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Plantejament inicial i objectius.
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Plantejament inicial 3

Plantejament inicial

Les proteines del most i del vi es troben en concentracions molt baixes, de 'ordre de
miligrams per litre (Dubourdieu i col, 1981). Tot i aquesta baixa quantitat presenten una
gran importancia tecnologica degut a les seves propietats fisico-quimiques. Aquesta familia
de molécules, junt amb els polisacarids, formen el que s'anomenen els col-loides del vi.
L'excés de proteines en el vi provoca precipitacions indesitjables per la imatge del producte;
degut a desnaturalitzacions per la calor, per combinacions amb polifenols o metalls (Hsu i
Heatherbell, 1987a, b; Waters i col., 1991).

Pero la seva preséncia té un paper fonamental a les caracteristiques organoleptiques
del vi, tan a nivell aromatic com a fixadores d'aromes (Lubbers i col., 1993), com gustatiu
aportant sensacié de cos i volum al vi (Glories, 1976; Waters i col., 1996). També s’ha
observat la participaci6 de les proteines, degut a les seves propietats com a tensioactius, a la
formacié i estabilitzacié de I'escuma en begudes carbonatades, com la cervesa (Bamforth,
1985 i 1993) o els vins escumosos (Brissonnet i Maujean, 1991; Malvy i col., 1994).
Tanmateix l'estudi de les proteines també permet abordar la caracteritzacié varietal (Correa i
col., 1988; Gonzalez-Lara i col., 1989; Pueyo i col., 1993), tal com ja s’ha fet en estudis
ampelografics (Bachman i Blaich, 1988; Benin i col., 1988; Tedesco i col., 1997).

Al llarg del procés de vinificacid, des de la vinya fins a 'embotellat, es produeixen
canvis en el contingut i composicié proteica. Algunes proteines s'insolubilitzen, d'altres s6n
hidrolitzades per proteases o transferides al vi per autdlisi. L'aparicié de 1'alcohol actua com
a agent desnaturalitzant i la temperatura de emmagatzament i el pH també influeixen a la
seva solubilitat (Feuillat, 1995). Els tractaments que més influeixen sobre la concentracié de
proteines sén la filtracié (Ayestaran i col., 1995) i la clarificacid, ja sigui de mostos o de
vins. Els clarificants que tenen un efecte més fort sobre les proteines sén la bentonita i els
tanins, mentre que la resta de productes no tenen massa poder desproteinitzant (Moio i
Addeo, 1989). Els tractaments criogénics del vi serveixen per eliminar 1'excés de sals, pero
també redueixen la concentracié de proteines (Dizy, 1993). Altres factors que afecten les
proteines del vi sén les condicions edafiques (Bayly i Berg, 1967), el clima i el moment de
la verema (Murphey i col., 1989b).

A Tl'actualitat les técniques de clarificaci i filtracié que s’empren en els cellers s6n
aplicades de manera sistematica i arbitraria. El tipus de técnica o producte a aplicar sén fruit
de la rutina o de la moda. Les dosis dels additius estan escollides en funcié d’assaigs
realitzats en vins que no tenen perqueé comportar-se igual als vins del nostre pais. Per un
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4 Plantejamnet inicial

correcte condicionament dels vins de les varietats autoctones o foranies perd sotmesos als
condicionants del nostre pais es fa necessari aprofundir en el coneixement de la fraccié
proteica i com influeixen els diferents processos de la vinificacié sobre aquesta.

Una primera necessitat és implantar un metode de separacié de les proteines del vi i amb
aquest meétode desenvolupat es podra congixer com influencia la vinificacié en tots els seus
aspectes en les diferents fraccions. De la mateixa manera es podra veure els efectes de cada
fracci6 sobre propietats que s’atribueixen a les proteines en general, com ara ’estabilitat

col-loidal o la qualitat de I’escuma.

Objectius

1. Posar a punt una teécnica de separacié de proteines aplicable a vins, que permeti

quantificar d'una manera repetitiva.

2. Observar els canvis que succeeixen en aquestes proteines al llarg del procés de

vinificacié de vins base per escumds.

