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RESUMO

Apresenta-se um' estudo. de uma técnica’ de cromatografia liquida de
alta pressio para aplicacfo a analise simultidnea de agtcares e de poli6is
em: rostos e vinhos 'do. Porto. O método oferece. grande- simplicidade (néo
exige preparacdo. prévia da..amostra), rapidez -de execucdo (separacdo: de
glicerol, frutose e glucose. em 10 min), boa precisdo (valores médios de
repetibilidade ‘de 6%, 2% e 8 %, .para o. glicerol, frutose e glucose, res-
pectivamentey e exactiddo  (recuperagdo:entre 98,3.% e 108,3 %). Conclui-se
da utilidade da técnica em laboratérios de rotina e 'deé investigacio; em
alternativa aos ‘métodos  quimicos - oficiais,  particularmente para o dosea-
mento -da-glucose, frutose, ‘sacarose e do glicerol. E aplicdvel também ao
doseamento de outros aglcares e polidis quando. existam ‘em ‘quantidades
superiores ao.- limiar: de :deteccdo :(cerca de- 150 a 500rmg/1 dependendo
docomposto .em causa)

INTRODUCAO

O doseamento dos aclicares em mostos e vinhos pode ser
efectuado por métodos quimicos (adoptados oficialmente — Por-
taria 985/82 e prNP-2223), enz1mat1cos e cromatograflcos (Alves
e Ferreira, 1988).

Os métodos’ quimicos, trabalhosos e lentos, quantificam
globalmente os glucidos e raramente permitem a identificacio
dos aglicares presentes. Os métodos enzimiticos, embora muito
especificos e precisos, apresentam custos elevados. Os analisa-
dores automéiticos (Bouvier e Curvelo-Garcia, 1988) para o



54

doseamento dos aclicares redutores bageiam-se em técnicas enzi-
méticas e sfo muito convenientes para analises de rotina, pela
sua capacidade de tratamento de elevado n@mero de amostras.
Quando estd em jogo um largo néimero de agucares conduz a
custos por anilise incomportaveis.

Dos métodos cromatograficos destacam-se a cromatografia
gas-liquido e a cromatografia liguida de alta pressdo. A primeira,
embora 1til na analise de quantidades vestigiarias nos produtos,
exige derivatizacio para aumentar a volatilidade dos aclicares
e os compostos formados sfo muito sensiveis & humidade. Como
tal; resulta numa técnica traballhosa e de pratica dificil.

A cromatografia liquida de alta pressic (HPLC) surge como
uma alternativa importante na anélise dos aclicares. Tem sido
largamente utilizada no doseamento de aclicares em varios pro-
dutos alimentares (Smith et al., 1986), nomeadamente em vinhos
(Tusseau e Bouniol, 1984). As técnicas afinadas para os vinhos
comuns ou de mesa ndo sdo transferiveis para o vinho do Porto
sem 08 necessarios ajustamentos, em consequéncia da sua com-
posicdo. Dado este cardcter particular dos vinhos do Porto, pro-
curou-se afinar uma técnica de HPLC que abrangesse a maior
gama de aclicares e de poli6is de existéncia possivel em vinhos.
Procurou-se adaptar os processos de Tusseau e Benoit (1984)
e Tusseau e Bouniol (1984), os quais utilizaram uma coluna
cromatografica de:NH;, de fase ligada aminoalquilo, um eluente
acetonitrilo/adgua e como detector um refractémetro diferencial:
Para o efeito, efectuaram-se algumas adaptagdes, no que respeita
3 composicdo da mistura de eluentes e ao fluxo e estudaram-se
as diluicOes mais convenientes. Além disso, efectuou-se a recupe-
racdo do eluente por destilacdo, o que permitiu uma economia
consideravel em custos por analise.

A propésito,-refira-se que uma das grandes vantagens deste
processo reside na possibilidade e facilidade de variacio das
condicles experimentais para optimizar o doseamento de uma
vasta gama de aclcares e alguns polidis.

E neste contexto que se julgou pertinente -a avalia¢ao da»
precisdo e exactiddo do método proposto, para aplicacio a anilise
dos mostos e vinhos do :Porto em substituicdo ‘da técnica oficial
de doseamento dos ‘aclicares e também para aplicar ao  dosea-
mento- do- glicerol; uma vez que para este constltulnte ‘nao -hi
téenica oficial.
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MATERIAL E METODOS
Amostras

Utilizaram-se 4 amostras de vinho do Porto — tawny, vin-
tage, LBV (Late Bottled Vintage) e branco seco — e 4 amostras
de mosto proveniente de cada uma das castas touriga francesa
e tinta roriz, produtoras de vinho do Porto, recolhidas a 17 e
a 28 de Setembro de 1988, na Quinta da Ferradosa, em Peso'
da Régua. e

Reagentes

Os padrdes de aclicares e poliéis utilizados eram da marea
Fluka e o acetonitrilo era p.a. da Merck postemorrnente recupe-
rado: por destilagio. A dgua usada para cromatografia apresen-
tava resistividade espemfxca sguperior - a 15M&> cm.

