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INTRODUCAO

no metabolismo das plantas. Enquanto que os animais

dependem de um fornecimento alimentar de certos ami-
noacidos «essenciais», os vegetais superiores e alguns microorga-
nismos sfo capazes de sintetizar todos os aminoicidos de que
necessitam para a formacio de proteinas.

Importantes trabalhos permitiram, no decurso dos tltimos
anos, a descoberta no reino vegetal de novos aminoécidos livres
ou ndo proteicos, os quais nfio sio geralmente constituintes
principais das proteinas, e cuja biossintese se pode comparar
& dos alcaldides.

A introducio das técnicas cromatograficas marcou o inicio
de uma revolu¢do no dominio da. quimica orginica das subs-
tdncias naturais da bioquimica vegetal.

[4
(6 bem conhecida a importincia fundamental dos aminoacidos
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A técnica da cromatografia de particdo, de Martin e Synge,
foi aplicada pela primeira vez em 1941, precisamente & sepa-
racdo de aminoicidos, e DENT, STEPKA & STEWARD (1947) apli-
caram a cromatografia bidimensional em papel ao estudo dos

compostos azotados soltiveis dos organismos vegetais. A cro-

matografia em coluna de resina permutadora de ides, intro-
duzida por STEIN & MOORE (1948), permitiu separar e purificar
os amino4cidos e proceder ao doseamento dos 20 aminoacidos
das proteinas.

A estas técnicas seguiu-se a electroforese e a cromatoe-
lectroforese em papel — LEDERER (1955), GEHRLAXHE et al. (1954
e 1957), GMuELIN (1959) —, a cromatografia e electroforese em
camada delgada e a electroforese continua em papel.

O rapido desenvolvimento registado ultimamente pela
cromatografia em fase gasosa fez que esta técnica se apre-
sentasse como o passo seguinte na evolucdo dos métodos para
a determinacao dos aminoécidos.

O nosso trabalho tem por objectivo a analise dos aminoa-
cidos livres dos vinhos por cromatografia em fase gasosa, e ©
estabelecimento da  correlacdo entre esta técnica e a croma-
tografia em papel, com o fim de permitir a realizacdo mais
rapida e eficaz de experiéncias que interessem aos enologos,
relacionadas com a presenca nas uvas, nos mostos e nos
vinhos de aminoicidos correntes em quantidades varidveis, ou
de aminoacidos especiais, caracteristicos e diferenciadores.

I— GENERALIDADES

1. Estrutura dos aminoacidos livres

Os novos aminoacidos sio na sua maioria homologos ou
derivados dos aminoacidos das proteinas. Encontram-se no en-
tanto, nesses compostos, estruturas particulares raras nas subs-
tancias naturais (estrutura ciclopropanéica no 4cido 1. amino-
ciclopropano 1. carboxilico, estrutura azetidinica no acido
azetidino 2. carboxilico e nas penicilinas). Assinale-se também
que o grupo metilénico da hipoglicina «A» do acido y-metilglu-
tAmico e da y-metilenoglutamina nfo se encontra nas estruturas
dos amino4cidos proteicos, e que os aminoécidos livres insa-
turados sio muito raros, s6 muito recentemente se tendo isolado
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os primeiros acidos monocarboxilicos com um radical «R» insa-
turado (DARDENNE & CaASIMIR, 1968).

2.  Metabolismo dos aminodacidos

Os aminoacidos proteicos desempenham um papel funda-
mental no metabolismo do  azoto.

Quanto a importincia dos aminoacidos livres na biossintese
e na degradacdo das substincias azotadas, ela nio é ainda bem
conhecida, mas é possivel que alguns dos componentes deste
grupo de novas substdncias intervenha em vAarias fases do
metabolismo celular.

Assim, FOWDEN mostrou que a homoserina é um interme-
diario da producdo de treonina e de metionina a partir do 4cido
agpartico (1962a), que a p-alanina pode formar-se a partir da
descarboxilagdo do 4cido aspartico (1962a), que os 4cidos a-ami-
noadipico, pipecdlico e a-e-diaminopimélico se encontram impli-
cados na degradacgdo da lisina (1964). Sabe-se igualmente que
existem ligacbes estreitas entre os novos aminoécidos e os
e-cetodcidos, portanto também com os fendmenos de transa-
minac¢do (FOWDEN & WEBB, 1955).

e

3. Distribui¢io dos aminoacidos livres

A reparticdo dos aminodcidos livres nos diferentes meios
vegetais é muito varidvel. Alguns deles encontram-se em
grande niimero de espécies, como o 4cido «-aminobutirico e a
f-alanina, enquanto que a reparticio de outros & limitada e
caracteristica. Podem encortrar-se presentes em concentracdes
e]ev.adas ou em vestigios e a sua concentracio pode mesmo
variar, em cada planta, de 6rgdo para o6rgdo e conforme o
estado de germinacio.

4. Importancia dos aminoacidos livres, e da sua analise
por cromatografia em fase gasosa

Estdo ainda a ser estudados, através de grande ntimero
fie trabalhos em curso, resultados que permitirdo concluir da
importancia biolégica destes compostos.
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Contudo, a presenca de aminodcidos livres permitiu ja
resolver problemas importantes de diferenciacio de espécies,
e sugere continuamente a realizacdo de novas experiéncias.

Do ponto de vista bot&nico, é de crer que espécies vizinhas
apresentem semelhancas na sua composicdo qualitativa em
aminoécidos, e que alguns géneros ou espécies se diferenciem
entre si pela presenca de um aminoacido especial ou de um
grupo de novas substincias azotadas naturais. Por exemplo,
a presenca do Acido pipecélico no género Vigna permite dife-
rencid-la do género Phaseolus (CASIMIR et al., 1966), e BELL
(1962) mostrou, estudando a reparticdo dos aminoicidos de
49 espécies de Lathyrus e de varias espécies de Vicia, que o
género podia ser dividido em varios grupos de espécies, carac-
terizada cada uma delas por um conjunto de varios compostos.
Esta classificacdo em grupos por via quimica corresponde a
classificacio baseada em estudos citolégicos e nos critérios
classicos de taxonomia. ,

J4 se acompanhou, por exemplo, a maturacdo das uvas
estudando a reparticio dos seus aminoécidos (SILBER, 1963).

BeELL demonstrou, na alimentacfo animal, o efeito toéxico
de alguns aminoacidos, em particular a g-cianoalanina e o acido
a-y-diaminobutirico (1963). A g (y-glutamilamina) proprionitrilo
provoca no  rato deformacBes do esqueleto (SHILLING &
STRONG, 1954).

Por outro lado, estd a ser estudado o papel que poderao
desempenhar os novos aminoécidos - como  inibidores  dos
enzimas.

