Ciéncia Tée. Vitiv. 6 (1): 20-44. 1987.

CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO DOS METODOS
DE DETERMINACAO DOS POLIFENGIS TOTAIS
EM VINHOS TINTOS

J. M. RICARDO-DA-SILVA (), M. I. SPRANGER-GARCIA
e A. 5. CURVELO-GARCIA ‘

Estacéo Vitivinicola Nacional. Dois Portos Portugal

RESUMO

Procedeu-se a um estudo comparativo dos métodos actualmente mais
recomendados para a determinacio dos polifendis totais em vinhos tintos,
visando sobretudo contribuir para o aumento do conhecimento cientifico
que permita melhor compreender o significado técnico-analitico desta
determinagéo. Hstudou-se, em particular, os métodos de determinacédo do
indice de Folin-Ciocalteu e da absorvéncia a 280 nm — sua relacdo com a
composicdo fendlica da amostra, sua dependéncia de eventuais interferentes,
optimizacdo do seu modo operatério, sua relacdo com os indices de cor
dos vinhos tintos.

INTRODUCAO

Varios métodos de doseamento dos compostos fendlicos totais
em vinhos tém sido utilizados. Tendo em conta a diversidade
das estruturas, ainda mal definidas, estes métodos sio imper-
feitos, sendo o seu defeito maior a falta de especificidade
(Bourzeix, 1976) ; no entanto, sfo muitas vezes suficientes para
dar uma ordem de grandeza da quantidade de moléculas fené-
licas presentes no meio (Glories, 1978). Claro que a avaliacdo
dos compostos fenélicos totais nfio s6 é uma medida convencional,
como também depende do procedimento usado, o qual pode
originar concluses um tanto diversas e resultados nem sempre
comparaveis (Glories, 1978; Castino, 1979).

() Enderego actual: Instituto Superior de Agronomia — Laboratério
Ferreira Lapa. Tapada da Ajuda, 1399 Lishoa Codex.
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Hoje, os métodos mais frequentemente usados na deter-
minagdo dos polifenéis totais em vinhos sdo: indice de Folin-
-Ciocalteu e medida da absorvéncia a 280 nm. Seja qual for o
método aplicado, existem sempre erros apreciiveis nas deter-
minacles devido & interferéncia de determinadas substancias.

No que diz respeito ao indice de Folin-Ciocalten, poderé ser
importante a accio interferente de constituintes nio fenolicos,
sobretudo nos casos de baixos teores de polifendis totais (Somers
e Evans, 1977; Somers e Ziemelis, 1980; Moutounet, 1981).
Singleton e Rossi (1965) referem o 4cido ascérbico, o ifio bissul-
fito, os aclicares redutores e o ifo ferroso como redutores do
reagente de Folin-Ciocalteu. Myers ¢ Singleton (1979) indicam
também a eventual acciio interferente dos Acidos nucleicos e
dos aminoicidos, demonstrando ainda a intervencdo dos com-
plexos tanino-proteicos e das combinacdes sulfidril-cinamatos.
As protetinas (Pesez e Poirier, 1954) e as redutonas (Cornwell
e Wrolstad, 1981) poderfio também reduzir o reagente de
Folin-Ciocalteu. O 4cido salicilico, usado frequentemente no
decurso de experimentages enolégicas, poderd igualmente ori-
ginar importantes erros por excesso, conforme se demonstra
num ensaio recentemente realizado por um de nés (Ricardo-da-
-Silva et al., 1986). No que se refere  influéneia do ifio bissulfito,
poderé esta ser atenuada ou mesmo eliminada, com a adicdo de
uma quantidade de etanal capaz de combinar todo o didxido de
enxofre livre (Somers e Ziemelis, 1980; Heroui et al., 1984).