Aparelhagem e condigbes operatdrias

oCromatégrafo liquido de alta pressdo da marca Gilson,
equipado com uma bomba, modelo 302, e um injector Rheodyne'
modelo 7125, provido de loop de 20 ul. :

. @ Coluna — Spherisorb NH, 250 X 4. 6 mm, 5pm. :
: OSolventewacetomtrllo/agua filtrado por membrana de

0.2 pm (Schleicher & Schull, NL 16) e desgaseificado por vazio
¢ ultra-sons (Bandelin: Sonorex RK 100), durante 151 min. A mls-‘
tura era recuperada por destilagdo. Visto tratar-se duma mistura
azeotrdpica, a destilacdo efectua-se sempre a 76°C, obtendo -se
um destilado de composicdo constante 84:16, :

® Detector — refractémetro diferencial da marca Gllson
modelo R401, equipado com banho termostatado a 22:C, ate-
nuacdo 1.2°X 10—4 RIUFS. De acordo com Tusseau e Bouniol
(1984), este detector parece preferivel ao espectrofotometro UV
em 190 nm. Com efeito, numerosos produtos do vinho absorvem
neste comprimento de onda, dificultando a analise do cromato-
grama. Outra vantagem ndo desprezivel é a possibilidade de
se utilizar sem problema solventes de grau de pureza p.a., cujo
custo é cerca de 2 vezes inferior aos solventes Lichrosolv para
cromatografia. :

@ Reglstador—marca Gilson . N1 output 10 mV, velocidade
do papel 2 mm/min.
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Processo analitico

Procedeu-se & avaliacdo do teor em aglcares e polidis pre-
sentes nas amostras referidas e a determinacéo da repetlbllldade
e exactldao do processo em estudo ~

Prepamgdo das amostras: 'O mosto foi prev1amente obtido
por esmagamento de uvas frescas numa prensa de Colla, cen-
trifugado durante 10 min a 3600 r/min, filtrado e congelado.
No momento da anilise; as amostras de mosto foram previamente
descongeladas & temperatura ambiente.

Para a determinacfio da frutose e da glucose as amostras
foram diluidas a 10'% e filtradas. Para o doseamento do glicerol
foram umcamente filtradas por flltro de NL 16 de 0.45 pm.

Identzfzcagao dos componentes presentes Pelo recurso a
padroes, foram previamente estabelecidos os tempos de retencéo
dos diversos aclicares e polidis, para trés condicbes operatorias,
que se inscrevem no Quadro I. Para cada amostra efectuou-se
uma injeccéo inicial, nas condi¢bes II — Quadro I, para identi-
kflcagao dos componentes presentes através da comparacdo com
os respectivos tempos de retencdo. Verificou-se em todas as
amostras a presenca de glicerol, frutose e glucose, vestigios de
pentoses e 2 picos néo identificados (presentes quer nos mostos
quer nos vinhos, e que a adicdo de‘inositol mostrou ndo se tratar
deste composto). O doseamento fox sempre realizado nas con-
dicGes II, inscritas no Quadro I :

 No entanto, a necessidade de quantificacio de uma mistura
de acticares e politis mais complexa exige uma optimizacio das
condicdes, conforme o tipo de componentes a dosear. Com base
na analise do Quadro I sugere-se a seguinte metodologla

1) identificacdo prévia dos compostos presentes atraves
o de 1n3ecgao inicial nas condicdes II;
2) para a optimizacio dos resultados recomenda-se, no
doseamento de: ; ‘
— glicerol, mamtol sorb1tol pentoses e hexoses——con-
digbes T— ACN/H;0 (90:10), fluxo de 08m1/m1n
—glieerol, frutose, glucose, cacarose e 1nos1tol——con-
dicdes: IL - ACN/H,O (84:16), fluxo 2 ml/min;
-~ dis, trissacAridos ‘e inositol —condicoes III——ACN/
YH.0" (80:20), fluxo 1.0 ml/min,



QUADRO I
Tempos- de. retencdo ‘(relativos & glucose) e limites de detecgéo
dos - acucares . e polidis, para: diversas condicdes operatérias
Les temps de: rétention (por. rapport: ow glucose). et seuils:
‘de. déiection des sucres. et polyols, pour différenfs‘
conditions. operatoires.