3. Estudiar quins canvis es produeixen a la fermentaci6é en barriques de roure a nivell de

composicid proteica.
4. Estudiar el comportament de les proteines a la maduracié del raim.

5. Aprofundir en I'estudi de la caracteritzacié varietal de les proteines dels vins.
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1. Origen de les proteines en els mostos i vins.

Les substancies proteiques dels vins poden tenir origens diversos, el més normal €s
I’origen vegetal, es a dir, proteines que s’alliberin en el most al trencar-se el gra de raim.
Una altre font de proteines sén les microorganismes que es desenvolupen en el raim que
provoquen les conegudes com malalties criptogamiques. Altres microorganismes que es
troben al most o vi alliberen substancies proteiques bé per degradacié o per secrecié. Les
substancies més alienes que poden deixar proteines en suspensié o dissolucié sén alguns
additius que s'hagin afegit al most o vi al llarg del seu procés d'elaboracié.

Les proteines enzimatiques provinents del raim sén les polifenol oxidases, les
pectinases, les lipoxigenases, les proteases, etc (Jackson, 1994). Un altre grup de proteines
que es pot trobar en els mostos, originaries de la baia, sén les que actuen com a defensa dels
atacs de les fongs patdgens, restant en el vi i provocant alguns problemes d'estabilitat
(Waters i col., 1996). També s'han identificat glucoproteines d'origen vegetal en mostos
(Paetzold i col. 1990) i en vins (Waters i col., 1994c; Marchal i col., 1996).

Les proteines originades per microorganismes es podrien subdividir en les cedides
per llevats i les alliberades pel fong filament6s Botrytis cinerea; els llevats aporten al vi
manoproteines estructurals de la paret cel-lular i en el procés de degradacié cel-lular
postfermentativa conegut com autolisi s'alliberen petits p&ptids i proteases. Un dels efectes
de la infecci6 del fong patdgen Botrytis cinerea és I'enriquiment del most en una polifenol
oxidasa anomenada Lacasa d'una gran resisténcia al dioxid de sofre i dificil d'eliminar.

Durant I'elaboracié del vi s'addicionen com agents clarificants proteines d'origen
animal que poden deixar residus (Watts i col., 1981). Aquestes proteines sén la caseina,
generalment addicionada en forma de la seva sal potassica, la gelatina, la cola de peix,
'alblimina de sang i I'albiimina d'ou. Aquestes dues tltimes més utilitzades en vins negres,
mentre que les dues primeres en blancs i rosats. La gelatina €s el clarificant proteic més

polivalent i ampliament utilitzat.

La majoria de totes aquestes proteines tenen un punt isoelectric (pI) més gran que el
pH del vi en el que s'alliberen o s'addicionen, aix0 implicara que tinguin una carrega positiva
neta, que tot i que ajuda a la seva solubilitat, també indueix a una reactivitat amb les
substancies amb densitat de carrega negativa del vi, particularment amb els compostos
fenolics. Els compostos fenolics que poden reaccionar amb les proteines sén els acids
fendlics i sobretot els flavondids. L'associaci6 entre els polifenols i les proteines és un
fenomen de superficie: existeixen interaccions molt fortes entre els anells aromatics dels

fenols i les zones hidrofobiques de les proteines (Loomis, 1974).
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A més també es formen ponts d'hidrogen entre els grups hidroxil dels fenols i els atoms
d'oxigen de I'enllag peptidic. Altres tipus de reaccions amb menys importancia sén la unié
covalent de les proteines amb les quinones i la interacci6 ionica (Vilter, 1990; Ricardo-da-
Silvaicol., 1991).
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2. Quantificacié de Ia proteina total en mostos i vins.

Els métodes de determinacié de proteines s6n derivats d'altres camps del
coneixement pel que solen tenir problemes d'aplicacié degut a la complex composicié
quimica del vi, que pot donar interferéncies. Aixi els meétodes que s'utilitzen en teixits
animals que sén poc sensibles o bé presenten interferéncies dels compostos fenolics en el cas
del vi (Potty, 1969; Brenna i Vecchi, 1990). Altres métodes poden tenir interferéncies per
massa molecular, al determinar com a proteina altres substanciesnitrogenades de inferior
massa molecular. En la majoria de métodes hi ha un pas previ de purificacié de la mostra i

eliminaci6 de la matriu (Correa i Polo, 1991).