A anilise dos aminoacidos hvres e proteicos por  croma-
tografia em fase gasosa, por se revelar um processo, além de
mais rapido, muito sensivel, permitindo a determinacdo de
quantidades minimas daqueles compostos que ndo seria possi-
vel realizar por outras técnicas de analise, constitui uma con-
tribuico importante para os progressos da genética, bioquimica
das proteinas, ciéncias agricolas, nutricdo, investigagio mé-
dica, ete. ]
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II — A ANALISE DOS AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA
EM FASE GASOSA

1. Consideracdes gerais

As dificuldades da anilise dos aminoacidos por cromato-
grafia em fase gasosa residem nas caracteristicas especificas
destes - compostos — fraca volatilidade, polaridade devida aos
grupos —COOH. e —NH, grande variedade de estruturas e
degradacado a temperatura elevada.

Torna-se, portanto, necessaria a transformagao dos ami-
noacidos em derivados volateis estdveis a temperaturas ele-
vadas. Devido as grandes diferencas de estrutura que podem
apresentar-se (aminoacidos policarboxilicos, poliaminados, hi-
droxilados, ciclicos, ete.), a escolha do derivado torna-se difieil,
¢ apesar de terem sido publicados sobre o assunto numerosos
trabalhos, varios autores continuam a estudar a questdo.

Os. derivados estudados até agora podem dividir-se em
quatro grupos principais: os obtidos por degradacio dos
aminoécidos, os formados por ciclizagdo, os formados por mo-
dificacdo do grupo aminado ou carboxilico, e os duplos deri-
vados. Sdo estes altimos aqueles que melhor respondem as
condicoes de analise.

2. Resumo histérico

Desde 1956 grande ntmero de derivados tém sido investi-
gados tendo em vista a sua utilizagdo na separacio dos ami-
noacidos por cromatografia em fase gasosa.

As primeiras separacOes foram realizadas por HUNTER,
Dmvrck & CorseE (1956), que transformaram os aminoicidos em
aldeidos pela accdo da ninidrina. BAYER, REUTHER & BORN
(1957) separaram os ésteres metilicos de alguns aminoacidos
simples utilizando uma coluna de silicona e caproato de sédio.
No ano-seguinte, BAYER (1958) obteve separacdes de ésteres
N-trifluoroacetilados e YOUNGS (1959) efectuou a separacio dos
ésteres n-butilicos N-acetilados da glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina e prolina.

A partir de entdo muitos trabalhos tém sido dedicados
a analise dos aminodcidos por cromatografia em fase gasosa.
DARBRE et al. (1965a, 1965b, 1967) e BLAU et al. (1963, 1965a,



— —

1965b, 1967) estudaram 0s ésteres amilicos N-trifluoroaceti-
lc?dos, e RUHLMANN et gl (1961, 1963, 1965) os ésteres trime-
tilsililicos dos 4cidos N-trimetilsililados. Merecem destaque
0s trabalhos de GEHRKE, que aperfeicoou o emprego dos ésteres
n-butilicos N-trifluoroacetilados.

Os trabalhos publicados actualmente visam o aperfeicoa-
mento dos métodos ji descritos na literatura, com o objectivo
sobretudo da anilise quantitativa.

3. Os ésteres butilicos dos aminoacidos N-trifluoroacetilados.
Bibliografia

- Entre os métodos utilizados para a obtencdo de derivados
mails volateis que permitam g analise dos aminoécidos por
cromatografia em fase gasosa, os mais estudados tém sido
aqueles através dog quais se bloqueiam simultineamente og
grupos —NH, e - COOH.

N O método da N-trifluoroacetilagéo foi introduzido na este-
rificaciio dos amino4cidos porque os ésteres assim obtidos
pf)s§uem um elevado grau de volatilidade e podem portanto ser
rapidamente separados bor cromatografia em fage gasosa.

] .:E‘oi ETTRE (1962) quem Separou pela primeira vez 10 ami-
noacidos sob a forma de ésteres butilicos N-trifluoroacetilados
(TAB) utilizando colunas capilares de 21 a 45 m contendo QF-1.

] ZOMZELY et al. (1962) separaram 19 derivados de ami-
noacidos proteicos. '

~MAK‘ISUMI et al. (1963) estudaram principalmente a sepa-
racao dos derivados da leucina, utilizando NPGA a 2% sobre
Chromosorb W a 142°C e 181°C.

. Marcucct et al. (1965) empregaram uma resina (Amber-
lite 15 e Dowex 50 x 4) como catalizador da esterificacdo pelo
butanol. Compararam vérias fases estacionérias e concluiram que
a NPGS, EGSS-X e Carbowax 20M eram as que permitiam
melhores resultados. Aplicaram o método 3 separagio dos
derivados da prolina nas proteinas,

‘ STEFANOVIC & WALKER (1967) mostraram que a ordem de
eluicdo dos aminoacidos depende grandemente da relacfio fase
estaciondria — suporte, devido a uma interacciao dos grupos
polares dos aminoicidos e os da fase estacionéria, e procura-
ram melhorar a separacio fazendo variar aquela relacio. Com
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base nos resultados obtidos, separaram os TAB sobre EGA
0,65 % e fizeram aplicacdes a hidrolisados de proteinas.

Os trabalhos de PFEIFFER et al. (1967) tiveram por objectivo
comparar as separacOes de ésteres amilicos, butilicos e meti-
licos dos aminoécidos. “

O estudo mais exaustivo dos TAB foi efectuado por
GEHRKE et ol (1965 a 1968), LAMKIN & GEHRKE (1965) e ROACH
& GEHRKE (1969a e 1969Db).

Os derivados foram preparados do seguinte modo: & mis-
tura de aminoicidos juntava-se metanol contendo 1,2 meq. de
HCI anidro. Apé6s 30 minutos eliminava-se o metanol em excesso
por evaporagao no vacuo a 60°, Adicionava-se entio uma solucédo
de butanol-HCI e aquecia-se durante trés horas a 100° C, elimi-
nando-se depois o excesso de butanol. Os cloridratos dos ésteres
eram entdo trifluoracetilados por uma solucdo de anidrido tri-
fluoroacético em diclorometano. Apés duas horas de reaccao
a 25°C, o anidrido e o CH,CL, eram eliminados, e dissolviam-se
os ésteres butilicos N-trifluoroacetilados em CHCI, anidro.

A transformacfo inicial em ésteres metilicos seguida de
transesterificacio pelo butanol revelou-se necessaria devido 3
insolubilidade de alguns aminoacidos basicos no butanol.

Nestas condigles, o triptofano dava origem a dois deri-
vados (mono e diacetilado), e por outro lado a arginina con-
vertia-se num sal trifluoroacético ndo volatil que se trans-
formava parcialmente em ornitina apés o inicio da analise.

Por estas razdes, os autores introduziram algumas modi-
ficacbes no método de acilacdo inicial. Esta passou a ser
efectuada a 150° durante 5 minutos, em tubo selado, devido &
elevada volatilidade do anidrido trifluoroacético. Este método
de acilagdo permite obter derivados completamente acetilados
para os vinte aminoécidos das proteinas.

