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INTRODUCAO

STE estudo foi iniciado em 1972 e foi orientado no sentido
de estudar a evolucdo dos aminoicidos ao longo da ma-
turagdo das uvas das diferentes castas e procurar poss1vels

dlferengas de casta para casta. :

Para poder levar a cabo este trabalho houve,  dntes ‘de

mais, que proceder ao estudo e aperfeicoamento das técnicas
de extraccio, separacio e caracterizacio dos aminoacidos.

MATERIAL E METODOS

As castas sobre que incidiu o ensaio foram castas bran-
cas — Alicante Branco, Vital e Ferndo Pires; castas tintas-——
Santarém e Tinta Miida. Castas existentes no C. N. E. V.

De cada casta foram marcadas 10 cepas ao acaso. Fizeram-
-se 3 colheitas de cada casta, separadas por 15 dias, sendo a
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1.2 colheita no inicio de  Setembro. Em cada colheita, era cor-
tado ‘um cacho de cada uma das cepas marcadas. O ensaio
efectuou-se em trés anos consecutivos, 1972, 1973 e 1974.

Os cachos foram esmagados a méao, o mosto centrifugado
e seguidamente trabalhado com vista & extraccdo e identificacéo
dos aminoacidos, segundo as técnicas a seguir descritas.

Estudo das técnicas a usar
Extracgdo

A Dbibliografia consultada apontava toda para a extrac-
cdo dos aminoacidos por troca-idnica- (1), (24), (28), (22),
(31), (33).

Foram ensaiadas varias resinas: troca~ionicas:

a) — Amberlite IR 120-H+ e Dowex 50 WX &8-H+, resinas
troca-catides.
b) — Amberlite IRA-410 e Dowex 1, resinas troca-anioes.

Optou-se pela Amberlite IR 120-H+, por ter sido a que
deu melhores resultados.

Este estudo foi efectuado com - solucOes sintéticas dos
aminoacidos mais vulgarmente presentes no vinho.

Usaram-se colunas com as dimensdes aproximadas de
50 cm de. altura e 1,6.em de didmetro interno, com a forma
indicada na fig. 1. Esta forma tem a vantagem de evitar que
a resina fique seca. O fluxo usado foi de 0,2 ml/ml resina,/minuto.

A solugao em estudo passou através da resina dando-se a
fixacdo dos aminoécidos ng resina. Procedeu-se depois a lavagens
sucessivas com mistura hidro-alcoblica a 50 9% (para. extraccio
da cor ,aclicares, mucilagens, etc., no caso dos vinhos). Final-
mente lavou-se com Agua até eliminar o aleool. Os aminoécidos
foram depois eluidos com aménia aproximadamente N, até
reaccido negativa com a nindrina. O eluido foi evaporado até
a4 secura, em evaporador rotativo, sob vacuo, a‘ temperatura
de 40-45° C e finalmente retomado o residuo com a quantidade
necessaria de HCl N.

Todo o material usado foi previamente lavado com mistura
sulfo-crémica para eliminacdo da matéria orgénica. Também

N S

a 4dgua foi tratada com permanganato de potassio, com a mesma
finalidade,  sendo: posteriormente- desionizada.

Apbs a eluigdo dos aminoacidos com amoénia, a forma H+
da resina pode ser regenerada, fazendo atravessar a resina
por HCl aproximadamente N (330 ml de HCI N por 100 g de
resina) e lavando com Agua até eliminacio do excesso de &cido.

A resina antes de ser usada pela primeira vez, foi lavada
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Fig. 1

com todas as solugbes a usar normalmente ao longo do pro-
cesso (solucdo hidroalcodlica 50 %, aménia N, HCl N e agua)
para eliminacdo de possiveis impurezas da resina que poderiam
interferir na determinacio. ' :

Trabalhando com mosto, como se trata de uma solucio
bastante densa e com bastantes mucilagens, a extraccio dos
aminoacidos nfo pode ser feita em coluna, mas sim por agitacio
directa do mosto com a resina (200 ml de mosto para 150g
de resina), durante 90 minutos. A solucdo foi depois decantada
e a resina lavada do modo acima descrito. A eluicdo foi também
feita: por agitacdo com aménia N, por varias vezes (cerca de
100 ml" de aménia de cada vez), por periodos de 20 minutos,
até reaccio negativa & ninidrina.

