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«DETERMINACAO DA FERMENTACAO MALOLATICA EM
VINHOS PELA CROMATOGRAFIA EM PAPEL»

Carlos Eugenio Daudt (*)

I — INTRODUCAO

A fermentacio malolatica é a transformacéo de um acido
bibasico (4cido maélico) em um 4cido monobéasico (4cido
latico) fermentagéo esta de grande importancia em Enologia,
uma vez que o teor de acidez fixa dos vinhos é reduzido quan-
do esta se processa.

Apods a estocagem de vinhos recentemente fermentados
€ comum a diminuicéo do teor de acidez, ora por precipitacio
do 4cido tartarico em bitartarato, ora pelo aparecimento de
bactérias que produzem uma segunda fermentacido chamada
malolatica (5).

Entretanto RAMUNNI (12) lembra que durante o enve-
lhecimento dos vinhos pode ocorrer a diminui¢céo do 4cido méa-
lico até completo desaparecimento o que nos afirma que a
. acidez fixa também diminui neste caso.

RADLER (11) estudando a fermentacido malolatica em
vinhos conclui que a bactéria responsavel por este tipo de
fermentacio pode produzir um importante componente aro-
matico, conhecido como diacetil, o qual é proveniente da oxi-
dacdo da acetona.

No presente trabalho determinamos a fermentacio malo-
latica em vinhos através da cromatografia em papel, com a
finalidade de oferecermos aos vinicultores um processo de fa-
cil execucdo e de baixo custo, que lhes permita verificar este
tipo de fermentac@o ainda na fase anterior ao engarrafamen-
to, a fim de impedir que esta se processe posteriormente quan-
do o vinho ja estiver nas garrafas.

Assim sendo, ndo nos preocupamos com o bioquimismo
bacteriano, bem como com o contrdle da fermentacéo, aspec-
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tos estes que foram muito bem estudados por CHAVVET (3),
KUNKEE (5), PEYNAUD (8) e RADLER (11).

Com relacéo aos métodos usados para a determinacgéo e
controle da fermentacao malolitica, existem inimeros traba-
lhos, entretanto usamos a técnica apregoada por KUNKEE
(5) por apresentar resultados comparaveis aos da literatura e
ser de facil execucao.

Podemor citar ainda o método usado por PIFFERI (9) que
usa a cromatografia em camada delgada de silica-gel e deter-
mina todos os acidos orgénicos em vinhos.

CHAUVET et alii (3) descrevem um método de macera-
cio por diéxido de carbono, para o desenvolvimento dos aci-
dos malicos e latico durante a vinificacéo.

REBELEIN (13) dosa colorimétricamente o acido malico
juntamente com os 4cidos tartéarico e latico em cidra e vinhos.

BETHENCOURT (1) apresenta uma modificacio no mé-
todo titométrico para a determinacdo do 4cido malico em vi-
nhos e mostos.

MUENZ (7) determina os acidos D-tartérico e L-malico
em mostos e vinhos tratados com carbonato de célcio e apos
submetidos ao exame microseépico.

BRUNELLE et alii (2) usam a técnica do trimetilsilicato
(TMS) para a determinacéio dos 4cidos fixos em vinhos, do-
sando-os quantitativamente através da cromatografia gas-
liquida.

PROCOPIO et alii (10) utiliza o método Versene para a
determinacéo indireta do 4cido latico durante a hidrélise e
fermentacao.

KAIN et alii (4) fazem uma determinacio rapida de 4ci-
do latico em vinhos comerciais usando trocas da cations, sa-
lientando que o método ndo é muito seguro para determinar
o 4acido latico em vinhos derivados de uvas tintas nobres, em
face da grande quantidade de acido gluconico presente.