A injeccio directa na coluna (injector de vidro) impede
as degradacOes observadas em presenca de «flash heaters.

Os autores compararam diferentes fases estacionérias
(poliésteres, silicona e outras) de forma a obterem uma sepa~
racdo completa dos vinte aminoacidos das proteinas. Como
nenhuma resolvesse o problema de forma inteiramente satis-
fatoéria, foram ensaiadas fases estacionirias mistas ou em série.

Os melhores resultados foram com uma fase mista cons-
tituida por 0,75-0,25 % de DEGS — EGSS-X sobre Chromo-
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sorb W lavado com é&cido, utilizada com programacio de tem-
peratura de 67°C a 218°C.

Foram calculadas as respostas molares relativas ao 4cido
giutdmico, que se revelaram reprodutiveis para os dezanove
aminoacidos, e calculado o rendimento dos derivados, que se
revelou ser superior a 97 %. Foi também feita a aplicacdo do
método a hidrolizados de proteinas (gliuten, K-caseina, ete.).

Apé6s haverem constatado uma resolucdo incompleta dos

vinte aminoacidos, GEHRKE, ZUMWALT & WALL (1968) estuda-

ram os principais factores que influenciam a separacio. Visto
a presenca de agua provocar a hidrdlise dos derivados, con-
cluiram que se poderia melhorar a eficiéneia da coluna reti-
rando toda a Agua do suporte, eliminando-se assim parcial-
mente a interac¢do entre o suporte e o derivado. Aqueceram
portanto os suportes, e constataram uma melhoria de separacio
sobre as colunas cujo suporte havia sido aquecido entre 450° C
e 600°C. Notaram igualmente um abaixamento das tempera-
turas de retencio.

Concluiram igualmente os referidos autores que a coluna
de EGA sobre Chromosorb G aquecido a 600° C durante 15 horas
era a que dava melhores resultados na separacio de dezassete
aminoacidos. Para a arginina, histidina e cistina, ensaiaram
como fases estaciondrias a DC-550 e OV-17, revelando-se esta
Gltima a mais eficaz. Contudo, o derivado diacetilado da histi-
dina, pouco estavel, transformava-se facilmente em monoace-
tilado. Uma injeccdo de butanol imediatamente apés a injeccdo
dos derivados no cromatédgrafo permitia uma conversio quan-
titativa do derivado diacetilado em monoacetilado. Porém, os
resultados obtidos por esta técnica dependiam de certo ntimero
de pardmetros cromatograficos e instrumentais. Por essa razio
RoACH, GEHRKE & ZUMWALT (1969) introduziram trés métodos
diferentes para a separacdo e anilise quantitativa da histidina.
Em dois desses métodos utilizaram os derivados n-butil N-TFA :
no primeire, o derivado diacetilado é convertido em monoace-
tilado pela remoclo do excesso de anidrido trifluoroacético: no
segundo método a histidina é analisada através do seu derivado
diacetilado, formado na coluna cromatografica por injeccdo
de 4yl de anidrido trifluoroacético, e cromatografada sobre
OV-22. E no terceiro método a histidina é convertida no deri-
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vado trimetilsililico (TMS) pela bis (trimetilsilil) trifluoroaceta-
mida (BSTFA) e cromatografado numa coluna mista de 3 %
w/w de OV-7 ¢ 1,8 % w/w de OV-22. A arginina, triptofano
e cistina sfo também analisadas sob a forma de derivados TMS
(Arg,, Tri;, Cis,) nas mesmas condicoes.

Finalmente GEHRKE ef al. obtém uma separacio completa
dos vinte aminoicidos, utilizando para dezasseis deles uma
coluna de EGA 0,325 % sobre Chromosorb G aquecido, lavado
com acidc (ou EGA 0,65 9% sobre Chromosorb W 80-100 mesh
lavado com acido e aquecido a 140° C durante 12 horas) e para
os quatro aminocidos restantes, uma coluna de OV-17 159
sobre Chromosorb GHT a. w.

As respostas molares relativas ao 4cido glutimico e ao
padrao interno (estearato de butilo) revelaram-se satisfatérias.

HEerB (1968) e GEETS (1969) consideram que a aplicacdo do
método quantitativo de GEHRKE aos meios biolégicos necessita
de grandes precaucGes.

DEL FAVERO ef al. (1969) estudaram os aminoieidos radioac-
tivos e compararam as respostas molares absolutas obtidas com
os TAM, TAB e TAP (derivados n-propil TFA).

Mais recentemente GEHRKE, NAKAMOTO & ZUMWALT (1969)
retomaram o estudo dos ésteres trimetilsililicos de RUHLMANN
& GIESECKE (1961) e RUHLMANN & MICHAEL (1963 e 1965) e
KLEBE et al. (1966), que consideram mais estaveis que os TAB.

Actualmente, outros derivados continuam a ser estudados
por diferentes autores. Assim, RODA & ZAMORANI (1970) utilizam
as feniltiohidantoinas trifluoroacetiladas.

Ill — PARTE EXPERIMENTAL
1. Estudos preliminares
1.1. Protocolo dos ensaios

O objectivo da primeira parte deste nosso trabalho seréd
testar o valor do método estudado por GEHRKE e STALLING com
0 objectivo da aplicacdo & analise dos aminodcidos livres dos
vinhos. Com base nesta sintese bibliografica que acabimos de
fazer escolhemos para a realizacdo do nosso trabalho o derivado
que na altura em que o inicidmos parecia responder melhor aos
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critérios de sensibilidade, rapidez e estabilidade — os ésteres
n-butilicos N-trifluoroacetilados.

Estudaremos a separacao, sobre diferentes colunas, de mis-
turas complexas de aminoécidos puros, tanto aminoacidos pro-
teicos como amino4cidos encontrados no estado livre em diversos
meios biolégicos. Determinaremos também as suas respostas
raolares, com o objectivo da aplicacdo do métedo & analise
guantitativa.

1.2. Reagentes

O metanol, butanol e cloreto de aménio de que nos ser-
vimos provém da firma MERCK, e o anidrido trifluoroacético
da firma FLURA (91720). :

Os aminoécidos utilizados nos ensaios prévios foram for-
necidos por MANN RESEARCH LABORATORIES, excepto: e-amino-
butirico e homoserina: NUTRITIONAL BIOCH. CORP.; norleucina,
leucina e glutamina: THE BRITISH DRUG HOUSE; f-alanina e
asparagina (E. MERCK); glutimico (RIEDEL DE HAEN); y-amino-
butirico (THEODOR SCHUCHARDT) ; S-metilcisteina e fenilalaning
(CALIFORNIA FOUNDATION ‘FOR BIOL. RESEARCH); 4cidos pipe-
cflico e B5-OH-pipecélico e a B-cianoalanina  (CALBIGCHEM).
Os acidos v-hidroxi-y-metilglutamico, G, e G, (1), e a y-glutamil-
-S-metilcisteina provém de meios naturais e foram isolados
nos laboratérios de Quimica Orgénica da «Faculté des Sciences
Agronomiques de I'Etat», em Gembloux,

O HCI puro anidro foi produzido no laboratério num apa-
relho de Kipp pela accdo do H.S0, sobre o NH,CI, tendo sido
secado sobre 4cido sulftirico e Sikkon azul (Fluka).