Separagio por cromatografia em camada fina

Neste caso houve que ensalar suportes, desenvolventes e
reveladores tendo-se trabalhado também com solucles sintéticas
de aminoacidos, nas concentracdes indicadas na literatura como
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normais no vinho. As solucdes sio feitas em agua, com:10:9%
de isopropanol e acido cloridrico concentrado na quantidade
minima necessaria para solubilizar o aminoéacido.

Suportes — Foi usado o filme Polygram CELMN 300, o
filme Eastman Chromagram de celulose e silica Gel G e, final-
mente, placas cobertas com celulose MN 300 na espessura de
250 u. Os que deram melhores resultados foram o filme de
celulose Eastman Chromagram e a placa de celulose MN 300.
Optamos pelo Ultimo por ser o mais econdémico.

Desenvolventes — Inicialmente. trabalhou-se  em cromato-
grafia monodimensional usando como desenvolvente o sistema
butanol-acido acético-adgua (8:2:2), por ser este um dos mais
citados na bibliografia. Como os resultados obtidos nao foram,
de modo algum, satisfatérios, passimos a trabalhar em croma-
tografia bidimensional, fazendo virias conjugaces de desen-
volventes. Assim, foram experimentados:

Butanol-acido acético-agua (8:2:2).
Isopropanol-agua (7:3).

Butanol-acido férmico-dgua (75:15:10).
Etanol-butanol-agua-acido propidnico (5:5:2:5:1).
Clorof6rmio-metanol-amoénia (4:4:1).
Cloroférmio-metanol-amoénia (2:2:1).
Propanol-aménia (67:33).
Butanol-Acetona-amoénia-agua - (10:10:5:2).
Isopropanol-acido férmico-dgua (20:1:5).

Finalmente, o sistema que deu melhores resultados nas
nossas condicdes de trabalho, foi o proposto por C. HAWORTH
e HEATHCOTE (14), constituido:

1.> dimensio — Isopropanol-butanona-acido cloridrico N
(60:15:25).

2.2 dimensio — Alcool ‘amilico terciario-butanona-ace-
tona-metanol-aménia dgua (50:20:10:5:5:15).

A saturacido das cimaras foi feita .segundo o método
proposto por I SANKOrr e T. L. SOURKES (30), que consiste
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em manter na clmara o-solvente usado, substituindo-se por
solvente recém-preparado, na’ altura  de - proceder: - ao desen-
yvolvimento. :

2 T

——

1.
Fig. 2-—1-— Aspartico; 2-— ~-amingbutirico; ‘' 3 — Alanina; 4 — Arginina;
5.— Asparagina; 6 — Cisteico; 7— Cisieina; 8 — Cistina; 9 — Etanolamina;
10— Fenilalanina; 11— Glicina; 12— Glutamico; 13— Glutamina; 14 — His-
tidina; 15— Iscleucina; 16 — Leucina + Norleucina; 17 — Lisina; 18 — Me-
ticnina; 19 — Ornitina; 20— Hidroxiprolina; 21 — Pipecélico; 22 — Prolina;
23 — Serina; 24 — Tirosina; 25— Treonina; 26 — Triptofanc; 27 —Valina;
28 — Mancha 1-—nfo identificada; 29— Mancha 2-—nfo identificada.

Os tempos de desenvolvimento a 20°C, com este sistema,
foram aproximadamente de 4 horas para a 1.2 dimensio e
3 horas para a 2.2 dimensdo.

No fim de cada desenvolvimento, os cromatogramas foram
secos em estufa, a 60° durante 15 minutos.
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Reveladores — Foram  experimentados varios — Reagente
de ‘Dragendorff; Reagente de Ehrlich; Reagente de Nessler
conjugado com solucio aquosa a 1% de metaperiodato de sédio;
ninidrina + colidina; ninidrina + nitrato de cobre; ninidrina -+
+ acetato de cadmio. O escolhido foi o ultimo, e a sua cons-
tituicdo é a seguinte: ninidrina 1g; acetato de cadmio 2,5g;
acido acético glacial 10 ml; 4lcool g. b. p. 500 ml; apds disso-
lucdo da ninidrina e acetato de ciddmio a solucdo € aquecida a
120° C durante 20 minutos.