% Condices i on o
Acetoﬁitro/éguan‘ Acetonitrile/equ 90\:10 k 84:16 80:20:
‘Fluxo‘(ml/mikn)'. Débit ’(ml/mifn) ‘ "01.8‘ - 2 2:0i ; 10 ;

Tempo de retoncho relativo & glucose .

Componientes " Condigges * S de detecgiio

1 il 1ir (me/)
“ 1; g]icéro‘i : 0.35 03¢ 053 150~
2. ribose; ramnose 0:43 0.43 | 061 . " ; 200
3. xilose 056 054 o068 | 200
4. arabinose 0.61 ‘01.614 : 079 300
5"; frutkose ;0"79‘ 079 ’ 0.87 | ‘2002‘
6. manose ' - 0.86 08¢ 090 | 250
7. manitol 0.88 086 ol ang
8. sorbitol 0.90 087 e 300
1w galéctose i 112 e 150
11 sacarose 228 201 146 | 500
12, dnositel | — 247 500

13; i celobiose et | 278 ooiled 450
14, 'maltose — 2%.86 ‘1.7’1; ;450“
15. trealose = 357 18 | 500

16, lactose L 368 200 | 500
17, melibiose : i 450 2z | 500
18, melizitose f 618 261 | s00
19, rafinose . 832 321 500
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Calibragago: Utilizou-se o método do padrdo externo. Para
isso, preparou-se diariamente uma solucfo” padrio “de. frutose,
glucose e glicerol em 4gua, na concentracdo de 5 g/1, e injectou-se
20 ul da solucdo no inicio e no fim de cada série de ensaios.
As determinacdes foram sempre conduzidas em duplicado.

~Foi previamente verificada a linearidade da resposta entre
a concentracdo de cada composto e a altura do pico correspon-
dente,‘;para concentracdes entre os limites-de 0.1 e 12 g/l

Cdlculos: Para a quantificacdo dos compostos identificados
previamente, injectaram-se as solucoes utilizando diluicio a 10 %
para o doseamento da glucose e frutose e o produto tal qual
para o doseamento do glicerol, O teor respectivo, expresso em
g/l, foi calculado usando a altura do pico (média de 2 deter-
minacOes), através da equacdo:

Ca = Ha .. (Cp/Hp) ..(D/V) e

Ca — concentracio de acticar na amostra {(g/1); Ha —altura
do pico no cromatograma. obtido com a amostra (cm); Hp —
altura do pico no cromatograma obtido com o padrio (cm);
Cp — concentracdo de aglicar no padrdo (g/l): D — volume da
dilui¢do da amostra (ml); V— volume da amostra (ml).

Para a avaliacdo da repetibilidade, injectou-se -a - mesma
amostra 6 vezes consecutivas, nas mesmas condigbes operatorias.
Ffectuaram-se estudos de repetibilidade das determinacdes de
glicerol, frutose e glucose nas amostras e numa solucio padrio,
nas condicées de anilise, isto é, injectadas tal qual e diluidas
a 10%. Os dados estatisticos foram obtidos para um grau de
cOnfianga de 95 %, do seguinte modo (Gottschalk e Kaiser, 1979):

n — . de: ensaios:

X ——média dos resultados -—x = (Zx )/n (x — resul-
- tado. individual)-

ES — desvio padrio dos resultados —s = v/ (3 (x;-%)%/

/(n-1)7].
CV% — coeficiente de variacdo — CV% = s. 100/x
T/+/n—intervalo de confianca da média — T/+/n=s.tgs0,¢/
/N/n, [(tgs%,f significa t de Student com 95 % de
probabilidades e f=n-1 graus de liberdade), (T/v/n



— 59—

significa que ha 959% de probabilidades de a média
se situar entre X + T/y/n e X-T/v/n)].
R% — repetibilidade dos resultados — R% = /2.8 .tos0),¢-
' 100/x. ‘

Para avaliacio da exactiddo, utilizou-se o método das adi-
¢des (Dunmire e Otto, 1979). No caso presente, o estudo
foi feito pela adicio de glucose, nas concentragdes indicadas
no Quadro VI, a amostrag de vinho do Porto Vintage, vinho do
Porto seco e mosto, por se considerarem representativas dos
diversos teores deste aclcar. A recuperacio RC desse composto
foi calculada do seguinte modo:

RC % = 100. (m, —m_)/m’, (2)

RCY% —— recuperacio em percentagem; m ¢ — massa do acl-
car doseado apés a adicdo, em 10 ml de solugio (g); ma— massa
do actcar doseado antes da adicfo, em 10 ml de solucdo (g);
m’y — massa de aclcar adicionado a 10 ml de solucao (g).