Prepararam-se as solucées de metanol-HCl e butanol-HCl
1,25 N fazendo borbulhar o HCI £as8080 no metanol (butanol)
através de um tubo capilar, até a solucio conter ~ 50 g
HC1/100 ml. Procedeu-se seguidamente 2 titulacdo com soda
ciustica 1N em presenca de fenolftaleina para determinar a
concentracao em HCL

O estearato de butilo — padrao interno — preparamo-lo se-

gundo o método de VogrL (1962) para a preparacio do acetato
de butilo.

N G e G,—dois diesterecisémeros do 4cido -hidroxy- v -metilglu-
témico, isolados pela primeira vez nos laboratérios de Quimica Orgénica
da «Faculté des Sciences Agronomiques de I'Etaty, Gembloux (G. DARDENNE).
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1.3. Material

Utilizdmos baldes de reaccdo de 100 ml com embocadura
B29 munida de tubos exsicadores de CaCl,; agitador magné-
tico J. K.; banho de parafina em reservatério de aco inoxidavel;
resisténcia de aquecimento com termostato Haake K 21; tubos
de hidrolise; e evaporador rotativo Biichi.

1.3.1. Aparelhagem cromatogrdfica

Cromatografo VARIAN AEROGRAPH HI-FY 600 D com detector
de ionizagio de chama, equipado com programador de tempe-
ratura modelo 326, registador HONEYWELL (- 0,2 a 1 mV), e inte-
grador electronico HEWLETT PACKARD 3370 A. Para as injeccSes
servimo-nos de seringas HAMILTON de 10 pl.

1.3.2. Colunas

Utilizdmos colunas de vidro de 1,5 m e '/, uma de
DEGS — EGSS-X 0,25-0,75 % w/w sobre Chromosorb W 60-80
mesh lavado com &cido (a. w.), e outra de EGA JO,325 % sobre
Chromosorb G 60-80 mesh lavado com 4cido e aquecido prévia-
mente a 6000° C. As fases DEGS e EGA, e os suportes, foram
fornecidos por VARIAN AEROGRAPH, e¢ a fase EGSS-X por
APPLIED SCIENCE LABORATORY.

Nos ensaios para a separacdo da arginina, histidina e
cistina utilizimos uma coluna de vidro de DC-550 a 5 % sobre
Chromosorb W a. w, 60-80 mesh.

O aquecimento do Chromosorb G fez-se durante 15 horas
& temperatura de 600° C, temperatura de activacio que, segundo
GEHRKE, melhora a qualidade da separacao. v

A preparacido dos enchimentos foi efectuada dissolvendo
uma quantidade determinada da fase num dissolvente apro-
priado (CH.CI. ou acetona), e adicionando esta solucdo numa
capsula ao suporte escolhido, na proporcio desejada (w/w) de
forma a que o liquido cobrisse todo o suporte. Depois de
efectuar a mistura a uma temperatura de 60°C, agitando com
uma vareta, evaporou-se o dissolvente sob vazio, a 60°C, no
evaporador rotativo. Eliminaram-se os vestigios de dissolvente
por aquecimento a 100°C durante duas horas.
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1.4. Sintese dos ésteres n-butilicos N-trifluoroacetilados

1.4.1. Reaccoes
A sintese destes ésteres efectua-se em trés etapas:

1 — Esterificacio dos aminoicidos para formar os clori-
dratos dos ésteres metilicos:

R—CH-COOH 4+ CH.OH -—— - "
, + CH, — R»(%H-COOCH3+H2O

S 30 min 250
5 ’ NHJ ClI™

2—_Transesterificagéo dos ésteres metilicos para formar
os cloridratos dos ésteres butilicos:

R— CH — COOCH, +C ,H,0H — ¢!
l »F CaHy OH 0~ r R— CH — COOC, H, + CH, OH

_|_ — :
NH} Cl NHj CI™

> 3 — Acilagdo dos ésteres butilicos pelo anidrido trifluoroa-
cético para formar os ésteres n-butilicos N-trifluoroacetilados:

(CF;C0),0+R — CH— COOC, H, ¥9—°> R — CH — COOC,H,

min

b |
NH; 1 NHCOCF,

1“0.1"na-se necessaria a formacdo dos ésteres metilicos para
permitir a solubilizagio de alguns dos aminoicidos no butanol

1.4.2.  Preparagdo

~Segulu-se a técnica de GEHRKE e colaboradores para a con-
versao dos aminoicidos nos seus TARB.

a) KEsterificacio dos aminoicidos com CH,OH.

Dissolveram-se 60 mg da mistura anid inoaci
ra de aminoacidos em
éO ml de m.etanol-HCl 1,25 N, tapou-se o balio com um tubo de
aCl, e agitou-se a solucdo durante 30 minutos a temperatura

ambiente. Evaporou-se o metanol em €XCesso no e

rotativo a 70°C. vaporador
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b) Transesterificacio dos cloriciratos dos ésteres metilicos.

Adicionaram-se aos cloridratos 10 ml de butanol-HCI 1,25 N
e 1ml de uma solucdo do padrioc interno (estearato de butilo)
em CH.Cl, (2 a 4mg/ml). Adaptou-se ao baldc um tubo de
CaCl, e colocou-se aquele num banho de parafina a 100°C
durante 180 minutos, com agitacio. Eliminou-se o HCl em
excesso no evaporador rotativo a 70°C.

¢) Acilacdo dos cloridratos dos ésteres butilicos.

Adicionaram-se aos cloridratos 4 ml de uma solugdo a 23 %
de anidrido trifluoroacético em CH.CL, e agitou-se a solugéo
durante 15 minutos A temperatura ambiente. Transferiu-se uma
parte da solugio para um tubo de hidrdlise, que se fechou ao
macarico, e se colocou num banho de parafina a 150° C durante
5 minutos (o nivel da parafina nfo deve ultrapassar o do liquido
no tubo).

Para os aminoacidos basicos torna-se necessirio prolongar
a acilacdo durante 15 minutos.

”

1.5. Anadlise de misturas de aminodcidos puros

Foram ensaiadas as colunas referidas em 1.3.2. para a
separacio dos aminoécidos proteicos, fazendo variar os débitos
de gas e a programacdo de temperatura de forma a obter a
melhor separacio possivel dos derivados.

