é&cido clo-
ridrico e o extracto é evaporado no vacuo a temperatura
ambiente. ‘ :

Obtidas assim as antocianinas elaborimos uma curva
padrdo que nos serviu para a determinacio quantitativa das
antocianinas no vinho pela aplicacdo dos métodos do pH e do
bissulfito de s6dio descritos por RIBEREAU-GAYON & STONESTREET
(1985). ‘

Igualmente fizemos a determinacio da evolucio qualita-
tiva das antocianidinas. Para esse efeito procedemos & hidrélise
acida das antocianinas do vinho (RIBEREAU-GAYON, 1959) com
vista & obtencio das antocianidinas. Assim, tomimos 20 cm®
de vinho para um baldo de 100 cm® ao qual adicionimos 5 em?
de 4cido cloridrico concentrado, a fim de obtermos uma solucdo
cloridrica aproximadamente 2N. Colocdmos o baldo em banho
maria fervente durante pelo menos meia hora, sob tubo de
refluxo. Apds a hidrélise, arrefecemos o hidrolisado em agua
corrente e filtramos. As antocianinas sfo extraidas do filtrado
usando a menor quantidade possivel de alcool amilico, isto &,
o suficiente para formar fase. O extracto assim obtido é apli-
cado directamente no suporte cromatografico tendo nés utili-
zado as seguintes técnicas cromatograficas:

Cromatografia descendente monodimensional e bidimensio-
nal em papel (RIBEREAU-GAYON, 1959).

Cromatografia ascendente monodimensional e bidimensional
em camada fina (ESTEVES-PINTO, 1969).

Para as duas técnicas usdmos sempre como primeiro eluente
o «Forestal» e para segundo a fase superior da mistura n-buta-
nol - 4cido eloridrico 2N (1 + 1 em volume). Como suportes,
recorremos ao papel Whatman N.° 1 e N.° 3 para a cromato-
grafia em papel (RIBEREAU-GAYON, 1959), e 3 celulose Whatman
CC41 para a cromatografia em camada fina, utilizando neste
caso a espessura de 0,5 mm (ESTEVES-PINTO, 1969). AplicAmos no
suporte, no mesmo ponto, quatro vezes a quantidade de 0,01 em?

e a observacdo foi efectuada quer a luz do dia quer as radia-
cdes ultravioletas. A identificacéo foi feita por confronto com
cromatogramas  obtidos com antocianidinas puras (padrdes).

Para o estudo dos flavonois foi utilizada a cromatografia
monodimensional e bidimensional em camada fina. Para esse
efeito extraimos os flavonois do vinho com acetato de etilo
da seguinte maneira:

Medimos 20 ecm?® de vinho para um baldo de separacio e
fizemos trés extraccles sucessivas com quantidades de 5cm?
cada uma de acetato de etilo, tendo-se seguido a concentracio
do extracto em estufa de vacuo a temperatura ambiente.
Dissolvemos seguidamente o extracto na quantidade de 1em?®
de acetato de etilo e fizemos a sua aplicacdo no mesmo ponto
de quatro vezes a quantidade de 0,01 cm® do extracto dissol-
vido (Esteves-PiNTo, 1969). O suporte foi a celulose Whatman
CC41, utilizando a espessura de 0,5 mm (Esteves-PiNTO, 1969).

No caso da cromatografia bidimensional, fizemos os desen-
volvimentos utilizando para primeiro eluente a fase inferior
da mistura 4lcool isoamilico - 4cido acético - hexano - agua des-
tilada (3 4+ 1 4+ 3 + 3 em volume) e para segundo a fase supe-
rior da mistura Aalcool amilico terciario - Agua destilada (1 + 1
em volume)‘ (BOURZEIX & BANIOL, 1966), tendo a vizualizacio dos
flavonois sido efectuada as radiacSes ultravioletas directamente
ou apds exposicdo a vapores de amoénia. A identificagdo tam-
bém: neste caso foi feita por confronto com cromatogramas
obtidos com flavonois puros (padrdes).

8 —RESULTADOS

As anilises constantes deste trabalho. incidiram sobre as
amostras referentes as colheitas dos anos de 1968, 1967, 1965,
1963, 1961, 1959, 1958, 1957, 1956, 1952, 1951.

Foi nosso intuito relacionar o ensaio organoléptico (prova)
com:0s resultados obtidos para os compostos cuja pesquisa e
determinacdo efectudmos, assim como tentar avaliar a impor-
tincia destes, no comportamento evolutivo dum vinho durante
o envelhecimento.

A apreciagdo organoléptica efectuada segundo as normas
da Junta Nacional do Vinho, que figura no Quadro VII, foi
executado por varios téenicos e um perito provador.
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Da observacao do quadro verificAmos a passagem da cor
granada & rubi com o envelhecimento, para finalizar na cor
tijolo. A cor rosada da espuma corresponde a cor granada do
vinho, e o cheiro que inicialmente é vinoso passa a particular,
tomando nas amostras mais antigas um agradavel odor carac-
teristico a velho, & medida que o sabor se vai tornando mais
macio e mais leve. Por sua vez a adstringéncia que é variavel
ao longo dos anos da-nos todavia a sensacio de que evolui
de taninosa a macia e até aveludada.