PEYNAUD et alii (8) em exaustivo trabalho comparam
varios métodos empregados na quantificacdo do 4cido L-mali-
co em vinhos. Caracterizam serem os métodos cromatografico
e enzimatico os mais indicados quando da realizagdo de um
grande numero de provas.
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II. MATERIAL E METODOS

2.1. Material — Os vinhos analisados foram adquiridos no

comércio local e na Estacdo Experimental
de Vitivinicultura de Bento Golcalves (RS). Os mostos que
utilizamos no presente trabalho foram adquiridos em diver-
sas cantinas também de Bento Goncalves (RS).

Analisamos trinta amostras de vinhos, sendo 12 amostras
de vinhos tintos, 6 de vinhos rosados e 12 de vinhos brancos,
enquanto que para a analise do mosto usamos nove amostras,
sendo 6 destinadas & fabricacdo de vinho tinto e trés (3) a
fabricacdo de vinhos brancos.

Foram feitos 3 cromatogramos para cada amostra.

2.2 — Método de Kunkee

A amostra (5mm3) é transferida para o ponto de partida
no papel de cromatografia, sendo apés, secada com corrente
de ar_aquecido, operacdo esta que é repetida seis vezes para
um mesmo ponto. Logo apos o papel é levado para a camara
de cromatografla a qual ja possui solvente. Depois de seis ho-
ras o papel € removido e deixado.secar & temperatura ambien-
re, o que é evidenciado pelo aparecimento de um fundo colo-
rido em azul, operacdo esta que varia de trés a quatro ho-
ras. Determina-se o Rf e compara-se os cromatogramas pa-
drdes, os quais apresentam os seguintes Rf:

Acido tartarico = 0,30
Acido malico = 0,57
Acido Latico - - 0,77

2.2.1. — Reagentes e Material usados

— Papel de cromatografia: Whatman n° 1. O papel é cortado
em retingulos de 10x30 cm, e o ponto de partida foi mar-
cado 2,5 cm de distdncia da margem inferior do papel.

— Solvente: Consta de uma mistura de n-butanol (100 ml),
agua (100 ml), acido férmico concentrado (10,7 ml) e bro-
mocresol verde (15 ml de solucdo 1%)

— Micropipetas: capacidade 5 mm?®

— Cuba de cromatografia: conforme fig. n° 1.
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Pontodoutide

III — RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 1 e 2. Pa-
ra facilitar a verificacio da presenca do 4cido maélico e latico,
nas amostras analisadas, em termos de percentagem, elabora-
mos a tabela ne 3.
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TABELA N

1

Resultados das Determinacoes Efetuadas em Vinhos

Numero

. . Variedade a Presenca d Presen
da |Tipo de vinho | g, gya Procedéncia | Safra | geia> Malico | Acud 3 dtics
Amostra

01 Tinto Séco Viniferas B. Goncalves 1970 + +
02 » ” Bonarda

Canaiollo ? ” 1970 - +
03 ”? ” Viniferas ” » 1970 + +
04 ” » Desconh. Verandépolis 1969 - +
05 » ” Viniferas | Caxias do Sul 1970 + +
06 ” ” Sangiovese

Canaiollo B. Gongalves 1970 + +
07 ” » Chianti ” ” 1970 + +
08 » » Desconh. Caxias do Sul 1969 - +
09 ” ” » A. Grande 1970 + +
10 ” ” Viniferas B. Gongalves 1970 - +
11 ” ” Desconh. Farroupilha 1970 - +
12 ” » ” Fl. da Cunha 1970 - +
13 Branco Séco Claite Die | B. Goncalves 1970 - +
14 ” ” Desconh. Jaguari 1969 - +
15 ” ” Moscato B. Goncalves 1970 - +
16 ” ” Desconh. ” » 1969 - +
17 ” ” ” Caxias do Sul 1970 - +
18 14 ” » 99 » ” 1969 - +
19 ” » ” F. da Cunha 1969 - +
20 ” ” ” Jaguari 1970 — +
21 ” » ”? Farroupilha 1969 - +
22 ” ” ” B. Goncalves 1970 + +
23 ” ” ” ” ’»” 1969 - +
24 » ” ” Garibaldi 1969 - +
25 ROsé Doce ” Caxias do Sul 1969 -~ +
26 ” » ” 14} »” 3 1970 + —
27 Rosé Séco Gamay B. Gongcalves 1970 + +
28 ” » Desconh. ” ” 1970 - +
29 ” » ” Caxias do Sul 1969 - +
30 ” ” ”? Garibaldi 1970 - +
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IV — DISCUSSAQ