Os melhores cromatogramas foram obtidos com a coluna
mista DEGS — EGSS-X com um débito de azoto de 20 ml/min,
e uma programacao de temperatura de 4°/min.; e com a coluna
de EGA com um débito de azoto de 20 a 30 ml/min. e progra-
macdo de temperatura de 2°/min. Na Fig. 1 apresenta-s2 um
dos cromatogramas obtidos nessas condigoes.

Procurimos posteriormente obter a separagdo sobre estas
duas colunas de 15 aminoacidos especiais: 4cido «-aminobutirico,
-alanina, norleucina, S-metilcisteina, 4cido v-aminobutirico, ho-
moserina, asparagina, glutamina, &cido y-hidroxi-y-metilgluta-
mico, G,, G., ornitina, acido pipecdlico, acido 5-OH-pipecélico e
P-cianoalanina.
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’, QUADRO I
| DEGS — EGSS-X EGA
5 15 f’ Aminoacides ;;Temopéret- —_— Temopéret. MR
1 hog (’ Alanina . . . . . . . . . 107 0,35 99 0,31
2 | Valina e e e e e e e 112 0,49 104 0,43
o5 Glicina . . . . . . . . .| 116 0,26 109 0,10
ol | Isoleucina . . . . . . . .| 117 052 | 110 0,42
I s 7 ] | \J : Leucina . . . . . . . . . 121 0,50 114 0,41
| | 8 / 1 17 ! Treomina . . . . . . . .| 128 0,45 119 0,23
| 1 1 Prolina . . . . . . . . .| 129 0,37 120 0,12
| U U/L ‘ Serina . . . . . . . . .| 134 0,37 124 0,26
- . v ‘ Cisteina . . . . . . . . .| 145 0,20 | 139 0,10
3 5 10 15 20 2 = , Metionina . . . . . . . .| 147 0,35 | 145 0,10
30 MM, Hidroxiprolina . . . . . .| 151 0,47 147 0,34
— i ; . - Fenilalanina,. . . ., . . . , 153 0,50 148 0,15
; _élimna 7:S‘?rm,a 18 — Acido glutamico Acido aspértico . . . . . .| 157 0,51 150 0,34
alna 8 — Cisteina 14 — Tirosina Acido glutamico 169 0,58 165 0,34
3~G1101na. 9 — Metionina 15 — Estearato de butilo Tirosini L 178 0’16 176 0)19
4 — TIsoleucina 10— Hidroxiprolina, (padréo interno) Lisi L 194 0’27 ,b
5 — Leucina 11 — Fenilalanina 16 — Lising ls.ma oo e ; ’ (a) (®
6 — Prolina 12— Acido aspartico 17 — Triptofano Triptofano . . . . . . . . 198 0,20 (a) (b)
Fig. 1— Andlise por cromatografia em fa ‘ Acido z-aminobutirico . . . . 110 0,27 102 0,15
T se gasosa de uma mistura B-alanina . . . . . . . . 121 0,32 114 (b)
de aminodcidos puros. Coluna de DEGS — EGSS-X; débito de azoto: Norleucina . . . . . . . . 125 0,48 115 0,17
20 ml/min.; temp. in.: 75° C; progr.: }°/min. Volume nj.y 1 ul Ac. pipecolico . . . . . . . 125 (’b) '
S-metilcisteina Coe e e 134 0,38 129 0,12
Dio- d _ : Acido y-aminobutirico . . . . 138 0,35 132 0,13
0-se no Quadro I as temperaturas de retencdo e as res- , Homoserina . . . . . . .| 145 0,28 138 (b)
postas molares relativas (r. m. r.) (*) ao estearato de butilo ! Acido 5-OH-pipeco6lico . . . . 148 (b)
dos 32 aminoAcidos separados sobre as colunas de DEGS — Asparagina . ... L) 15T 0,30 150 0.16
EGSS-X e EGA n Pad 213 . ' g-cianoalanina . . . . . . 158 (b)
as condi¢Oes de analise referidag, ;; Glutamina . . . . . | 169 (b) 1685 0,18
~ -hidroxi-~-metilglutdmico . . 176 0,27 174 (b)
G, ... 176 (c) 169 (c)
* Area do pico do aminoacido ; G, . ... 180 (c) (c) (¢)
[‘NESS_{] Ornitina . . . . . . . . . 186 0,27 (d) (4
RMR aa/p = ; P. M. | aa. .
Area do pico do padrio interno
Massa (a) — Eluido a temperatura superior & temperatura limite da coluna
[ P. I\TJ p (195° C).
RMR _ ) (b) — N&o determinado. .
aa/p = Resposta molar relativa de qualquer aminoacido (¢) — N&o determinado por néo dispormos de G, e G. em quanti-
em relagdo ao padréio interno. ' dade suficiente.

(d) — Néac eluido.
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1.6, Conclusées

O conjunto dos ensaios realizados sobre os 35 aminoacidos
permite tirar as concluses que adiante apresentamos.

De forma geral os rendimentos da sintese parecem conve-
nientes e suficientemente reprodutiveis.

Os derivados n-butilicos N-trifluorcacetilados de todos os
aminoécidos sofrem uma degradacio variavel no tempo (GEETS,
1969). Torna-se portanto indispensével injectar os extractos ime-
diatamente apés a sintese.

A aparigio de picos fantasmas exige uma grande prudéncia
na interpretacio dos resultados qualitativos.

A separagdo dos ésteres n-butil N-trifluoroacetilados dos
20 aminoacidos proteicos nao é possivel sobre uma tinica fase
estacionaria.

As colunas de EGSS-X -— DEGS 0,25-0,759% ou EGA 0,325 %
permitem separacfes satisfatérias de 17 dos 20 aminoacidos
proteicos e resolvem grande parte dos problemas de identifi-
cacdo de todos os aminodeidos livres ensaiados. Através das
respostas molares relativas dadas no Quadro I verifica-se que
@ coluna de EGSS-X — DEGS apresenta maior interesse para a
determinaciio quantitativa, tendo nés recorride 3 coluna de
EGA apenas para confirmacio de algumas identificacdes, e
para a separacao do par S-metilcisteina — serina.

Conclui-se, porém, da apreciacio das temperaturas de
retenclo apresentadas no Quadro I, que néo e possivel separar
socbre uma mesma coluna todos os 32 aminoicidos utilizados
nos nossos ensaios (além da arginina, histidina e cistina).
Verifica-se que alguns amino4cidos possuem praticamente a
mesma temeperatura de retengdo (casos da serina e S-metilcis-
teina, leucina e B-alanina, ete., sobre EGSS-X — DEGS).