Quanto 3. cor, fizemos ag determinactes da tonalidade ¢
intensidade segundo SUDRAUD (1982), tonalidade e intensidade
pelo ‘método rapido. O I V. (0.°1 V., 1962-1970) e ainda 2
cor e suas caracteristicas pelo método de .referénecia O. 1. V.
(1962-1970).

As absorvéncias foram medidas em espectrofotémetro, na
espessura. de 0,5 cm, havendo por isso a necessidade de con-
verté-las ‘& espessura propria de cada método. No Quadro VIII
figuram os valores obtidos. :

Pela observacio simples deste quadro verificamos" que &
tonalidade segundo SUDRAUD aumenta normalmente com o enve-
lhecimento, notando-se igualmente uma tendénecia ‘de aumento
na intensidade obtida pelo método rapido O. I. V. Por este
método nota-se porém uma evolucio interessante na tonali-
dade que de valores positivos nos vinhos novos passa a valores
negativos nos- vinhos mais velhos, tanto maiores em  valor
absoluto quanto msior for a idade. ‘ :

Pelo método de referénecia O. 1. V. determinimos as coor-
denadas de cromaticidade (x, y) a luminosidade (Y %), o com-
primento de onda dominante e a pureza da cor, dando-nos a
ideia de elevarem-se a pureza da cor bem como a luminosidade,
nas’ amostras que a prova (ESTEVES-PINTO, 1969) sé apresen—
taram caracteristicamente mais envelhecidas. ~

Para as substincias polifendlicas que formam o assun’co
central do nosso trabalho, utilizimos para a analise qualitativa
e semi-quantitativa dos compostos - flavonois a técnica de
BOURZEIX & BANIOL . (1966) empregando todavia como foi
assinalado no capitulo «Métodos» o suporte Whatman CC41
(ESTEVES-PINTO, 1969). Ensaidmos a aplicacfo directa do vinho
no suporte (BOURZEIX & BANIOL, 1966) assim como o extracto
obtido com o éter etilico, &lcool amilico asgim eomo Ordbtido
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“c’:bm' acetato de etilo. De todos estes prcedimentos achidmos o
E ‘melhor para o estudo em vista o que consiste na aplicagio
,f{,rfdo extracto obtido com acetato de etilo (ESTEVES-PINTO, 1969).
A vizualizagdo como foi assinalado no capitulo «Métodos» foi
, ~,f"efectuada as radiacOes ultravioletas e a identificacao a partir
- dos compostos puros (padrfes), campferol, quercetina, mirice-
_ tina, rutina e quercitrina (ESTEVES PINTO, 1969).

Como primeira observacao, verificaAmos pelo cromatograma

k,’yN 1 (ver apéndice) que as agluconas flavonois ficaram perto
r.{‘do ponto de aplicacdo e 08 glucosmos mais ou menos a meio
do cromatograma usando comoeluente -de desenvolvimento. o
‘Veluente n.° 1. Pelo cro*natograma N.* 2 -obtido pela utilizacio
do eluente n.° 2 como eluente de desenvolvimento, verificAmos
_que a miricetina se encontra mais perto do ponto de aplicagdo,
- seguida da quercetina e do campferol assim como a rutina a
~'meio do cromatograma e a quercitrina um pouco mais distante
~do ponto de aplicagdo. Mas é o cromatograma bidimensional

N.o 3 obtido pela utilizacio dos eluentes n.° 1 e n.° 2 que nos

'servm como elemento prineipal de eomparagdo com o0s croma-
togramas dos vinhos em ‘estudo.

Flzemos pois o estudo da evolugdo qualitativa e semi-

~ ‘guantitativa das agluconas flavoneis durante o envelhecimento

cujos resultados esto expressos nos cromatogramas Ne 4 a

: N.° 15 referentes as amostras N.° 1 a N.° 12, e no Quadro XI1
" onde foi necessério considerar a dimensfo e a intensidade da
cor da mancha. Assim consideramos como ++ -+ a mancha de
maior dimensio e de maior intensidade de cor, como ++ a

mancha de dimensio média, como + a mancha de pequena

- dimensfo e média intensidade de cor e por vestigio a mancha

de pequena dimensfio e fraca intensidade de cor. Pelo quadro

verifica-se que a miricetina desaparece, no caso considerado,

ao fim de cinco anos, o campferol ao fim de onze e a quercetina
que se mantém presente ao longo do envelhecimento duma forma

~mais ou menos uniforme desaparece nas amostras N.° 9 e
N.© 12 e que apresentam caracteristicas de mais envelhecidas.