Relativamente & medida da absorvéncia a 280 nm, sabe-se
que a absorcdo neste comprimento de onda, especifica dos com-
postos contendo niicleos benzénicos, é independente das caracte-
risticas do espectrofotémetro (Ribéreau-Gayon, 1970; Gigliotti,
1973) e, dada a grande diluigdo a que se recorre nesta deter-
minacio, é negligencidvel a interferéneia devida ao etanol e 208
acidos orgéinicos; o teor em diéxido de enxofre e o pH néo
influenciam significativamente os resultados (Puisais ef. al;,
1968). : :

Somers e Evans (1977), Glories (1978) e Castino (1979)
referem a existéncia de uma estreita relacio entre a medida da
absorvéncia a 280nm e a determinacio do fndice de Folin-
-Ciocalteu em wvinhos tintos. Gigliotti (1973 )diz mesmo que
a precisdo dos resultados dada pelo método da absorvéncia a
280nm é da mesma ordem de grandeza que a do método de.
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Folin-Ciocalteu. Castino (1979) recomenda o método de Folin-
-Ciocalteu, mais especifico da funcfio fenol, embora mais sujeito
& acclo de interferentes (sobretudo, substincias azotadas), que
reagem de igual modo com. o reagente de Folin-Ciocalteu,
enquanto que apresentam uma diferente absorvéncia a 280 nm:
também Ribéreau-Gayon (1970) e Ribéreau-Gayon et al. (1982)
se referem explicitamente & malior especificidade e & melhor
reprodutibilidade do método de  Folin-Ciocalteu.

Montreau (1972), estudando a influéncia da temperatura na
reacgdo dos polifendis com o reagente de Folin-Ciocalteu, con-
cluiu que as condicles éptimas de andlise se atingem a 60°C
(durante 18 a 20 min) ou, de preferéncia, a 70°C (durante
10 a 12 min). A leitura da absorvéncia deverd realizar-se a
um comprimento de onda situado entre 750 ¢ 760 nm (Blouin
et al.,, 1972), recomendando estes autores um aquecimento a
70-80° C durante 20 a 30 min, para permitir uma reaccio intensa,
rapida e estivel, bem como uma concentracio do reagente de
Folin-Ciocalteu, suficientemente fresco, de 5%, e uma concen-
tracdo de 3 a 49% de carbonato de sédio no meio reacional.

Neste trabalho, pretendeu-se realizar um estudo compara-
tivo e pormenorizado dos métodos actualmente mais recomen-
dados para a determinacéio dos polifendis totais em vinhos tintos,
a fim de melhor compreender o significado técnico-analitico
desta determinacfio, contribuindo para o aumento do conheci-
mento cientifico que nos levard a melhor entender resultados,
ndo coerentes e por vezes contraditérios, encontrados na apli-
cagio dos diversos métodos.

MATERIAL E METODOS
Vinhos

Os vinhos usados neste estudo estfio indicados no Quadro I.

Métodos analiticos

Teor aloodlico em volume — ebuliometria (Ribéreau-Gayon
et al., 1982).

Acidez total — metodo usual do OIV (Andnimo, 1978).

Acidez wvoldtil — método de Cazenave-Férré (Ribéreau-
-Gayon et al., 1982).



—32 —

QUADRO 1

Amostras de vinho

Echantillons de vin

Amostra Origem Ano Castas Observacdes

1 Dois Portos 1985 Jodo Santarém, - Obtido de massas vindrias
Camarate, Ca-~ desengacadas.
rignan Noir e =~ Maceragdo: 120 h.

Alicante tinto - Obtido da mistura dos vi-
nhos de gota e de prensa.

2 Dois Portos 1986 Camarate - Obtido de massas vinarias

néc muito sés, desengaga-
das.

- Maceragdo: 20 h.

- Obtido unicamente do mosto
de gota.

3 Redondo 1986 . Cabernet- - Obtido de magsas vindrias
-Sauvignon nio muito s8s, desengaca-

das.

- Maceragdo: 8 dias.

- Obtido da mistura dos vi-
nhos de gota e de prensa.

4 Redondo 1986 Cabernet- - Idéntico ao anterior mas

) -Sauvignon com massas vinarias: néo
desengacadas.

5 Redondo 1986 Piriquita, Trin- - - Obtido de massas vinarias
cadeira, Mureto ndo muito sis, desengaca-
¢ Aragonés das.

- Maceracdo: 72 h.
- Obtido unicamente do mosto
de - prensa.