Apbs a pulverizacdo com o revelador, os cromatogramas
sdo aquecidos em estufa, a 60°C durante 15 minutos.

A caracterizacio foi feita através da comparagao de Rfs
e cor das diferentes manchas, com padrdes conhecidos.

A separacfo obtida é exemplificada na fig. 2.

RESULTADOS

Os resultados apresentados sdo apenas semi-quantitativos
dado que a separacio obtida por cromatografia, embora sendo
bastante boa, ndo permite doseamento quer espectrofotométrico
por eluicdo das manchas, quer mesmo densitométrico.

Aminodcidos identificados

cido aspdrtico — abundante desde o inicio, em todas as castas.

cido y-ominobutirico — abundante desde o inicio, aumentando

ligeiramente com a maturagio; levemente mais abundante
no Alicante Branco.

Alanina — Presente em vestigios desde o inicio em todas as
castas; mais abundante no Alicante Branco.

Argining — muito abundante desde o inicio, aumentando ligeira-
mente com a maturacio; especialmente abundante no Vital
e Santarém.

Asparagina — presente em vestigios desde inicio; mais abun-
dante no- Vital e Santarém.

Cisteico — foi apenas identificado nas colheitas de 1974; pre-
sente em pequenas quantidades, mais evidente no Vital e
Santarém e mais ou menos constante em todas as colheitas.

Cisteino — presente em vestigios no ano de 1974 e em quanti-

dades um pouco superiores nos outros anos; aumentando

ligeiramente com a maturacgéo.

A
|
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Cisting — presente em pequenas quantidades, aumentando ligei-
ramente com a maturacdo e ndo se apresentando com
grandes diferencas de casta para casta.

Etanolaminag — apenas identificada em 1974, presente em. pe-
quenas quantidades em todas as castas e aumentando
ligeiramente com a maturacgo.

Fenilalanina — presente em quantidades médias e aumentando
ligeiramente. com a maturacao; no ano de 1974, a Tinta
Mitda apresenta quantidades levemente inferiores as das
outras castas.

Glicina — presente em quantidades médias e semelhantes em
todas as castas, aumentando ligeiramente com a maturacio.

Glutdmico — muito abundante desde o inicio em todas as castas.

Glutamina — apenas presente nas colheitas de 1973, em quan-
tidades pequenas, e mais ou. menos constantes ao longo
da maturacdo; especialmente evidente no Alicante Branco,
Vital e Santarém.

Hidroxiprolina — presente apenas em vestigios, em todas as
castas, € ao longo de toda a maturagdo. Apenas o Ferndo
Pires, em 1973, apresenta teores um pouco mais elevados.

Histidina — presente em quantidades médias, muito semelhantes
em todas as castas e aumentando muito ligeiramente no
fim da maturacio. “

Isoleucina — presente em quantidades médias em todas as castas,
aumentando ao longo da maturagio.

Leucina + Norleucina — presente .em quantidades médias em
todas as castas, em teores levemente mais altos no Vital
e Santarém, aumentando ao longo da maturacdo.

Lisina — presente em quantidades médias, ligeiramente mais
sbundante no Vital e aumentando ligeiramente com a
maturacio. .

Metioning — em pequenas quantidades em todas as castas, com
teores ligeiramente superiores para o Vital e Santarém,
aumentando ao longo da maturacéo.

Ornitina — presente em quantidades médias em todas as castas,
sem grandes alteracBes ao longo da maturacdo.

Pipecdlico — apenas detectado em 1974 no Vital, Alicante Branco
e Santarém, em vestigios.
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Prolina — abundante desde inicio em todas as castas, pratica-
mente inalterdvel ao longo da maturacdo; apenas o Vital
em 1974, apresenta teores um pouco mais baixos.

Serina — presente em teores meédios, semelhantes nas vArias
castas, praticamente inalteravel ao longo da maturacio.

Tirosing — em teores médios, semelhantes nas varias castas,
praticamente inalteraveis ao longo da matuaracio.