Quanto ao estudo da evolucdo quantitativa das antocia-
ninas ao longo do envelhecimento utilizamos dois métodos
(pH e bissuifito de s6dio) ja referidos no capitulo «Métodos».
Para o efeito isoldmos como ji descrevemos as antocianinas
das castas Bastardinho, Bastardo proveniente da Cova da
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Beira e Douro, Aramon e ainda de uma uva de mesa nio
identificada que adquirimos no Coméreio. Tal isolamento pode
ser pois verificado nos cromatogramas N.° 16 e N.° 17.

A partir de diferentes concentragbes das antocianinas
isoladas e duma antocianina pura (malvina), proveniente do
laboratorio do UNIVERSITATS-INSTITUT FUR LEBENSMIT-
TELCHEMIE, de Francfort sobre o Meno dirigido pelo Pro-
fessor DIEMAIR, obtivémos as diferencgas das absorvéncias para
essas diferentes concentracbes, usando os métodos de pH e
do bissulfito de sodio.

Os resultados obtidos encontram-se nos Quadros IX e X.

QUADRO IX

Diferencas de absorvéncias obtidas pelo método de pH
para as diferentes concentragSes em antocianinas

Concentragbes em antocianinas (mg/1)
CASTA :

375,0 187,5 : 93,8 46,9 23,4
Bastardinho 0,896 0,434 = 0,223 0,103 0,047
(Cova- da Beira)
Bastardo - 0,765 0,404 0,197 0,109 0,055
(/Cova da - Beira) I3
Bastardo : 0,721 0,372 0,199 0,102 0,055
(Douro) ,
Aramon 1,202 0,621 0,321 0,160 0,084
Uva de Mesa 1,333 0,711 0,361 0,180 0,088
(ndo identificada)
Malvina, ; 1,553 0,621 0,306 0,153 0,072

Agsim, com os pares de valores, diferencas das absor-
véncias e respectivas concentracfes das antocianinas tragamos
para cada uma das castas e cada um dos métodos as res-
pectivas curvas padrdes, que no caso presente sdo rectas.

Todavia para mais facil interpretacio dos quadros ante-
riores analisemos lnicamente os resultados obtidos para as
concentragbes de 375 mg/l. VerificAmos que as diferencas exis-
tentes entre as castas Bastardinho e Bastardo quer proveniente
do Douro quer da Cova da Beira sfo minimas, o mesmo ja
nio sucedendo com a casta Aramon e uva de mesa, nfo iden-
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QUADRO X

Diferencas de absorvéncias obtidas pelo método do Bissulfito
de sédio para as diferentes concentragbes em antocianinas

Concentracdes em antocianinas (mg/l)
CASTA

375,0 187,5 93,8 46,9 23,4
Bastardinho 0,419 0,210 0,109 0,057 0,034
(Cova da Beira)
Bastardo 0,358 0,173 0,094 0,051 0,031
(Cova da Beira)
Bastardo 0,318 0,169 0,095 0,044 0,024
(Douro)
Aramon 0,559 0,283 0,150 0,088 “‘ 0,045
Uva de Mesa 0,595 0,314 0,154 0,086 0,047
(ndo identificada)
Malvina 0,562 = 0,250 0,123 0,064 0,030

tificada, cujos valores se aproximam dos obtidos para a malvina.
Sendo a malvina um diglucésido, tal aproximagao pode ser
devida & sua presenca nas castas Aramon e na uva de mesa
ndo identificada. Desta forma resolvemos usar Unicamente os
valores médios das absorvéncias para o tracado das curvas
padrdes obtidos a partir das castas Bastardo e Bastardinho,

€ que sdo as castas que predominantemente deram origem
a0 vinho.

Obtivémos assim o Quadro XI:

QUADRO XI

Valores médios das diferengas de absorvéncias para as diferentes
concentracdes das antocianinas

Con:ne;xagao Método do pH Métodzedzézizsu]fito
375,0 0,794 0,365
187,5 0,403 0,184

93,8 0,206 0,099
46,9 0,104 0,051
23,4 0,052 0,030

A partir das curvas assim obtidas determinimos a evo-
lucio quantitativa das antocianinas cujos valores se encontram
no Quadro XIL A simples observagéo desse quadro permite-nos
verificar a diminui¢do guantitativa com o envelhecimento das
antocianinas que de 244 mg/l passa a 19mg/l e de 246 mg/1 a
23 mg/l, valores estes obtidos pelos métodos do pH e bissulfito
de sodio respectivamente. Também se nota uma diminuigdo do
seu quantitativo para metade do primeiro para o segundo ano e
deste para o quarto ano, notando-se igualmente uma tendéncia
para o seu valor diminuir, nunca atingindo porém o valor zero,
talvez, como fazem sublinhar RIBEREAU-GAYON & STONESTREET
(1965), devido a deficiéncia dos préprios meétodos.