6 Arruds, 1958 ~Vinhos obtidos de massas

7 Mealhad 1966m vinarias, desengacadas, vi-

cathada ' nificadas com curtimenta
. completa, estagiados em va-

& Dac 1974 silhame de madeira e pos-

teri ente eng fados.

9 Carvoeira .- 1979 eriormente garrata
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pH — potenciometria, método Gnico do OIV (Anénimo,
1978). '

Extracto seco total — densimetria (Anénimo, 1978).

Pesquisa da fermentagdo malo-ldctica — cromatografia em
papel (Ribéreau-Gayon, 1954).

(Fe Il + Fe IIl) e Fe IIl — método do tiocianato (Ribéreau-
-Gayon et al., 1982).

Diéxido de enxofre (livre, combinado e total) — método de
Paul (Andénimo, 1978).

Acucares redutores — método de Munson e Walker (And-
nimo, 1978).

Azoto total —método de Kjeldahl (Ribéreau-Gayon et al.,
1982).

Azoto amoniacal — separacio sobre resina de troca ibnica,
método finico do OIV (Anénimo, 1978).

Azoto aminado — método de Sorensen (Ribéreau-Gayon
et al., 1982).

Proteinas — calculo a partir dos teores em azoto total, amo-
niacal e aminado, e admitindo que o seu teor &, em peso,
6,25 vezes o teor de azoto proteico.

Indice de Folin-Ciocalteu:

A) Método cléssico, descrito por Ribéreau-Gayon (1970).

B) Método cléssico, descrito por Ribéreau-Gayon (1970),
com prévia adicio do etanal estritamente necessario
para combinar o SO, livre (durante 30 min).

C) Método proposto por Blouin et al. (1972) (aquecimento
a 70°C durante 20 min; leituras espectrofotométricas
a 750 nm).

D) Método proposto por Montreau (1972), modificado por
Brun (1979) (aquecimento a 70°C durante 10 min;
leituras espectrofotométricas a 750 nm).

Absorvéncia a 280 nm — segundo Ribéreau-Gayon (1970)

Antocianas totais — método de descoloragio pelo bissulfito
de sédio (Ribéreau-Gayon e Stonestreet, 1965).

Taninos — método de Ribéreau-Gayon e Stonestreet (1966).
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Catequinas — método de Pompei e Peri (1971).

Aveliagio qualitative do matéria corante (percentagem de
formas monémeras e polimerizadas) — método de Bour-
zeix e Heredia (1985).

Caracteristicas cromdticas (intensidade e tonalidade de cor)
. — métodos de Sudraud (1958) e Glories (1984b).

Indice de cor — método de Roubert (1977).

Adstringéncia (indice de gelatina e taninos precipitados pela
gelatina) — método de Glories (1882).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Quadros II, IIT e IV sfo apresentados os resultados
obtidos com as 9 amostras de vinho ensaiadas.

O indice de Folin-Ciocaltew ¢ a determinacio da absorvéncia
a 280 mm — relagdo com eventuais interferentes e com a compo-
sicGo fendlica do amostra

Verifica-se a existéncia de uma aceitivel correspondéncia
entre os valores do indice de Folin-Ciocalteu e da absorvéncia
a 280 nm: o coeficiente de correlacdo é de 0,99 (se se recorrer
ao método clissico para a determinacfio do indice de Folin-
-Ciocalteu) e de 0,96 [para o caso do método modificado segundo
Montreau (1972) e Brun (1979)] (método D). Por outro lado,
os indices determinados pela absorvéncia a 280 nm so sempre
superiores, conforme ja diversos autores o verificaram (Ribéreau-
-Gayon, 1970; Gigliotti, 1973; Ribéreau-Gayon et al., 1982).

Por outro lado ainda, qualquer um dos indices responde
de forma satisfatéria as caracteristicas da composicio fendlica
das amostras tendo em consideracfio a sua natureza (Qua-
dros I e III).