La disparitat de metodes fa que hi hagi un ampli ventall de valors; el contingut total
de proteina en vi blanc pot oscil-lar entre 10 i 275 mg/l segons el métode emprat (Boulton,
1974). Diferents estudis troben valors entre 20 i 260 mg/l amb una mitjana de 116 mg/I pels
vins de California. Anelli (1977) estudia mostos italians i troba valors de proteina entre 4,3 i
14,4 mg/l; observa que representen un 2,05% 10,17 del nitrogen total.

A continuacié es descriven els métodes més utilitzats a la bibliografia per la

determinaci6 de proteines en vins.

2.1. Nitrogen total pel metode de Kjendahl.

La determinaci6 del nitrogen total segons el métode de Kjendahl es fa per mitja d'una
mineralitzacié de la mostra amb acid sulfiric en preséncia d'un catalitzador de seleni o
mercuri. Quan la mostra esta mineralitzada s'hi ajusta el pH fins a la neutralitat i es destil-la
recollint 'amoniac sobre acid boric o acid sulfiiric en forma de sal amonica. En el cas de
-I'acid boric és valora amb clorhidric en preséncia de roig de metil i si es recull sobre sulfiric
es valora l'excés d'acid amb hidroxid sodic i roig de fenol com indicador. Aquesta
determinacié fa una sobreestimacié respecte a les proteines ja que en el vi també contenen
nitrogen les vitamines, 'amoniac, els aminoacids, els oligopeptids, les amines i els nitrats.
Alguns autors proposen aillar la proteina i realitzar la determinaci6 del nitrogen total sobre
la fraccié aillada i multiplicar el resultat per 6,25 per expressar-ho com a proteina, suposant
que el contingut mitja en nitrogen de les proteines dels mostos i vins €s del 16% (Feuillat i
col., 1972; Somers i Ziemelis, 1973; Amerine i Ought, 1974; Ribereau-Gayon i col., 1976).
Tot i la precisi6 d'aquest metode té el defecte de la seva lentitud.
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2.2. Métode de Biuret.

La reacci6 del Biuret esta basada en la reacci6 caracteristica de I'enllag peptidic amb
el sulfat de coure en medi alcali. La intensitat de coloracié depén del nombre d'enllacos
peptidics per gram de proteina, perd €s independent de la seva massa molecular. Aquesta
coloraci6 presenta un maxim d'absorcié a 545 nm. Pero té el inconvenient de la interferéncia
dels peptids que causen una sobreestimacié. Un altre font de sobreestimaci6 és la reacci6 del
Cu2+ amb els compostos fendlics que, tot i no donar el mateix espectre d'absorci6, influeix

en la lectura de I'analisi.

La purificacié previa de la mostra és imprescindible per la fiabilitat d'aquest metode

(Correa i Polo, 1991). Baily i Berg (1967), modifiquen el metode restant a 1'absorbéncia de
la mostra i reactiu la deguda a la mateixa mostra sense el CuSO, i troben resultats per

mostos de raim blanc entre 20 i 260 mg/1 i per vins blancs de 30 a 275 mg/l.

2.3. Métode de Lowry.

El metode desenvolupat per Lowry el 1951 esta basat en la capacitat dels complexes
de coure i proteina en reduir el reactiu de Folin Ciocalteu; ja el mateix autor cita la
interferéencia dels compostos fenodlics (Lowry i col., 1951). Potty (1969) proposa una
variacié del metode per proteines de plantes que consisteix en corregir el valor de 'analisi de
Lowry (proteines i fenols) amb el valor que s'obté del reactiu de Folin sens afegir coure
(fenols). Si les mostres tenen grans quantitats de fenols, 1'autor aconsella precipitar i rentar
amb etanol al 67% per eliminar els compostos fenodlics. Baily i Berg (1967) donen resultats
de 500 mg/l en vins model i després de dialisi observen que les concentracions sén molt més
baixes, atribuint la variacié als petits peptids. Resultats en vins Portuguesos donen valors
entre 285 i 502 mg/l, previa separacié dels col-loides per exclusié6 molecular en un gel
Sephadex G-25 (Dorrestein i col., 1995), aquests valors tan alts poden ser deguts a
polifenols adsorbits per les macromolécules (Correa i Polo, 1991; Waters i col., 1995b).