Outro "assunto ainda ligado ao estudo das substincias
polifendlicas que despertou o nosso interesse fol averiguar a
possivel ndo existéncia de antocianidinas no vinho. Para esse
efeito obtivemos os cromatogramas N.° 16 e N.° 17 desenvol-
vidos 'respectivamente com os eluentes «Forestals e a fase
superior da mistura n-butanol - 4cido cloridrico 2N (1 +1 em
volume). Fizémos a aplicacio de uma amostra de vinho, de
antocianinas isoladas das castas atras referidas, de uma
antocianina (malvina) e de uma antocianidina (cianidina).
Pela observacio destes cromatogramas verificAmos que no
desenvolvimento cromatografico do vinho nos aparece sdmente
uma mancha intensa vermelha com Rf igual ao das antocianinas,
verificando-se assim a nfo existénecia de antocianidinas livres
no vinho e igualmente, alids como foi j4 assinalada, a pureza
das antocianinas isoladas das diferentes castas. A observacéo
do cromatograma N.° 18 no qual foram desenvolvidos trés
antocianidinas puras (padrdes), e as antocianidinas obtidas por
hidrélise acida dum vinho novo e velho e ainda um vinho novo
e outro velho permite-nos verificar gue nos vinhog hidro-
lisados nos aparecem trés manchas de cor vermelha (antocia-
nidinas), que em cromatografia bidimensional se subdividem
em cinco, correspondentes as antocianidinas: delfinidina, ciani-
dina, malvidina, petunidina e peonidina.

A verificagdo destas cinco antocianidinas pela comparacdo
com - cromatogramas de outros autores (FERNANDES, 1958)
permitiu-nos tratar da evolucio qualitativa e semi-quantitativa
destas antocianidinas ao longo do envelhecimento. Para o
efeito considerdmos como -+ + - as manchas de maior dimenséo



QUADRO XII

-Resultados da evolugfo ‘das substancias fenoélicas
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¢ de maior intensidade de cor, como + -+ as manchas de dimen-

sao média e como -+ as manchas de pequena dimensio e de
média intensidade . de: cor existentes nos cromatogramas de
N.2.19 a N.° 30 e cujos valores estdo representados no Quadro XII.

Por este quadro verificAmos ser quantitativamente mais
importante a cianidina e também que aquela apresenta menores
variacGes no decurso do envelhecimento. A petunidina e a

_peonidina desapareceram ao fim de cinco anos, notando-se

todavia um ‘comportamento irregular da delfinidina e malvi-
dina, ao fim do mesmo periodo, embora revelassem uma certa
tendéncia para se eliminarem.

~ Nesse quadro também estdo expressos os valores obtidos
para a determinacfo percentual dos compostos fendlicos totais
pelo indice de permanganato, valores estes que nos ddo a ideia
de existir uma tendéncia para decrescerem com o envelheci-
mento, notando-se contudo a existéncia de valores substan-
cialmente baixos nas amostras N.° 9 e N.° 12 que apresentam
sem divida caracteristicas de serem as mais envelhecidas.

9 — DISCUSSAO E CRITICA

"

A analige organoléptica das amostras j4 permite apreciar
a evolugdo da cor do vinho, persisténeia da espuma assim
como do aroma e sabor. Com efeito as amostras mais novas
apresentam cor granada, espuma rosada e fugaz, aroma vinoso,
passando com a idade a ter cor rubi, espuma persistente e
esbranquicada, aroma particular, finalizando numa cor tijolo
com um agradavel aroma a velho. Por outro lado, quanto ao
sabor notamos uma certa uniformidade na docura e acidez
em contraste com a adstring@ncia que de taninosa passa a
macia, finalizando em aveludada, assim como uma evolucdo
no corpo, que de encorpado passa a leve. Tais elementos dizem-
-nos que o vinho a partir de quatro anos apresenta aroma
particular agradavel, que nfo conseguimos definir, e que encon-
trimos igualmente em amostras envelhecidas do vinho Dao,
assim como um sabor macio, melhorando sempre com a idade,
nfo nos sendo possivel determinar em funcio das amostras
existentes o comego da degradacio do vinho (MILISAVLJEVIC,
1965). Para interpretar tais evoluges recorremos aos métodos
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de referéncia O. I. V. determinando assim as coordenadas da
cor, assim como o comprimento de onda dominante e pureza,
pérmitindo-nos  verificar tendéncias do comprimento de. onda
para diminuir e da pureza para aumentar com o envelheci-
mento. Em-trabalho anterior (ESTEVES-PINTO, 1969) igualmente
verificamos ‘uma evolucdo da. tonalidade do vinho que: de ver-
melha finaliza no caso estudado em laranja avermelhada.