RESULTADOS

Os resultados dos ensaios realizados constam dos Qua-
dros I a VI,

Embora nos vinhos do Porto a literatura apenas mencione
a presenca de glicerol, 2,3-butilenoglicol, frutose, glucose e inositol
(Amerine e Joslyn, 1970), dado que nos vinhos em geral ji
foram detectados multiplos hidratos de carbono e polidis (Alves
e Ferreira, 1988); tentdmos incluir neste estudo 20 desses .com-
postos, os quais havia disponiveis, sendo 16 aclicares e 4 polidis.
Estabeleceu-se' para cada um o tempo de retencio em relaclo
& glucose e os regpectivos limites: de deteccfo, em: diversas. con-
di¢Oes operatérias, cujos resultados se inscrevem no Quadro I.
Os' 'limites. de' deteccio foram: obtidos ‘considerando o limite
minimo igual a 2 vezes o ruido de base, de acordo com Johnson
e Stevenson (1978). As Figuras 1 a 4 apresentam os: cromato-
gramas obtidos com solugdes padrao, em diversas condicOes
operatoérias.

Em quatro tipos de vinhos do Porto (tawny, vintage, LBV
e seco) e em mostos provenientes das castas touriga francesa
e tinta roriz, aplicou-se a técnica afinada, conseguindo-se apenas



QUADRO'II

Teores em frutose, glucose e glicerol nas amostras testadas
Dosdge du: fructose, du glucose et du glycérol des échantillons analisés
[VP. — vinho do Porto taany, vin du Porto towny, Vint - vinho do Porto
vintage, vin du Porto- vintage;, LBV — vinho.-do Porto Late Bottled,

vin. duw Porto Late Bottled Vintage, M — mosto; moit, Vseco —: vinho
do Porto seco, vin du Porio sec]

Agncares redutores

Rcf”/é“da Frutose Glucose PO i Glicerol
Data da colheita (e <g/‘? (g) ’ (g/)
VP1/1954 : 95.7 58.4 154.1 8.7
VP2,/1967 71.4 42.2 113.6 7.3
VP3/1975 83.1 45.8 128.9 7.3
VP4/1986 752 538 129.0 4.5
Vint1/1955 610 35.1 96.1 7.6
Vint2/1963 62.2 35.7 97.9 7.9
Vint3,/1975 41.6 37.8 794 6.4
Vint4,/1985 67.9 33.2 101.1 6.8
LBV1,1969 69.9 444 114.3 7.7
LBV2/1974 710 44.4 115.4 6.9
LBV3/1976 76.0 485 1245 6.1
LBV4/1933 65.4 411 106.5 7.2
ML tfr. 17/9 662 90.6 156.8 i
M2 t.fr. 25/9 . 83.3 95.0 178.3 —
M3 tr. 17/9 69.0 958 164.8 o
M4 t.r. 25/9 123.5 130,8 254.3 o
Vseco 1 24.9 13.1 38.0 8.7
Vseco 2 21.9 11.9 33.8 81
Vseco 3 21:1 120 33.1 8.7

Vseco 4 22.4 13.1 35.5 7.8
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QUADRO. III

Dados estatisticoé referentes & avaliagfo de glicerol
Résultats: statistiques pour les déterminations du. glycérol

[n—7n de determinacbes, n°. de déterminations; X -— média, moyenneé;

T/V n—=intervalo “de confianca da  média; intervalle.  de confionce;

s == desvio padrio, écart type; CV — coeficiente de.variagho, coefficient
de wvariation; R-—repetibilidade, répétabilité]

Resultades esta- — :
esullados e % T/Vn s CV R

tisticos n s

A & () (/) (%) (%)

padréo ‘ ‘ 6 49  00L 001 030 100

VP1 s/ dil. 6. 87 023 009 104 378

VP1 dil. 10 % 6 79 018 01T 216 T8

Vseco 3 6 8T 017 016 1.84 6.68
QUADRO IV

Dados estatisticos referentes & avaliagio de frutose
Résultats: statistiques pour: les déterminations du frutose

[n-=n. de determinacdes, n° de déterminations; X média; moyenne;