Conforme afirma Kunkee (5), verficamos que o método
apregoado apresenta as caracteristicas que justificam nosso
trabalho ainda que a auséncia da mancha caracteristica do
acido malico é evidéncia segura de que a fermentacéio malo-
latica j& ocorreu.

As manchas que evidenciam a presenca dos dcidos orga-
nicos apresentam uma colora¢do amarela no fundo azul do
cromatograma. (fig. n° 2)

e
7 .—-F——-— Front
L Fundo -azul
L
»~
)
4 Mo amarelas
//01—————— Ponto de partisa
/i .

Fig. 2

Verificando nossos resultados constatamos que em vinhos
tintos (tabela n° 1), do total de doze (12) amostras analisadas
- encontramos em seis (6) delas a presenca de 4cido malico e
4cido latico e nas outras seis (6) a presenca de 4cido latico
somente, o que nos di observando a tabela n° 3, uma percen-
tagem de 50% e 100% respectivamente para a ocorréncia do
4cido malico e latico. Significam nossos resultados que 50%
das amostras ja tinham sofrido a fermentabdo malolatica, e
que os outros 50% estavam na presenca desta fermentacéo no
momento da andlise. ‘

Nos vinhos branco (tabela n® 1) encontramos uma amos-
tra com acido malico e latico, mas nas outras onze (11) so-
mente acido latico o que nos d4 pela tabela n® 3 a percenta-
gem de 8,3% € 100% respectivamente para a presenca de 4ci-
do maélico e latico.

Nestes vinhos os nossos resultados expressam que 91,7%
das amostras possuem acido latico somente e que em 8,3%
do total analisado estamos em presenca da fermentacdo ma-
lolatica.
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Nos vinhos rosados j& ocorreu um problema diferente
como constatamos verificando os resultados nas Tabelas nes
1 e 3; das seis (6) amostras analisadas, duas apresentaram
acido malico e as outras quatro (4) acusaram a presenca
do acido latico somente. Nas duas amostras que apresenta-
ram 4cido malico, uma somente acusou a’presenca de acido
latico, e a outra nido indicou siquer um traco deste 4cido.
Isto significa que:

Em primeiro lugar nas quatro amostras em que apare-
ceu o acido latico somente, sabemos que a fermentacdo ma-
lolatica ja ocorreu.

Em segundo lugar na amostra em que apareceram os
dois acidos, malico e latico, sabemos que estamos em pre-
senca da fermentacdo malolatica.

Finalmente em terceiro lugar, na amostra em que cons-
tatamos a presenca do acido malico somente podemos afir-
mar que a fermentacdo malolatica ndo ocorreu ainda.

Dos resultados acima expostos, podemos afirmar, que
muitos dos vinhos por nés analisados foram engarrafados
sem terem ainda sofrido a fermentagdo malolatica o que pro-
va a insuficiente observacio de muitos produtores ou a ca-
réncia de métodos simples que lhes possibilitemn evitar tais
erros, com prejuizos sensiveis no produto engarrafado e com
diminuicdo de crédito no que diz respeito a determinadas
marcas de vinhos, perante os consumidores de tal bebida.

Para confirmar ainda nossos resultados, resolvemos fa-
zer a determinacdo da presenca de acido malico e latico em
mostos a fim de verificarmos se alguns deles aparecia acido
1atico no primeiro dia de fermentacdo. Sabiamos de anteméao
que tal fato ndo deveria existir, o que comprovamos verifi-
cando nossos resultados expressos nas tabelas nvs. 2 e 3. O-
servando estes resultados vemos que tanto no caso de mos-
tos tintos, como no caso de mostos brancos tivemos uma pre-
senca de 100% para o acido mélico e uma auséncia total de
acido latico.