E é com efeito a tonalidade, no referente a cor, que nos
d4 melhores indicacOes quanto ao grau de evolucdo dum vinho.
De .facto a tonalidade Sudraud das amostras recentes, que
na apreciacdo organoléptica foram caracterizadas como pos-
suindo cor granada, possui valores inferiores & unidade, aumen-
tando este valor com o envelhecimento 3 medida que. as amos-
tras assumem caracteristicas organolépticas de mais envelhe-
cidas. Este dado é ainda mais notério na tonalidade definida
pelo método rapido O. I. V. pois os valores positivos do &ngulo
vio diminuindo para tomarem valores negativos, valores estes
que vdo aumentando em valor absoluto com o envelhecimento.
Tal observacio deve-se, a que estes indices sfo a relacdo entre
as absorvéncias a 420 e 520 nm que correspondem respectiva-
mente & cor amarela e vermelha, tudo se passando portanto
como se a cor vermelha diminuisse em relacdo & amarela.

Por outro lado sabemos que as antocianinas sido os pigmen-
tos vermelhos do vinho e HUMBERTO DE ALMEIDA (1960) ao
fazer estudos sobre o depésito formado ao longo do envelhe-
cimento - do vinho do Porto, verificou que a criacio - deste,
se traduz por um fendmeno da quimica coloidal sendo cons-
tituido essencialmente por matéria corante formada principal-
mente pelos derivados da malvidina, sobretudo enina, e talvez
da delfinidina. e peonidina. Noés verificAmos tal evolugdo no
vinho, pois o . quantitativo. antocianico  diminui de: cerca de
metade do seu valor do primeiro:para o segundo ano e deste
para o quarto também cerca de metade havendo uma tendéncia
para a diminuicio deste valor ao longo do envelhecimento.

Ainda pelo Quadro XII verificamos que as antocianidinas
obtidas por hidroélise 4cida do vinho diminuem com o enveihe-
cimento, mantendo-se nicamente duma forma mais ou menos
regular a cianidina. E muito ~embora esta permanéncia da
cianidina se- deva explicar talvez por ser a antocianidina mais
simples e resistir melhor & degradacdo, ou ainda por resultar
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da transformacdo pelo aquecimento em meio acido das flavanas-
-3,4-diol em antocianidina (pois a 5:7:3:4’-tetrahidroxiflavana-
-3,4-diol ¢ a flavana-3,4-diol mais comum e que origina por este
tratamentc a cianidina) é facto verificado que a matéria,
corante vermelha diminui com o envelhecimento.

Assim como diz RIBEREAU-GAYON & STONESTREET (1966)
0s pigmentos responsaveis pela cor vermelha dos vinhos vio
desaparecendo com a idade, dando origem a uma maior parti-
cipagio dos taninos na cor do vinho, que sendo incolores ou
amarelados permitem concluir da importincia da tonalidade
como indice avaliador da evolugio que um vmho sofre com
o envelhecimento.

Por sua vez verificAmos o comportamento das trés agluconas
flavonois  (miricetina, quercetina e campferol) tendo consta-
tado que o desaparecimento se verifica pela seguinte ordem:
miricetina, depois campferol, e finalmente a quercetina nas
amostras dos vinhos que na prova organoléptica foram classi-
ficadas como. tendo cor tijolo e aroma a velho. Igualmente &
facil verificar pelo Quadro XII um paralelismo entre o desa-
parecimento das antocianidinas obtidas por hidrélise Acida do
vinho'e as agluconas flavonois, traduzindo-se o desaparecimento
das agluconas flavonois pela perda da riqueza vitaminica P
e provavelmente com influéncia na cor do vinho. Continuando
a nossa tentativa de relacionar as caracteristicas organolépticas
e sua evolugdo com os resultados obtidos, verificamos uma
certa relacdo entre tais caracteristicas e o valor de indice de
permanganato.

Assim o considerando - a amostra N.° 6 por. ter sido
classificada como «chata» na acidez, o que deve ter interferido
na apreciacdo da adstringéncia, verificAmos que para valores
iguais ou superiores a 47 do indice de permanganato, corres-
ponde adstringéncia taninosa, para valores inferiores a 47
adstringéncia pouco taninosa ou macia sendo aveludada para
¢ valor mais baixo deste indice. Igualmente com o envelhe-
cimento a adstringéncia que é nos vinhos novos taninosa, passa
com a idade a macia finalizando em aveludada. A explicacio
deste fenémeno deve-se talvez & diminuicdo da riqueza tanica
do vinho. Com efeito, os percursores dos taninos por inter-
médio dum complicado processo. de polimerizacio originam os
oligémeros, de propriedades fortemente tdnicas, originando por
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continuacio deste processo formas fortemente polimerizadas
que vdo perdendo a propriedade de se unirem as proteinas com
o aumento do seu peso molecular, podendo mesmo insolubi-
lizar-se.