T»/\/n—intervalo de - confianca  da média, intervalle  de. . confiance;

s — desvio padrio, écart t;ypé;CV,-— coeficiente  de variacio, coefficient
de- variation; R —Trepetibilidade, répétabilité]

e Resultados esta- ' —
Nﬁcos n * T/‘/n s CVv R
Sy & o ()

Amostra L

padrao 6 6.9 0.08 0,08 1.13 4.12
VP1 dil. 10% 6 95.7 1.02 0.97 1.0% 3.68
M1 dil. 10% 6. 66.2 0.74 0.71 1,10 3.90
Vseco 3 6 21L.1 0.09 0.09 0.42 1.54
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QUADRO V

Dados estatisticos referentes & avaliagdo de glucose

Résultats statistiques pour les déterminations du. glucose

[n—-1n.° de determinacdes, n° de  déterminations; X — média, moyenne;

T/ v/n——intervalo de: confianca. da- média; intervalle  de conﬂomcej

s - desvio padréo, écart type,; CV.— coeficiente de. variac¢fo, coefficient
de variation; R repetibilidade, répétabilité]

Resultados esta- — .
s tisticos n X T/‘/n S cv R
Amostra -~ (gh) (gny - (g (¥p) (%)
padrédo [} 9.0 0.18 0.17 1.90 6.90
VPL dil.-10% 6 58.4 0.89 0.85 1.46 5.29
M1 dil. 1009% 6 90.6 2.52. 2.40 2.10 9.60.
Vseco 3 6 12.0 0.28 - 0.27 2.23 8.09

QUADRO VI

Exactiddo do doseamento da- glucose :(através do calculo
da. recuperacéo RC)

Hxactitude dudosage dw glucose (par calcul de la récuperation RCO)

Resultados glucose Glucose total

Glucose]gosiada adicionada doseada RC
em lr)n a:10 ml em 10 ml (0/g)
Amostra (mg/ (mg/l) (mg/l)
Vint 1
35.1 25.0 61.2 104.4
35.1; 50.0 86.4 102.6
dil i !
0 10% 35.1 100.0 141.8 106.7
35.1 200.0- 234.0 99:5
Mosto
tour, fr. 95.0 101.8 197.6 100.8
tinta roriz 130.9 98.0 227.6 98.3

Vseco 3 119.9 44:3 168.0 ) 108.3
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Fig. 1— Cromatogramas. de solucbes padriao [ACN/H,O (90:10)
e fluxo 1 ml/min]. i

[ 1. glicerol, 2. ribose e ramnoge, 3. xilose, 4. arabinose, 5. frutose, 6. manose,

7. manitol, - 8. sorbitol; 9, glucose, 10. galactose, 11. sacarose, 12. inositol,

13. celobiose, 14.-maltose, 15. trealose, 16. lactose; 17. melibiose; 18. meli-
zitose, 19, rafinose].

Cromatogrammes: des. mélanges étalons [ACON/H,0" (90:10)
et deébit -1 ml/min].

[1. glycérol, 2. ribose et rhammose, 3. xylose, k.. aqrabinose, 5. fructose.

6. mannose, 7. mannitol, 8. sorbitol, 9. glucose, 10.. galactose, 11. saccharose,

12. inositol, 13: celobiose, 14. maltose, 15, thréalose; 16. lactose, 17, mélibiose;
18 mélizitose, 19. raffinose].

quantificar a frutose, a glucose e o glicerol, cujos resultados
se inscrevem no Quadro II. N3o é de excluir, contudo, a existéncia
de alguns dos outros aglicares e polidis que a técnica permite
dosear, mas, a existirem, por certo estardo presentes abaixo do
limite de detecco. A Figura 5 apresenta um cromatograma de
um vinho do Porto tawny, onde se pode verificar, além da
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presenca do glicerol, frutose e glucose, sinais de pentoses e de
2 picos nao identificados, que aparecem em todos os vinhos €
mostos analisados.

A partir dos resultados obtidos efectuou-se a anilise esta-
tistica com vista.ao calculo da repetibilidade das determinacées
da frutose, glucose e glicerol cujos valores se inscrevem nos
Quadros III, IVie V.

Fig. 2 — Cromatogramas de: solugdes padrdo [ACN/I,O
(84:16) e fluxo 2ml/min}.

[1. 'glicerol,: 2. ribose e ramose, 3. xilose; 4. arabinose,
5. frutose, 6. manose, 7. manitol; 8. sorbitol; ' 9. glucose,
10. - galactose, . 11. - sdcarose; ~12. :inositol, " 13. kcelobiose,
14, maltose, 15: trealose, 16, lactose, 17. melibiose.
18, melizitose, -19. rafinose].