E dada a complexidade dos cromatogramas obtidos e o
grande nimero de aminoicidos livres existentes, torna-se evi-
dente a dificuldade que apresenta a separacdo completa por
cromatografia em fase gasosa dos aminoAcidos livres de um
meio biolégico complexo. Pensamos que a separacio prévia dos
aminoacidos em grupos, sobre coluna (resina Dowex 1 X 2,
forma H+), e a anilise posterior por cromatografia em fase
gasosa das varias fases recolhidas poderia em certos casos
ajudar a resolver uma parte dos problemas de identificacdo.
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Porém iriamos assim prescindir de uma das vantagens que se
esperam do método: a rapidez da anéilise. ' ‘
Observamos ainda que a asparagina, a glutamina, e peptidos
presentes (casos da y-glutamil-S-metilcisteina) s&o qyase com-
pletamente hidrolisados através do processo da srlnjcese——a
agsparagina em Aacido aspartico, a glutamlng, fem’amdo’g'lu-
timico, a y-glutamil-S-metilcisteina em S-metilcisteina e .acxdo
glutdmico, ete. Em consequéncia, forma-se o meS{ng derlva’do
para os dois compostos de cada um dos pares acido aspéar-
tico — agparagina e acido glutémico—glut'ar.mna, por exer.n‘plo,
o que na analise dos amino4cidos livres d1f1cu%ta a identifica-
cdo dos compostos que sofrem hidrélise e falseia os resultados

guantitativos.

Portanto: |

1. Cremos que a cromatografia em fase gasosa dos éstereF
n-butilicos dos aminoacidos N-trifluoroacetilados & aplicavel 2
anilise tanto dos aminoacidos das proteinas, como dos ami-
no4cidos livres dos meios biologicos. A utilizacéo de duas colu-
nas pode servir a identificacéo dos aminoicidos de um extracto,
ou confirméi-la. , :

2. Pode a cromatografia em fase gasosa constituir um ele-
mento fnuito atil como complemento das outras técnicas cro-
matograficas, em particular da cromatografia em papel, para
¢ estudo dos aminoacidos livres de meios biolégicos complexos.

3. Pode, no entanto, ndo ser viavel proceder & identi‘ficg-
cdo e analise quantitativa em meios biolégicos de alguns ami-
noacidos livres por cromatografia em fase gasosa: quando no
extracto se encontrem presentes peptidos ndo separados na pre-
paracdo prévia da amostra, ou em que néo‘ se torne possivel
separar esses aminoacidos, mesmo sobre mais de uma coluna,
de outros que porventura estejam presentes, dado o grande
namero de aminodcidos livres que podem existir.

2. Aplicacdo a analise dos aminoacidos livres dos vinhos

2.1. Protocolo experimental

AplicAmos o método de conversio dos aminoacidos puros
nos seus derivados n-butil N-trifluorcacetilados ao estudo dos
aminoacidos livres de dois vinhos portugueses. Compararam-se
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seguidamente os resultados obtidos por cromatografia em fase
gasosa com os obtidos por cromatografia em papel, com o
objectivo de concluir das possibilidades do método na identifi-
cacao e andlise quantitativa dos aminoacidos livres dos vinhos.

2.2. Material biolégico

Utilizdmos para este estudo dois vinhos portugueses for-
necidos pelo Centro Nacional de Estudos Vitivinicolas, e desig-
nados por «Dao» e «Torres Vedras 3».

2.3. Isolamento dos aminodcidos livres dos vinhos

Quando um extracto de um meio biolégico se destina a
ser analisado por cromatografia, torna-se necessirio eliminar
as substincias interferentes.

As técnicas descritas baseiam-se geralmente no emprego
de resinas permutadoras de ies. ‘

Para esta purificacdo seguimos o método de THOMPSON
et al. (1959), que consiste em fixar sobre uma resina permu-
tadora de catides fortemente 4cida todos os aminoacidos, pepti-
dos, e catides. Osg anides, glacidos, e em geral todas as subs-
tncias nao ionizadas, passam para o filtrado.

A lavagem da resina por uma solugdo tampéo apropriada
elui quantitativamente os aminoacidos, enquanto os catides
minerais ficam fixados sobre ela.

Efectuamos a purificacio sobre uma coluna de Amberlite
IR 120 (forma H-+, 100-120 mesh), de 50 cm de altura e de
4 cm de didmetro.

Depois da passagem do extracto alcodlico sobre a coluna
lavamos esta com 4lcool para arrastar o miximo de pigmentos.
Procedemos em seguida & lavagem com 4gua até a eliminacio
do alcool, e eluimos os aminoicidos com NH. 1 N. A pas-
sagem dos aminodcidos pode ser seguida pela reaccio da
" ninidrina.

No final da elui¢io evaporamos a baixa pressdo e a 600° C
o filtrado amoniacal até 3 eliminacdo de vestigios de NH,, e
recuperamos o residuo com um minimo de agua destilada
(2,5 ml).

Os cromatogramas em papel foram obtidos a partir desta
solucio.
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A fim de satisfazer as condi¢Ges de sintese e de analise
por cromatografia em fase gasosa, secémosr a sclucdo em pre-
senea de P,O; até a eliminacfo de toda a agua presente.

No fim das operagbes verificAmos que, de um volume~ de
vinho inicial de 100 ml, se haviam extraido, do vinho «Daos,
76 mg de aminoicidos livres, e do vinho «Torres Vedras 3»,

34 mg.

2.4. Estado cromatogrdfico

Compardmos a composicdo em aminoacidos dos extractos
assim obtidos por cromatografia em papel e por cromatografia
em fase gasosa.’

2.4.1. Cromatografia em papel

IdentificAmos por cromatografia bidimensional em papel
os aminoécidos livres de dois vinhos.
Como solventes utilizdmos:

1) 'Butanol-acido férmico-aAgua, nas proporgdes de 75 de
. butanol, 15 de Aacido f6rmico e 10 defagua (v/v).
2) TFenol saturado por um tampfo a pH 4,2.

Efectudmos a separacdo sobre papel Schleicher & Schull
2043b, levando a efeito o desenvolvimento pelo fenol no sentido
de progressdo mais rapido. .

As Fig. 2 e 3 mostram as separagdes obtidas para os
aminoacidos dos dois vinhos analisados.

2.4.2. Cromatografia em fase gasosa
2.4.21. Sintese dos derivados

Secaram-se em presenca de P,0; os residuos provenientes
da purificacdo sobre coluna. Tomamos 19 mg de aminoacidos
do vinho «Dio» e 11 mg de amincécidos do vinho «Torre§ Ve-
dras 3», e preparamos os derivados n-butil N-trifluoroacetilados
como foi descrito em 1.4.2., comecando igualmente por dissclver o
residuo em 10 ml de metanol-HCl 1,25 N. A quantidade de ani-
drido trifluoroacético utilizada na acilacio foi reduzida para 3 ml
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Fig. 8 — Cromatograma dos aminodcidos do vinho «Torres Vedras 8.
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2.4.2.2. Condicoes de anilise

Utilizamos as mesmas condi¢des cromatograficas que em
1.5. para a analise dos aminoicidos puros. As condicBes de
obtencéo dos cromatogramas representados nas figuras 4 e 5
foram as seguintes: coluna de EGSS-X—DEGS 0,25-0,75% sobre
Chromosorb W a. w. 60-80 mesh; temperatura inicial de 75° C;
programagdo de 4°/min.; injector a 245° C; azoto com um débito
de 20 ml/min.; detector de ionizacio de chama; registador
Honeywell; velocidade do papel — 1,4 mm/min.