Este comportamento foi sumariamente tratado com a
determinacéio do indice de permanganato visto dar-nos uma
ideia da totalidade dos compostes fendlicos. A diminuicdo do
valor do indice de permanganato com o envelhecimento esta
‘todavia em aparente contradi¢io com os resultados obtidos por
RIBEREAU-GAYON (1964b). Mas tal aparente incongruéncia, ex-
plica-se porque no dizer do autor, as suas analises foram efec-
tuadas em vinhos sujeitos a técnicas de vinificaclo variaveis que
permitem por desengace e por reducdo do tempo da curti-
menta, obter vinhos cada vez mais macios e menos ricos em
compostos fenélicos. Ora as determinagles por nés efectuadas
incidiram sobre amostras de colheitas de diferentes anos mas
obtidas pelo mesmo processo tecnolégico de vinificacdo, deven-
do-se a tal facto a diferenca de valores obtidos. Por isso man-
temos nés que o valor de tal indice diminui com o envelhe-
cimento desde que as amostras sejam obtidas pelo mesmo
processo tecnologico.

10 — CONCLUSOES

1) Quanto a prova:

a) A cor inicialmente granada, passa na generalidade,
a0 fim de 6 a 8 anos a rubi e acaba por ser tijolo
nas amostras mais envelhecidas. ‘

b) O aroma é inicialmente vinoso, passa ao fim d
2 a 4 anos a «particulars e apresenta-se ao fim
de 11 a 12 anos caracteristico a envelhecido.

¢) A espuma, inicialmente rosada, passa ao fim de
6 a 8 anos a esbranquicada, notando-se um para-
lelismo entre as caracteristicas da espuma e a
cor do vinho. ~ '

d) A adstringéncia, inicialmente taninosa, evolui para
macia e algumas vezes para aveludada.

e) O vinho, inicialmente encorpado, passa a leve
com o envelhecimento.

2)

3),
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Quanto & determinacfo das caracteristicas croméaticas:

a)

b)

c)

d)

O comprimento de onda dominante, definido pelo
método de referéncia O. I V., baixa rapidamente
apresentando comportamento irregular nos vinhos
com mais de 4 anos de idade.

A pureza da cor, definida pelo método de refe-
réncia O. I. V., tem tendéncia a aumentar com
o envelhecimento.

O valor da tonalidade, definido pelo método rapido
O. I. V. diminui com o envelhecimento. Inicial-
mente o seu valor expresso em angulo é positivo,
diminui o seu valor com o envelhecimento, pas-
sando a negativo. Este valor negativo nas amos-
tras envelhecidas vai aumentando em valor abso-
luto ao longo do envelhecimento.

O valor da tonalidade, definido por SUDRAUD,
aumenta com o envelhecimento.

Quanto aos compostos fendlicos:

- a)

b)

c)

d)

O indice de permanganato, que nos‘d4 uma ideia
da totalidade dos compostos fenédlicos, tem ten-
déncia a diminuir com o envelhecimento.

As agluconas flavonois desaparecem com o enve-
lhecimento. A miricetina desaparece ao fim de
6 anos. O campferol, a partir de 11 anos tem ten-
déncia a desaparecer, e a quercetina, que existe
nestes vinhos em quantidade superior & das outras
agluconas flavonois, est4 também ausente nas
amostras que, na prova organoléptica, foram
qualificadas como tendo cor tijolo.

As antocianinas diminuem com o envelhecimento.
O seu quantitativo diminui de cerca de metade
do primeiro para o segundo ano e também de
cerca de metade do segundo para o quarto ano.
As antocianidinas consideradas no presente tra-
balho, quer sejam as obtidas por hidrélise das
antocianinas quer as resultantes das flavanas-
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-3,4-diol, por aquecimento em meio A&cido, com-
portam-se da seguinte forma:

a cianidina mantém-se ao longo do envelhe-
cimento duma - forma mais ou menos
regular;

a petunidina desaparece ao fim de 4 a 6 anos;

a peonidina desaparece ao fim de 6 a 8 anos;

"'a malvidina - e - delfinidina apresentam com-
portamento irregular a partir dos 6 a
8 anos com tendéncia para desaparecerem.

RESUME

 On sait que les: composés polyphénoliques exercent une
grande influence sur les propriétés organoleptiques d'un vin.

Nous nous proposons d’étudier I'évolution des composés
polyphénoliques du vin, ainsi que les propriétes organoleptiques
influencées par eux d'une maniére décisive, et d’établir les
relations caractéristiques qui se produisent au cours du
phénomeéne du vieillissement.