Cromatograommes. des mélanges  étalons [ACN/H,O
(84:16)- et debit 2 ml/min]:

[1. glycérol, 2. ribose et Thammose, 3. xylose; . arabinose,
5. ffuctose, 6. mannose, 7. mannitol, 8. sorbitol, 9. glucose,
10. galactose, 11, saccharose, 18, inositol, 13. celobiose,
1) matlose; 15, Thréalose, 16.-lactose, 1%. mélibiose,
18 mélizitose, 19. raffinose].
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O estudo da exactiddo do processo foi efectuado como atras
se refere, através do. calculo da recuperacdo, por adigdo de
teores conhecidos de glucose as amostras mencionadas no
Quadro VI,

13

Fig. 3~ Cromatograma de¢ uma: solugdo padrdo [ACN/H.O
(80209 e ‘fluxo: - ml/min].

=[9. glucose, 11. sacarose, 12, inositol, 13. celobiose; 14. mal-
tose; 15: trealose; 16, lactose, 17. melibiose, 18. 'melizitose;
- 19, rafincse]:

Cromatogramme de mélange étalon [ACN/H,0: (80:20)
et débit 1 ml/min]. ’

[9. glucose; 11. saccharose, 12.inositol; 13. celobiose, 14. mal-
tose, 15. thréalose, 16, lactose, 17. mélibiose, 18. mélizitose,
19 raffinose]: :
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Fig. 4 — Cromatograma de uma solucdo padrdo
[ACN/H,O (90:10) e fluxo 0.8 ml/min].

[1. glicerol, 5. frutose, 7. manitol, ‘9.’ glucose,
11, sacarose, 12. inositol].

Cromatogramme de mélange étalon [ACN/H,O
(90:10) et débit 0.8 ml/min].

[1. glycérol, 5. fructose, 6. mannose, 7. mannitol,
9. glucose, 11. saccarose, 18. inositol]

DISCUSSAO E RESULTADOS

Facilidade e rapidez de execugio

Os resultados apresentados no Quadro I, relativos aos tem-
pos de retencéo e limites de detecclo dos acticares e do glicerol,
provam a-capacidade de aplicacido da técnica a misturas diver-
sificadas, revelando uma facil e rdpida execucio comparativa-
mente a outros métodos de anilise dos mesmos compostos.

Sensibilidade do método

A utilizacdo ‘do- detector de indice de refraccio, mesmo
actuando a temperatura controlada, conduz a resultados de
reduzida sensibilidade, se se comparar com a que outros detec-
tores de HPLC proporcionam. Como se pode deduzir do Quadro I,
os limites de deteccdo da-técnica situam-se entre os valores



extremos de 150 mg/l (para o glicerol) a 500 mg/1 (para a maior
parte dos di- e trigssacaridos). Estes resultados sio. concordantes
com: os de diversos autores (Tusseau e Bouniol, 1984, Tusseau
e Benoit, 1984).

Se se atentar no Quadro II, referente aos valores de frutose,
glucose e glicerol nas amostras, pode verificar-se que o total
doseado é da ordem dos 40 g/l para os vinhos secos e 100-200 g/1
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Fig, 5-— Cromatogramas: de um  vinho do Porto tawny [ACN/H:O
(84:16). e fluxo 2m1/m1n]

I —injeccdo directa; Il — injeccdo de vinho d11u1d0 a 101%;
Ae B~ picos nfo identificados; 1. glicerol,
5. frutose, 9. glucose;

Cromatogramme- de vin dw Porto tawny [ACN/H,0
(84:16) 6t débit 2 ml/min].
I — injection directe,; Il —injection: du vin dilué & 10 Y5
A et B—pws non identifiés; 1. glycérol, 5. frucfose, :
9. -glucose. '
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para os restantes vinhos e mostos. Se se imaginar que as pentoses
estdo presentes numa concentracdo global que podera atingir
0s 0,5 g/l, como se refere ‘em ‘Alves e Ferreira (1988), entdo
a falta de quantificacdo destas conduzird a um erro da ordem
de 1% para os vinhos secos e de 0,5 a 0,3 para os resta)ntes
mostos e vinhos ‘do-Porto, mesmo ‘assim visivelmente - despre- -
zavel face & precisdo do método. :

Possibilidade de doseamento

Esta técnica poderd permitir a deteccdo de adigbes frau-
dulentas, como seja de. sorbitol (por mistura com sumos de
frutas) ou de manitol (presenca acidental por alteragdo lactica).
A dificuldade de separacgdo destes polidis, que sio eluidos muito
préximo um do outro e também da glucose (Figura 1), néo
permite o seu doseamento simultdneo.