Treonina —em teores médios semelhantes nas vérias castas,
apenas um pouco mais elevados na Tinta Mitda, aumentando
ligeiramente com a maturacao.

Triptofano — presente em quantidades pequenas, especialmente
no Alicante Branco e Tinta Miada em que por vezes s0
aparece no fim da maturacdo; aumenta ligeiramente ao
longo da maturacéo.

Valina — presente em quantidades médias, aumentando com a
maturagdo; o Santarém apresenta teores um pouco mais
elevados que as restantes castas.

Aparecem ainda, em vestigios, duas manchas nio identi-

ficadas, com os seguintes Rf, respectivamente na 1.2 e 2.2 di-

mensoes:

Mancha 1: Rf, — 0,68; REf, — 0,05
Mancha 2: Rf, —0,75; Rf,— 0,05

CONCLUSOES

Este estudo foi efectuado numa fase j4 um pouco adian-
tada da maturacdo, tendo, portanto, um significado relativo.
Assim, deveria ser iniciado mais cedo, efectuando-se mais
colheitas. Paralelamente deveria ter-se em conta um estudo
dos solos e adubacdes. De qualquer modo, podemos verificar que:

— 08 aminoacidos presentes em teores mais elevados
sd0 — arginina, aspartico, aminobutirico, glutdmio e prolina;

— 0s presentes em teores médios sdo — fenilalanina, histi-
dina, glicina, isoleucina, leucina, ornitina, serina, tirosina,
treonina e valina;

— presentes em quantidades pequenas ou vestigios — ala-
nina, asparagina, cisteico, cisteina, cistina, etanolomina, gluta-
mina, hidroxiprolina, pipecélico e triptofano.
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Ao longo da maturacdo nota-se um aumento marcado da
igoleucina, metionina e valina: sofrem um aumento ligeiro —
y-amincbutirico, arginina, cisteina, cistina, etanolomina, fenila-
lanina, glicina, histidina, lisina, treonina e triptofano; nfo tém
alteragGes apreciiveis: alanina, aspartico, asparagina, cisteico,
glutdmico, glutamina, hidroxiprolina, histidina, ornitina, prolina,
serina, tirosina e treonina.

No aspecto qualitativo ndo se notam, neste ensaio, dife-
rengas aprecidveis entre as varias castas.

No aspecto quantitativo, as castas Vital e Santarém parecem
ter um comportamento muito semelhante, apresentando maiores
teores que as outras castas dos aminodcidos -— asparagina, cis-
teico, glutamina, leucina, lisina e metionina. A casta Vital
apresenta-se com mais prolina que as outras castas, o mesmo
acontecendo com o Santarém relativamente a valina.

RESUMO

Incidiu este estudo sobre algumas das castas tradicionais
da Regido do Oeste, sendo a avaliaco dos teores de aminodcidos
apenas semi-quantitativa.

Para o efeito, procedeu-se ao estudo de téenicas a usar
para a extraccio e identificacio dos aminoacidos.

Verifica-se o aumento marcado, ao longo da maturacéo,
de alguns aminoacidos. Quanto & comparacio das varias castas,
no aspecto qualitativo, ndc se notam diferencas aprecidveis do
casta para casta, havendo, contudo, algumas diferencas no
aspecto guantitativo.

RESUME

Le sujet du travail a été 1'étude de I'évolution des ami-
noacides pendant la maturation du raisin de quelques cépages
de la Région Ouest.

Nous n’avons pas observé differences trés significatives
parmis les cépages, sous le point de vue qualitatif; du point
de vue semi-quantitatif, quelques differences ont été observés.

Le travail a compris aussi I'"étude des techniques d’ex-
traction, séparation et identification des aminoacides.
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SUMMARY

This study obhserved the aminoacids’ evolution through the
grape ripening of some: of the most representative grape-vines
of the West Region of Portugal.

It includes the essay of extraction and identification
tecnics of the aminoacids, to be used through the study. Only
a semi-quantitative evaluation was obtained.

The - aminoaeids’ concentration  increases through  the
ripening. No representative qualitative differences in the grape-
-vines were observed. However, considering quantification, some
differences 'were observed.
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