Para a obtencdo do cromatograma da figura 6: coluna de
EGA 0,325 9% sobre Chromosorb G 800° a. w. 80-100 mesh, a
uma temperatura inicial de 75° C e programacio de temperatura
de 2°/min., débito de azoto de 20 ml/min.; e velocidade do papel
1.4 mm/min.

2.4.3. Resultados

Os resultados da analise tanto por cromatografia em fase
gasosa como por cromatografia em papel encontram-se resu-
midos nos Quadros II, III, TV e V.

Em face destes resultados, hi a assinalar:

1 — A presenga nos cromatogramas obtidoé, para ambos
os vinhos, por cromatografia em fase gasosa, de
5 picos nao identificados.

2—A presenca de aminoicidos especiais em grandes
quantidades, em especial dos acidos pipecolico e 5-OH-
-pipecolico em ambos os vinhos analisados, e do 4cido
4-OH-pipecolico no vinho «D&o», e que se ndo encontra
no vinho «Torres Vedras 3».

Legenda das Figs. 2 e 3:

1-— Alanina 12 — Asparagina
2 —Valina 13 — Ornitina
3 — QGlicina 14 — Ac. ~+-NH,-butirico
4 — Iscleucina 15 — Acido pipecélico
5 — Leucina 16 — Acido 5-OH-pipecélico
6 — Treonina 17— Né&o identificado
7 — Prolina 18 — N4o identificado
8 — Serina 19 — Nao identificado
9 — Acido aspartico 20 — Tirosina
10 — Acido glutamico 21 — Acido 4-OH-pipecélico

11 — Arginina
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Fig. }— Andlise por cromatografia em fase gasosa dos aminodcidos
livres do vinho «Ddo». Vol. inj.: 1 ul
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Fig. 5 — Andlise por cromatografia em fase gasosa dos aminodcidos
livres do vinho «Torres Vedras 3». Vol. inj.: 1 ul.

Legenda das Figs. 4 e 5:

1-— Alanina 7 — Treonina e prolina
2 -~ Ngo identificado () 8 — Serina

3 -—Valina 9 — Acido y -NH,-butirico
4 — Glicina 10 — Né&o identificado

5 — Isoleucina 11 — Cisteina

6 -— Leucina, 12— Metionina

(*) Supomos tratar-se do &cido » -aminobutirico.
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QUADRO II
Resultados da andlise cromatogrdfica do vinho <«Ddos

Aminodcidos (mg deC:a(/:‘IOO ml) (int.cfizr:.nf’::;:as)

Alanina . . . . . . . . ... . . 0,130 5
Valina . . . . . . . . . . .. 0,020 1
Glicina . . . . . . . . . . .. 0,110 3
Lsolegcina e e e e 0,020 1(g)
Leucina . . . . . . . . . . . . 0,035
Treonina 5
Prolina e e e e e 14,550 (a) 6
Serina . . . . . .. . L L. 0,055 3
Cisteina . . . . . . . . . . . . 0,035 (h)
Hidroxiprolina . . . . . . . . . (b) (1)
Metionina . . . . . . . . . L. (b) —
Fenilalanina . . . . . . . . . . (b) —
Acido aspértico . . . . . . . . . 0,205 3
Acido glutdmico . . . . . . ., . . 0,240 3
Tirosina . . . . . . . . . . . . 0,185 1
Ac. y-aminobutirico . . . . . . . 0,240 4
Triptofano . . . . . . . . . . . (b) —
Lisina * . . . . . . . . . . . . (b) (h)
Arginina e e e e (e) 2
Asparagina . . . . . . . . . . (d) 2
Ac. pipecélico . . . . . . . . . (e) 5
Ac. 4-OH-pipec6lico . . . . . . . () 3
Ac. 5-OH-pipec6lico . . . . . . . (f) 4

(a) — N&o separados; eluidos com o 4cido pipecélico.

(b) —Em vestigios ou ndo determinados.

(¢) — Néo eluido.

(d) — Eluido com o 4cido aspéartico.

(e) — Eluido com a treonina e a prolina.

(f) —Nao identificado no cromatograma.

(g) — Nio separados.

(h) —De dificil identificagio com os solventes utilizados.

(i) — N&o reage i ninidrina.
Legenda das Figs. 4 ¢ 5 (cont.):

13 — Hidroxiprolina 19 — (Fig. 4) — Tirosina

14 — Fenilalanina (Fig. 5) — Nao identificado

15 — Acido aspértico 20 — Padrédo interno

16 — Nao identificado 21 — Néo identificado

18 — Acido glutdmico 22 — Triptofano

23 — Néo identificado
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QUADRO III

Resultados da andlise cromatogrdfica do vinho «Torres Vedrass

Aminoécidos

CFG
(mg de 2a/100 ml)

Crom. papel
(int. das manchas)

Alanina

Valina

Glicina

Isoleucina

Lieucina

Treonina

Prolina

Serina

Cisteina
Hidroxiprolina
Metionina
Fenilalanina

Acido aspartico
Acido glutamico .
Tircsina . .
Ac. ~-aminobutirico
Triptofano

Lisina

Arginina
Asparagina

Ac. pipecélico

Ac. 4-OH-pipecélico
Ac. 5-OH-pipec6lico

0,215
0,075
(b)
{b)
0,155

9,765 (a)

0,185
0,140
(b)
(b)
(b)
0,215
0,635
0,355
0,405
(b)
(b)
(c)
(d)
(e)
()
(f)

N

(a) — N&o separados; eluidos com o #cido pipecélico.

(b) —Em vestigios ou nédo determinados.

(c) — Néo eluido.

(d) — Eluido com o &cido aspértico.
(e) — Bluido com a treonina e a prolina.
(f) — Ni&o identificado no cromatograma.

(g) — Nio separados.

(h) — De dificil identificacdo com os solventes utilizados.
(1) —N&o reage a ninidrina.
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QUADRO IV

Aminodcidos ndo identificados por CFG

N.o do pico (1) Temp. de ret. ©C
2 (a) 110
10 142
16 163
17 167
21 189

() — Refere-se aos cromatogramas das figs. 1 e 2.
{(a) — Julgamos corresponder este pico ao &cido
s -aminobutirico.

QUADRGC V
Aminodcidos ndo identificados por cromatografia
em papel

DAO TORRES VEDRAS

N.o N.e ‘
da mancha Cor Intens. da mancha Cor Intens.