Continuando a comparar os diferentes resultados obtidos,
verifica-se que o teor de polifendis totais parece ser sobretudo
determinado pelos teores em taninos e catequinas, conforme
Ribéreau-Gayon (1970) e Glories (1984a), entre diversos outros
autores, o assinalam. O teor em antocianas contribuird assim
para o indice de polifendis totais de uma forma relativamente
pouco importante; j4 o mesmo nio se passa com a sua contri-
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QUADRO 1II

Polifendis totais
Polyphenols totaux

indice de Folin.Ciocalteu

Mét. classico Mét. classico Modificado Modificado Absorvéncia
Amostras (Ribéreau- com udigao  segundo Blouin segundo Mon- a 280 nm
-Gayon, 1970) de etanal et al., 1972 treau (1972) (><100)
e Brun (1979)
A B C D
1 390.6 36.3 37.6 44.9 46.7
2 16.6 15.2 ) 15.3 18.8 - 205
3 49.3 51.4 46.3 52.6 54.1
4 58.4 60.2 50.7 59.9 58.8
5 78.7 70.5 68.3 70.2 84.2
6 38.4 37.6 34.7 44.4 47.7
T 49.2 45.8 46.1: 54.4 56.0
8 41.3 40.7 41.0 49,7 46.5
9 35.2 36.0: 30.5 39.5 43.0

buicdo para a intensidade de cor no caso de vinhos novos
(relativamente ricos em antocianas), o que estard de acordo
com o que é sabido sobre a sua evolugho e com os principios
da determinacio da intensidade de cor.

Comparando malis atentamente os valores dos dois Indices
estudados, verifica-se a existéncia de algumas discrepéncias.
Assim, o teor de polifendis totais dado pelo indice de Folin-
-Ciocalteu parece estar sobrevalorizado (relativamente & absor-
véneia a 280 nm) no caso da amostra 8, o que podera ser devido
ao facto de esta amosira conter relativamente elevados teores
de Fe2+ e de azoto aminado, redutores do reagente de Folin-
-Ciocalteu, se bem que a fracgdo do azoto aminado possa também
aumentar a absorvéncia a 280 nm (Castino, 1979).

As amostras 1 e 6 apresentam indices de polifenéis totais
relativamente proximos; contudo, a amostra 1 parece apresentar
também um indice de Folin-Ciocalteu sobrevalorizado, o que
podera ser explicado pela accio de potenciais interferentes
(aglicares redutores, SO, livre e combinado, Fe2-, azoto ami-
nado, azoto proteico).

Comparando os resultados obtidos com o método classico
para, determinacéo do indice de Folin-Ciocalteu, com e sem prévia
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adicio do etanal necessirio para combinar o SO, livre existente
(métodos A e B), verifica-se que essa adi¢do vem originar uma
diminuico do valor do indice, excepto para as amostras com
muito pequenos teores de SO, livre, confirmando-se assim a
influéncia da fraccho livre do 4cido sulfuroso como redutor
do reagente de Folin-Ciocalteu (Somers e Ziemelis, 1980; Heroui
et al., 1984). Os valores encontrados para as amostras com muito
pequencs teores de SO, livre poderdio ser explicados quer por
erros aleatdrios inerentes ao método, quer pela eventual descom-
binagao do SO, ligado a polifenéis, determinada por um eventual
pequeno excesso de etanal.

Finalmente, e de uma forma geral, analisando o conjunto
de resultados obtidos, parece-nos que a fraccdo de matéria
corante muito polimerizada {polimeros castanhos e amarelos)
devera absorver fortemente no UV e estar menos apta a reduzir
o reagente de Folin-Ciocalteu, apresentando por isso um papel
fundamental no valor do indice de polifendis totais dado pela
absorvéncia a 280 nm, facto que contudo necessitard de con-

firmacdo.

Os vdrios modos operatorios para o determinacio do indice
de Folin-Ciocalteu

Verifica-se que os valores obtidos por recurso ao método
classico (Ribéreau-Gayon, 1970) sfo superiores aos obtidos pelo
método proposto por Blouin et al. (1972) (com determinacéo
espectrofotomeétrica a 750 nm), pelo que se conclui que a modi-
ficacdo introduzida (aquecimento a 70°C durante 20 min e
leitura a 750 nm) ndo veio beneficiar a intensificacio e manu-
tencao da cor azul produzida na reaccio.