KUNKEE (5) nos diz ainda que como produto final da
fermentacdo malolatica noés temos o acido latico, que pode
provir tanto do acido maélico, como do agucar por uma fer-
mentacdo latica, bem como também do acido citrico.

Além do 4acido latico temos a formacdo da acetona e
seus compostos, todos em pequenas quantidades, sendo po-
rém grandes os seus efeitos organolépticos, como por exem-
plo o efeito benéfico no aroma exercido por pequenas quan-
tidades de diacetil.
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SANNINO (14) acredita que uma acidez total elevada e
umea graduacdo alcotlica alta, sdo condigcGes favoraveis que
inpedem a formacéo do acido latico derivado do acido malico.

Na literatura compulsada nido encontramos dados de
comparacdo no que diz respeito aos nossos resultados, uma
vez que os trabalhos encontrados tecem comentarios da ex-
celéncia ou néo dos métodos empregados para a pesquisa dos
acidos orgénicos (e entre eles o malico e o 1atico) como PEY-
NAUD TE ALII (8) que comparam o método quimico, cro-
matografico, enzimético, monométrico, e o método que uti-
liza. Schzosaccharomyces pombe, e concluem que os melho-
res sdo o cromatografico e o enzimatico porque duram me-
nos tempo e possibilitam um maior niimero de anélises.

De um modo geral todos os autores consultados expre-
sam-se quanto a exceléncia dos métodos utilizados.

O que podemos dizer é que a fermentacio malolatica po-
de ser desejada em vinhos de alta acidez cuja diminuicio no
teor 4cido em pouco altera os caracteres organolépticos,
mas nunca em vinhos de média e baixa acidez, como é o
caso dos vinhos de média e baixa acidez, como é o caso dos
vinhos do Rio Grande do Sul conforme afirma SCHWITZ (15),
porque entdo as alteracdes seriam bem mais profundas
principalmente se ocorrem quando os vinhos ja estdo en-
- garrafados.

V — CONCLUSOES

1 — Que o método descrito é eficiente, simples, rapido e
econdmico, sendo pois de grande utilidade, ndo s6 para a
pequena como também para a grande industria vinicola.

2 — Que é um método que possibilita o maior nimero
de analises a0 mesmo tempo.

3 —Que nos vinhos tintos 50% das amostras nos indi-
caram estarmos em presenca de fermentacdo malolitica.

4 — Que para os vinhos brancos em 8,3% dos casos
estudados estamos em presenca desta fermentacio.

5 — Que em vinhos rosados além de alguns casos es-
tarmos em presenca da fermentacdo malolatica, houve
uma amostra de excecdo em que esta fermentacdo ainda
nio tinha ocorrido.

6 — Que os mostos como era de esperar (caso nao hou-
vesse outra fonte interferindo) nio encontramos nem si-
quer tragos de 4cido latico e sim somente &cido maélico.
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VI — RESUMO

O autor ensaia um método facil e econémico para des-
cobrir a fermentacdo malolatica, destinado principalmente
aos produtores de vinhos com limitados recursos para pes-
quisa. O método descrito revela somente a presenca qua-
litativa do acido maélico, sendo uma combinac¢do de varios
métodos simplificados que utilizam o método cromatogra-
fico. A cromatografia é ascedente e o solvente utilizado
contém Acido férmico, butanol, agua e bromocresol verde.

VII — SUMARY

The author experiments an easy and economyc me-
thod to find out the malolactic fermentation, aimed main-
ly to the waine-producers. The method described shows the
qualitative presence of malic acid only, being a combina-
tion of several simplified methods that use the chromato-
graphic method. He uses the ascendent chomatography
and the solvent used countanis formic acid, butanol, water
and bromocresol green.
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