‘Les échantillons analysés sont de la Cave Coopérative de
Fundio et proviennent de récoltes sucessives, a partir des
mémes vignobles, et ont été obtenus par le méme procédé
technologique. :

L’analyse organoleptique a été effectuée suivant les normes
de la Junte Nationale du Vin et nous avons constaté que le
vin, initialement grenat, prenait au bout de 6 a 8 ans une
couleur de rubis, pour finir par avoir une couleur de brique,
dans les échantillons les plus vieux. L’arOme est initialement
vineux et, au bout de 2 & 4 ans, devient «particulier», et «vieux»
au bout de 11 & 12 ans. I’écume, rosée dans les échantillons
récents, devient blanchitre au bout de 6 & 8 ans, et I'on note
un - parallélisme entre les caractéristiques de l'écume et la
couleur du vin. L’astringence, initialement tannique, évolue pour
devenir douce, et parfois méme veloutée. Le vin est initialement
corsé, puis devient léger avec le vieillissement. ‘

- La détermination des caractéristiques chromatiques nous
2 permis d’observer que la longueur d’onde dominante, définie
par la méthode de référence O. I. V. baisse rapidement, accusant
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un comportement irrégulier dans les vins de plus de 4 ans, et
que la pureté de la couleur a tendance & augmenter avec le
vieillissement. La nuance définie par la méthode rapide O. 1. V.
diminue avec le vieillissement. Sa valeur exprimée en angle
est initialement positive et diminue avec 1'dge pour atteindre
des valeurs négatives. Cette valeur négative dans les échan-
tillons vieillis augmente progressivement, en valeur absolue,
avec le temps. La nuance Sudraud augmente avec le vieillis-
sement. ,

Pour I'étude des aglycones flavonols nous avons utilisé la
technique de la chromatographie bidimensionnelle sur couche
mince. Nous avons procédé a une extraction au préalable de
ces composés avec de l'acétate d’éthyle et nous avons utilisé,
comme premier solvant la phase inférieure du mélange alcool
isoamylique - acide = acétique - hexane - eau distillée (3 +1 +
+ 3 + 3, en volume) et, comme second solvant, la phase supé-
rieure du mélange alcool amylique tertiaire - eau distillée (1 + 1,
en volume). ‘ ‘

Le support a été la cellulose Whatman  CC41. Nous avons
constaté par ce procédé que les aglycones flavonols disparaissent
avec lé vieillissement. La myricétine disparait au bout de 6 ans.
Le kaempférol a tendance & disparaitre & partirrde 11 ans. La
quercétine qui, dans le cas étudié, existe en quantité supérieure
a celle des autres aglycones flavonols, est également absente
dans les échantillons qui, & 1'épreuve organoleptique, ont été
classés comme «couleur briques. o ‘

L’étude des anthocyanines a été effectuée par les méthodes
du pH et du bisulfite de sodium. Leur quantité diminue de
moitié environ de la premiére & la deuxiéme année, et de moitié
environ également, de la seconde 2 la quatriéme année.

L’étude des anthocyanidines obtenues par ,kh;yd'roljyse acide
du vin a été effectuée par la technique de la chromatographie
bidimensionnelle sur couche mince. Comme premier. solvant nous:
avons utilisé le «Forestal» et comme second solvant la phase
supérieure du mélange n-butanol - acide chlorydrique 2N (1+1,
en volume). Le support a été la cellulose Whatman CC41. Nous
avons constaté par ce procédé yquke, ‘la cyanidine se maintient
au long du vieillissement d’une maniére plus au moins réguliére,
La pétunidine disparait au bout de 4 a 6 ans, la paeonidine
disparait au bout de 6 a 8 ans, tandis que la malvidine et
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la delphinidine accusent des comportements irréguliers a partir
de 6 4 8 ans avec tendance a disparaitre.

La détermination de I'indice de permanganate nous a permis
d’observer que sa valeur & tendance  a diminuer avec le
vieillissement.
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LEGENDA DOS OROMATOGRAMAS 1 4 3

Cromatografia em camada fina.
Suporte: Celulose Whatman CC41. Espessura = 0,5 mm.
Cromatogramas monodimensionais de flavonois puros (padrdes).

Cromatograma 1:
Eluente: Fage inferior da mistura A&lcool isoamilico - acido acético -
- hexano-agua (3 4+ 143+ 3, em volume).

Cromatograma 2:
Eluente: Fase superior da mistura alcool amilico terciario -4gua
(141, em volume).

Cromatografia bidimensional dos flavonois puros (padrdes).

Cromatograma 3:

Eluentes: 1.°— O do cromatograma 1.
2.°— O do cromatograma 2.

Manchas:
1—Rutina; 2-— Quercetina; 3 e 3 — Campferol; 4 — Quercitrina;
5 — Miricetina.
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CROMATOGRAMA. 18
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LEGENDA DOS OROMATOGRAMAS 16 4,18

Cromatografia monodimentional em camada fina.
Suporte: Celulose Whatman CC41. Hspessura = 0,5 mm.

Hluentes:

Cromatogramas 16 e 18 — «Forestals.

Cromatograma 17 — Fase superior da mistura n-butanol - dcido clori-
drico 2N (1 4+ 1, em volume).

Manchas:

Antocianinas isoladas das peliculas. Castas:
1— Bastardinho (Cova da Beira); 2 — Aramon (Tapada da
Ajuda); 8 — Bastardo (Cova da Beira); 4 — Bastardo (Douro).