E também - referida a  presenca de inositol nos mostos e
vinhos do Porto, nomeadamente o seu iséomero mais abundante
meso-inositol, em quantidades de 200 a. 700 mg/1 (Curvelo-Garcia,
1988). Contudo, nao se detectou este-poliol nas amostras tes-
tadas, concluindo-se entdo que, a existir, o seu teor terd de
ser inferior a 500 mg/l. :

Como:se pode ver-na Figura 5, existem 2 picos ndo-identi-
ficados até ao momento, com os tempos de retencio em relacdo
3 glucose de 2,23 e 2,47, respectivamente, obtidos nas condi-
cOes IT.do Quadro I.

B de salientar que é possivel a deteccdo e quantificacao
através de uma s6 anéilise, de glicerol, frutose, glucose €, quando
presentes em quantidades superiores aos respectivos limites de
deteccdo, de manitol, sacarose e inositol,” como se prova 1a
Figura 4.

Doseamento da frutose, glucose e glicerol

Os valores doseados de agtcares redutores (Quadro II) sdo
concordantes com os referidos por Ribeiro- (1961-1962), obtidos
com processos quimicos. A relacdo glucose/frutose (G/F) é
da ordem de 0,6 para os vinhos e superior a 1 para os. mostos.
Na verdade, no inicio da maturacdo a glucose é o constituinte
maioritario: Depois, vai-se dando um enriquecimento progressivo

em aclcares, essencialmente a custa da frutose, 0. que origina
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na época da vindima uma relacio G/F aproximadamente igual
a 1 ou até inferior. Durante a fermentacio a glucose é o prin-
cipal aglicar a ser degradado e, como tal, nos vinhos a rela-
¢do G/F serd nitidamente inferior a 1, embora para o caso
particular dos vinhos do Porto, em que a fermentacio é interrom-
pida, esse decréscimo nfio seja tdo acentuado. '

Quanto ao glicerol, os valores referidos no Quadro II (5 a
7.g/1) séo superiores aos valores obtidos quer através de métodos
quimicos (Ramos e Gomes, 1974-1976), quer por: cromatografia
gasosa (Ramos e:Gomes, 1974-1976) (4 a 6.g/1). E de referir,
no entanto, a interferéncia do 2,3-butilénoglicol e do manitol nos
métodos quimicos e a falta de- premsao dos metodos de ‘¢roma-
tografia em fase gasosa. S

Sendo o glicerol um produto da fermentacdo, quanto mais
cedo a fermentagfo for interrompida, maior o teor em aglcares
nos vinhos e menor dever& ser o teor em glicerol. Este facto
ndo é evidente nos resultados do Quadro II, embora para os
vinhos secos se observem valores ligéiramente superiores -aos
dos restantes vinhos. Na verdade, existem outros factores em
jogo, que afectam estas conclusfes, como seja a aguardentacio,
que €, como se sabe, uma operagao tecnologlca pratlcada o
vinho do Porto.

Prectsao e exactldao do método -

As repetibilidades das analises de frutose e glucose (Qua-
dros IV e V) rondam 1,5-4% e 5-8 7%, respectivamente. Estes
valores sfo idénticos aos obtidos por Tusseau e Bouniol- (1984).,
S&o considerados 1ndlcadores de boa precisio para os métodos
cromatograficos.

Devido a universalidade do detector de indice de refraccio,
¢ muito dificil atenuar o ruido de fundo e, por isso, uma variacao
de 1mm na altura do pico provoca variacdes de concentracio
de 1g/l para a frutose e 1,5g/l para a glucose. Assim, para
concentracdes de 50 g/l, uma variacio ‘de 1 mm na altura do
pico representa por si sd, para cada um dos aclicares referidos,
erros de 29 e 3%, respectivamente, e se for de 90 g/l serfio
de 1%, e 1,79, respectlvamente, 0 que sao erros aceltavels num
método analitico deste tipo.