Verifica-se por outro lado que os valores obtidos por recurso
a um aquecimento a 70°C durante 10 min (Montreau, 1972) e
com leituras espectrofotométricas a 750 nm, conduz a um signi-
ficativo aumento relativamente ao método classico, indicativo
de uma maior intensidade da cor azul desenvolvida; a finica
excepedo encontrada foi na amostra 5, o que podera ser explicivel
pelo facto desta amostra ser bastante rica em proteinas, redu-
zindo de forma aprecidvel o reagente de Folin-Ciocalteu (Pesez
e Poirier, 1954), proteinas essas que serfio significativamente
degradadas com o aquecimento a 70°C, perdendo assim esse
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referido poder redutor. A confirmar-se esta hipétese, serd uma
razio suplementar a favor da alteragdo proposta ao método
classico.

O indice de Folin-Ciocalteuw — estabilidade da cor azul desen-
volvida na reacgdo

No Quadro V, indica-se os resultados obtidos para o indice
de Folin-Ciccalteu ao longo do tempo, para as diversas amostras
ensaiadas e por recurso a dois modos operatorios distintos e
anteriormente referidos (métodos A e B).

QUADRO V

A estabilidade da cor azul

Lo stabilité de la couleur biew

A. INDICE DE FOLIN-CIOCALTEU D. INDICE DE FOLIN-CIOCALTEU
CLASSICO MODIFICADO
(700 nm) (70° C de aquecimento durante

10 min; 750nm)

Tempo (h) Tempo (h)
Amostra Amostra
0 1 2 3 0 1 2 3

44,0 44,8 44,1 . 43,9
18,8 187 184 18,1
52,6 524 52,0 51,7
59,9 59,8 59,6 58,9
70,2 69,9 69,1 68,5
444 443 441 43,8
54,4 54,4 53,6 53,6
49,7 497 489 488
39,5 397 39,0 389

41,1 421 424 424
163 164 163 162
51,6 58,2 534 53,9
59,3 61,2 61,4 61,9
84,1 86,7 887 87,2
389 40,1 40,1 404
52,3 54,2 544 54,8
425 44,2 445 442
35,3 864 367 369

© 00 =1 OB o M
© 00 =3 B G W R

NOTA — 0 horas em A corresponde a 30 min de reaccfic; em D corresponde
ao fim do arrefecimento sobre corrente de dgua fria.

Verifica-se que a estabilidade da cor azul desenvolvida na
reaccdo, no método classico (A), se atinge passado mais de 1h,
observando-se ainda, ao fim de 3 h, um ligeiro incremento da
sua intensidade, conforme os resultados de Montreau (1972),
enquanto que no processo D (aquecimento a 70°C durante
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10 min) se atinge quase de imediato um miximo dessa inten-
sidade, observando-se um ligeiro decréscimo durante o tempo
subsequente.

A determinagdo de indices de cor de vinhos tintos em relagdo
com os indices de polifendis totais

Indica-se, no Quadro VI, os coeficientes de correlacio
observados, para os 9 vinhos ensaiados, entre diversos métodos
de determinacéo de indices de polifendis totais e de cor de vinhos
tintos. E de salientar que os valores apresentados sdo apenas

QUADRO VI

Correlagho observada entre os indices de polifendis totais
e os indices de cor de vinhos tintos

Corrélation observée enive les indices de polyphénols totauax
et les indices de couleur de vins rouges

indice de. polifenéis ‘o Coeficiente de correlagiio
totais (1) Indice do cor (1) (1)
Intensidade de cor 0.67
. (A 420 + A 520)
Indice de ]
Folin-Ciocalteu Intensidade de cor 0.69
(mét. classico) (A 420+ 2520 + A 620)
[A] Intensidade de cor ) 0.84
(segundo Roubert, 1977)
Intensidade de cor 0.68
Agon 1 Aron
Indice de (7420 + 520)
Folin-Ciocalteu Intensidade de cor 0.70
modificado (A 420 + A 520 1 A 620)
D
D] Intensidade de cor 0.85
(segundo Roubert, 1977)
Intensidade de cor 0.62
(A 420 + A 520)
Abgorvéncia Intensidade de cor 0.64
2 280nm (4420 + A 520 + A 620)
Intensidade de cor : 0.81

(segundo Roubert, 1977)
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indicativos, tendo em consideracio o reduzido ntimero de amos-
tras, se bem que representativas de vinhos abrangendo um largo
espectro de caracteristicas quanto & sua constituiciio fenodlica.