Antocianina pura (padrio):

5-— Malvina (diglucésido).
Antocianidinas puras (padrdes):

6 — Malvidina; 7 — Cianidina; 8 — Delfinidina.
Do desenvolvimento cromatografico dum

9 — Vinho novo; 10 — Vinho velho; 11, 11’ 11” — Extracto ami-
lico de vinho novo hidrolisado; 12, 12’, 12” — Extracto amilico
de vinho velho hidrolisado.



DE VINEA ET VINO PORTUGALIZA DOCUMENTA
Abrev.: Vin. Port. Doc.

TRABALHOS PUBLICADOS:

VOLUME V

Série 1 — viTICULTURA

1 . Frazio, Amélia — Eficicia e fitotoxidade de fungicidas no trata-
mento do oldio da videira.

2 . Martins, A. Lopes — Melhoramento da videira. Métodos expe-
ditos de avaliacio das infecgdes do oidio sobre discos de folha
destacada.

Série Il — ENOLOGIA

1 . Webb, A. Dinsmoor-— Gas-liquid chromatography and wine aroma.
) 2 . Campos, Luis e Michel Severin — Analise dos aminoacidos livres
dos vinhos por cromatografia em fase gasosa.
3 . Campos, Luis da Silva — Nota sobre a diferenciagdo de aguar-
' dentes vinicas e de figo.
4 . Belchior, A. Pedro, Jodo F. A. C. Baptista e José Alberto R. San-
' — Experimentagio de maquinas na Adega Cooperativa de
Vermelha. Vindima de 1969.
5 . Pato, Manuel Augusto da Silva — O gesso . correcgdo 4cida dos
mostos e dos vinhos.
6 . Esteves-Pinto, J. M. R. —Evolugio dc compostos polifendlicos
no envelhecimento do vinho,
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Cromatogramas  dos flavonois do. vinho extraidos com acetato

de - etilo.

Cromatografia’ bidimeénsional em. camada fina.

Suporte. :

Celulose’ Whatman. CC41.  Espessura = 0,5 mm.

Hiuentes:

Frente ‘do. eluente. o

1.0 Fase inferior da mistura alcool. iscamilico - dcide. acético - hexano - 4gua (3 -1+ 3+ 3, ém volume).
2.2 — Fage: superior. da mistura 4lcool jamilico tercidric - 4gua (1 4+ 1, em volume).
Manchag: - T -—Miricelina; 2 — Quercetina; 3 -— Campfercl; G — Glucdsido flavonol; Am — mancha amarela; A

z - mancha azul; V— manchs violeta; C-~mancha  castanhd-sscura. .
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Cromatograrnas das :antocianidinas obtidas por hidrélise acida do -vinho.
Cromatografia bidimensional em. camada fina.
Suporte: . Celulose. Whatman ' CC41. = Hspessura = 0,5 mm.

Manchas:

1-— Delfiniding; - 2 — Petunidina; 3~ Cianidina; 4 — Malvidina; 5 -— Peonidina,
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Eluentes:  1.0— «Forestals.
2.2 — Fase superior da mistura n-butanol - dcido cloridrico 2N (1 + 1, em volume).



QUADRO VIL

Aspecto Sabor
N.o Ano -
da da colheita Cor Espuma Cheiro
amostra Limpidez Dogura Acidez Adstringéncia Corpo
Cor Persisténcia
1 1968 granada | regular- | rosada fugaz vinoso meio normal taninoso encor-
mente ! seco pado
limpido
2 1967 granada | regular- | rosada fugaz vinoso meio normal taninoso encor-
mente Seco pado
limpido
3 1965 granada | regular- | rosada persis- parti- meio normal macio encor-
mente tente cular seco pado
limpido
4 1963 granada |-regular- | rosada persis- parti- meio normal macio encor-
mente tente cular seco pado
limpido
5 1961 rubi limpido | esbran- persis- parti- meio chato taninoso leve
e bri- quicada tente cular doce
lhante
6 1959 rubi limpido | esbran- persis- acentua- meio chato adstrin- leve
e bri- | quicada tente damente seco gente
lhante particular
7 1958 granada | opalino | rosada fugaz parti- seco normal | taninoso encor-
cular pado
8 1957 granada | opalino rosada persis- | um pouco meio normal taninoso encor-
tente a velho seco pado
9 1956 tijolo regular- | esbran- | um pouco | a velho meio normal avelu- leve
mente quicada fugaz seco dado
limpido
10 1955 rubi regular- | esbran- fugaz um pouco meio normal | um pouco leve
mente quicada a velho seco taninoso
limpido
11 1952 granada | regular- | rosada persis- parti- seco normal macio leve
mente tente cular
limpido
12 1951 tijolo regular- | esbran- fugaz a velho meio normal | um pouco | levemen-
mente quigada seco taninoso | te encor-
limpido pado




ERRATA

LINHA ONDE SE LE
19 porém tomar
29 hidrolizadas
35 proximas que
Quadro VIII dominante mm
6 também  que aquela

DEVE LER-SE

porém que: tomar
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proximas das que
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