Quanto ‘& exactiddo do método, pode considerar-se que os
valores de recuperacio — Quadro VI-——sio bons para analises
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destes compostos, na medida em que se situam na mesma ordem
de grandeza (98,3 a 108,3 %) dos valores obtidos para a preciséo.
Para avaliar a exactiddo, optou-se pelo método-das adigOes e
nio pelo processo de referéncia a outro método, porque’ os
métodos quimicos se revelaram com exactiddo discutivel devido
as interferéncias. no:- doséamento e, de momento, nao se pbdde
utilizar processos enziméticos. No entanto, Tusseau e Bouniol
(Tusseau e Bouniol, 1984) ‘apresentaram uma . comparacio com
um método: enzimético e obtiveram resultados concordantes:

Foi feito um ajuste linear para os resultados:do Quadro VI
referentes as amostras de Vintage 1, em termos de «glucose
total doseadas (y) vs «glucose adicionada» (x) (2:* e 3.* colunas
respectivamente). Obteve-se uma recta y = 38,18 + 0,99 x, com
coeficiente de correlacio 0,999 ¢ para a qual a ordenada na
origem representa o teor em glucose na amostra antes das
adicbes. A diferenca entre este valor (38,18) e o valor doseado,
referido no Quadro VI (35,1) conduz a um erro de 8%, que é
igual ao valor médio obtido para a precisdo do método na anallse
da glucose.

Em relacdo aos resultados obtidos para a repetibilidade das
anilises do glicerol — Quadro I1I — a: precisdo: é superior.se se
fizer injeccao directa de vinho (R = 3,8'%) do que com vinho
diluido a 109% (R = 7,9'%), porque a altura do pico neste caso
é pequena e proxima  do limite de detecg¢do, logo -sujeita a
maior - erro.

CONCLUSOES

Como conclusdes essenciais, considera-se a téenica estudada
util para o doseamento de frutose, glucose e ‘glicerol, para a
deteccio de sorbitol e para a deteccio e quantificacio de manitol;
quando  presentes em quantidades superiores ‘a. 300 mg/l quer
nos mostos quer nos vinhos do Porto. ~

Revelou-se. como um' processo: adequado para o segulmento
da maturacio, uma vez gue permite-a avaliacio da relacio G/F
com. seguranca.

Nao foi possivel a 1dent1f1cagao de 2 picos que foram visua-
lizados em todos os cromatogramas quer de mostos quer de
vinhos. Embora se prossiga a investigacio nesse sentido, pode-se
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desde ja adiantar que é de excluir tratar-se de inositol e dos
restantes compostos analisados.

Sugere-se a introducfio da técnica como alternativa aos
métodos quimicos oficiais, pela sua simplicidade (nfio exige
preparagdo prévia da amostra), pela sua rapidez de execucao
(separacdo de glicerol, frutose e glucose em 10 min), pela -sua
boa precisdo (valores médios de repetibilidade de 6 %, 3% e 8 %,
para o glicerol, frutose e glucose, respectivamente) e exactidio
(recuperacdo entre 98,3'% e 108,3%, para a glucose).
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RESUME

Analyse des moiits et des vins. I Déterminatioh des sucres
et des polyols dans les moiits et les vins du Porto
par chromatographie liquide & haute performance

Une tecniquede chromatographie liquide ‘4. haute  performance est
étudiée, pour l'application a l'analyse simultanée. des sucres et des polyols
dans-les moGts: et les vins du Porto:-La méthode offre ure grande simplicité
(aucune séparation des échantillons), rapidité d’exécution (séparation- du
glycérol, fructose ‘et glucose en 10  min), bonne précision (moyennes de
6%, 3% et &% ‘pour la repétabilité “du glycerol fructose et glucose) et
exactitude (récupération  de 98,3 9%-108,3.%, pour la glicose),

Cest ‘donc une . méthode " bien adaptée aux besoins des' laboratoires
d’analyses cenologiques: en fa@lternative aux méthodes chimiques  officielles.
Ce. protocole -est applicable éussi au "dosage d'autres sucres et polyols, si
présents en plus du:seuil de' détection respectif (150-500 mg/1)-

SUMMA RY

Musts and wines analyses. II. Quantxtahve determmatlon of sugars
and polyols in musts and Port wines by high performance
llqlud chromatography

A method is: presented for the simultaneous determindtion ‘of sugars
and polyols in musts and Port wines' by HPLC. This method proves . simple
(no sample . preparation is: needed), fast '(separation of glycerol,: fructose
and glucose in-10'min); precise (average: repitibility of 6%, 3% and 8%
for glycerol,. fructose and glucose respectively) and. accurate (recuperation
between 98,39, and 108,3 %),
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: The method ig a: good. alternative to. the official. chemical methods
and useful in- cenological laboratories, specxally for the  quantification. - of
glucose;: fructose, sacarose and glycerol. It-is also aplicable in the quanti-
tative ‘determination ‘of cther .sugars 4and -polyols when p'resént in quantities
superior to detection limit (close to 150-500'mg/l, depending .of ‘the com
pound -in question).
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