O indice de Roubert (1977), parece ser a determinacfo de
cor que mais se aproxima do teor de polifendis totais. Por outro
lado, a adigdo da absorvéncia a 620 nm as referentes a 420 nm
e 520 nm parecem aproximar a intensidade de cor ao indice de
polifendis totais, se bem que de uma forma pouco significativa,
aspecto que terd sobretudo importincia, segundo os dados da
bibliografia, no caso de vinhos novos com elevados valores de pH.

Sera contudo de referir que a determinagio da cor apenas
traduz uma fraccio do conjunto dos polifendis, ou melhor, apenas
reflecte uma sua caracteristica, profundamente dependente da
sua natureza, pelo que, s6 em grosseira aproximagfo, se podera

associar um indice de cor & informagdo dada por um indice de
polifendis totais.

CONCLUSOES

Verifica-se existir uma boa correlacido entre os dados obtidos
pelo método de Folin-Ciocalteu e pela determinacdo da absor-
vénecia a 280 nm, para exprimir o teor em polifendis totais dos
vinhos tintos, tendo-se observado uma boa significAncia de
quaisquer dos indices para traduzir a respectiva composicio
fendlica; no método de Folin-Ciocalteu, confirmou-se a possi-
bilidade de uma significativa interferéncia de Fe2+ e da fraccio
azotada (azoto aminado e azoto proteico) e ainda do diéxido
de enxofre (livre) e dos acficares redutores.

Qualquer dos indices de polifenéis totais ensaiados sdo
profundamente determinados pelos teores de taninos e de cate-
guinas.

No que se refere & optimizacdo do modo operatério para
a determinacdo do indice de Folin-Ciocalteu, conclui-se que se
deverd realizar a reaccdo com aquecimento a 70°C durante
10 min, por forma a estabilizar mais rapidamente a intensidade
da cor desenvolvida. Uma prévia adicio de etanal (na quanti-
dade estritamente necessiria para combinar o diéxido de enxofre
livre, eventualmente interferente) parece conduzir a resultados
mais correctos, sobretudo nos casos em que o teor de SO, livre
é relativamente importante,
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Entre os processos de determinacéo de cor de vinhos tintos,
o método de Roubert (1977) parece ser o que melhor podera
reproduzir a sua constituicfo fenodlica, se bem que de uma forma

algo grosseira.
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RESUME

Contribution pour Pétude des méthodes de determination
des polyphénols totaux dans des vins rouges

Nous avons procédé a une étude comparative des méthodes actuelle-
ment les plus recommandables pour la détermination des polyphénols totaux
dans des vins rouges, ayant comme but surtout contribuer & l'augmen-
tation de la connaissance scientifique qui permmet de mieux comprendre
la signification téchnique -— analytigue de cette détermination. Nous avons
étudié en particulier, les. méthodes dé détermination de l'indice de Folin-
-Ciocalteu et de l'absorvance 4 280 nm — sa relation avec la composition
phénolique de I'échantillon, sa dépendance avec les éventuelles interferentes,
I'optimisation de son mode operatoire, sa relation avec les indices de couleur
des vins rouges.

SUMMARY

Study of the methods for the determination of the total polyphenol
content in red wines

This paper is a contribution for a better understanding of the technical
and analytical meanings of the determination of the total polyphenol
content in red wines.

A comparison of the following methods is made: Folin-Ciocalteu and
the absorption at 280 nm wavelenght. Their connexion' with the phenol
content in the sample, with the colour indexes of red wines, and their
dependence on interferent substances, were discussed. An optimization of
the analytical procedure of the methods is also made.
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