17 Amarela 1 17 ’ Amarela 1
18 Violeta 1 18 Violeta 1
19 Violeta 1 f

3 — Concentracdes de certos aminoécidos que nio estio
aparentemente em concordincia com a intensidade de
coloracdo das manchas correspondentes nos cromato-
gramas em papel. Ressaltam em especial os casos da
prolina, metionina, acidos aspartico e glutimico, e

tirosina.

A importancia do pico correspondente 3 prolina é devida
nio s6 & concentracdo muito elevada deste aminoacido, mas
também ao facto de a treonina e o 4&cido pipecélico, este
presente em grande quantidade, serem eluidos conjuntamente.
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O pico da metionina corresponde também ao 4cido 5-OH-
-pipecélico, eluido conjuntamente; dai as suas dimensbes.

Analogamente, com a tirosina seria eluido outro aminoa-
cido, nao identificado.

Quanto as aparentes discordancias verificadas para as
dimensdes dos picos correspondentes aos 4cidos aspartico e

AN .
5 1 s 2 2 ) 5 40 5 50
1 -— Alanina 12 — Nao identificado
2 -— N&o identificado 13 — Acido ¢ -NH,-butirico
3 — Nao identificado 14 — Cisteina
4 — Valina 15 — Metionina
5 — Glicina 16 — Hidroxiprolina
6 — Isoleucina 17 — Acido aspartico
7— Nao identificado 18 — Né&o identificado
8 —— Leucina 19 — Néo identificado
9 — Néo identificado 20 — Acido glutamico
10 — Prolina, 21 — Tirosina

11 -— Serina

Fig. 6 — Andlise dos aminodcidos livres do vinho <«Ddéos.
Coluna EGA 0,325 % s/ Chrom. G; vol. inj.: 1 pl

glutdmico, quando comparadas com as intensidades das manchas
correspondentes nos cromatogramas bidimensionais, sio elas
devidas ao aumento de concentracfio desses dois aminoicidos
motivado pela hidrolise da arginina e glutamina. Esse facto
implica que ao pretender-se efectuar a anilise quantitativa dos
acidos aspartico e glutdmico por cromatografia em fase gasosa,
0 que na realidade se obtém ¢é o doseamento dos pares acido
aspértico — asparagina e 4cido glutimico — glutamina.

3. Resumo e conclusées

No decurso deste trabalho, comecimos por preparar e
separar os derivados n-butilicos N-trifluoroacetilados dos ami-
noacidos, e estuddmos a sua aplicacio 3 anilise de misturas
complexas de aminoécidos por cromatografia em fase gasosa.

Utilizamos o método na analise de 35 aminoacidos dife-
rentes, dos quais 20 aminoacidos proteicos e 15 encontrados no
estado livre em diversos meios vegetais.

VerificAmos que:

— Em geral, os derivados dos aminoécidos sdo sintetizados
com uma reprodutibilidade conveniente.

~ Todos os ésteres butilicos preparados sofrem uma degra-
dacdo no tempo, que varia de um aminoécido pbara outro,
e de sintese para sintese. Torna-se por isso indispensavel
proceder-se & andlise cromatografica Imedlatamente apds
a sintese.

— Devido ao grande ntmero de aminoécidos livres que podem
-existir nos meios bioldgicos complexos, pode ndo ser
possivel a separacdo e identificacio de alguns desses com-
postos. E por outro lado, devido ao facto de alguns deles
sofrerem hidrélise durante o processo de sintese — veri-
ficamo-lo em particular para a asparagina e a gluta-
mina — pode tornar-se dificil a sua anlise quantitativa
e a dos aminoacidos em que eles se transformam (em
relagdo aos dois aminoécidos citados, o doseamento do
acido aspartico e glutdmico).

AplicAmos em seguida o método estudado & anilise dos
aminoicidos de dois vinhos portugueses, e comparamos os
resultados com os que obtivemos por cromatografia em papel.
Verificamos a sua concordincia e pudemos justificar as diver-
géncias aparentes que encontramos. Comprovimos que a analise
por cromatografia em fase gasosa se revela mais sensivel e
mais rapida do que por cromatografia em papel.

Esse estudo comparativo auxiliou-nos na identificacdo por
cromatografia em fase gasosa do aeido y-aminobutirico, permite
levantar a questdo da possibilidade da presenca de acido «-ami-
nobutirico nos vinhos analisados, e pds em evidéncia a exis-
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téncia de aminodcidos nio correntes, revelados por cromato-
grafia em fase gasosa, que podem ou nfo corresponder a manchas
nao identificadas por cromatografia em papel.

Assinalamos a presenca em ambos os vinhos analisados
de dois aminoacidos especiais, em quantidades importantes, o
acido pipecolico e o acido 5-OH-pipecolico, e ainda a existéncia
no vinho «D3o» do 4cido 4-OH-pipecdlico, que ndo se encontra
no vinho «Torres Vedras 3s.

Apesar das restrigbes assinaladas, pensamos que os resul-
tados qualitativos e quantitativos obtidos na anilise dos ami-
noacidos livres dos vinhos por cromatografia em fase gasosa
completam os resultados qualitativos da cromatografia em papel.
Mas cremos também que se torna indispensavel interpretar os
resultados desta analise por cromatografia em fase gasosa
comparando-os com os da cromatografia em papel.

RESUME

Dans ce travail nous avons commencé par préparer les
dérivés n-butyl N-trifluoroacétylés des acides aminés, et nous
avons etudié leur application & I'analyse de mélanges complexes
d’acides aminés par chromatographie en phase gazeuse.

Nous avons ensuite appliqué cette méthode 3 I’analyse des
acides aminés libres de deux vins portugais et nous avons com-
paré les résultats avec ceux de la chromatographie sur papier.
Nous avons observé une bonne concordance entre les résultats
et justifié les divergeances apparentes observées.

Cette étude comparative a mis en évidence I'existence
d'acides aminés spéciaux, révélés par chromatographie en phase
gazeuse, dont quelques-uns peuvent correspondre 3 des taches
non identifiées sur papier.

Nous avons remarqué la présence dans les deux vins ana-
lysés de deux acides aminés spéciaux — l'acide pipécolique et
Y'acide 5-OH-pipécolique — et l'existence dans le vin «Dios de
l'acide 4-OH-pipécolique, qui n’existe pas dans le vin «Torres
Vedras».

Nous estimons que les résultats qualitatifs et quantitatifs
obtenus dans l'analyse des acides aminés libres des vins par
chromatographie en phase gazeuse complétent les résultats
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qualitatifs de la chromatographie sur papier et que la chro-
matographie en phase gazeuse peut rendre des services treés
appréciables & 1'cenclogie, notamment dans la réalisation d’essais
sur la présence dans les raisirs, les mofits et les vins d’acides
aminés courants en quantité variable, ou dacides aminés
spéciaux qui pourront aider & leur caractérisation ou diffé-
renciation et permettre de suivre les procés de maturation et
de fermentation.
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