2.4. Espectres d'absorcié U.V.

Degut a la gran quantitat de compostos que té el vi no es possible la deteccid directa
de les proteines per mitja d'una lectura d'absorbéncia a 280 nm, longitud d'ona tipica de
deteccié de proteines. Alguns autors, malgrat tot, utilitzen la lectura a 280 nm del pic que
apareix en el volum d'exclusié d'una columna amb rebliment de Sephadex G-25 (Somers i
Ziemelis, 1973). Aquest metode esta basat en la baixa contribucié dels compostos fenolics a
l'espectre ultravioleta dels vins blancs (Somers i Ziemelis, 1972).
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S'ha de fer una calibracié prévia que els autors realitzaren amb albimina bovina i amb la
mesura del nitrogen total (mesurat pel meétode Kjendahl) i multilicant pel factor 6,25. Les
concentracions de proteina en vins trobada estan entre 50 i 840 mg/l. Tyson i col. (1981) i
Interesse i col. (1987) utilitzen un meétode semblant, perd amb columnes d'exclusid
molecular en cromatografia liquida d'alta eficacia. També han utilitzat la cromatografia
liquida d'alta eficacia Dubordieu i col. (1986), amb dues columnes d'exclusié montades en
serie, perd amb diferents talls d’exclusié molecular. Aquests autors mesuren els polisacarids
per l'index de refraccid i la proteina a 225 nm i es quantifica calibrant amb albimina de
serum bovi (ASB). Els autors donen valors de 346 mg/] per un vi blanc en rama i de 29 mg/l
per un vi estabilitzat. Els valors de proteina obtinguts pels métodes espectrofotomeétrics de
lectura directa son tots molt elevats probablement degut a la interferéncia d'aitres compostos,

possiblement polisacarids (Correa i Polo, 1991).

2.5. Métode de Bradford.

El meétode proposat per Bradford (1976) utilitza el colorant blau brillant de
Coomassie G-250 per quantificar la proteina present en una solucié. Quan el blau brillant de
Coomassie G-250 s'uneix a la proteina forma un complex de color blau amb un maxim
d'absorcié a 595 nm. Aquest reactiu ha tingut gran acceptaci6 en tots els camps. Fou usat
directament sobre la mostra per Hsu i Heatherbell (1987a) amb valors de 58 mg ASB/1 per
mostos i de 29 mg ASB/1 en vins. En un treball de Murphey i col. (1989a) troben que la
velocitat de formacié del complex proteina-blau brillant de Coomassie G-250 en vins és més
lenta que en altres tipus de mostres, com a conseqii¢ncia de 1'uni6 del grups carregats de les
proteines amb compostos fenodlics. Segons aquests autors, donada la complexitat d'aquesta
interacci6, el temps de reaccié optim depen del tipus de vi; de totes maneres recomanen un
temps d'incubacié de 55 minuts a temperatura ambient. Altres autors observen una
interferéncia entre les proteines i els compostos fenolics (Delcour col., 1981; Brenna i
Vecchi, 1990), pel que Brenna i Vecchi proposen un meétode de separacié prévia amb
Sephadex G-25, aillant la proteina dels polifenols, que sén retinguts per grossaria i
hidrofobicitat. Aquests mateixos autors observen que el temps de reaccié no influeix ja que
I'absorbéncia gairebé no canvia entre 10 i 80 minuts, mentre que la lectura del
espectrofotometre augmenta al incrementar el ratio mostra respecte reactiu, verificant-ho
entre un rang de 20 al 80% de mostra. En alguns treballs es troben variacions en la relacié
volumeétrica entre la mostra i el reactiu (Waters i col., 1991), altres treballs modifiquen les
condicions de reaccié alcalinitzant la mostra cinc minuts abans de I'addicié del reactiu
(Dawes i col., 1994).
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Una comparacié entre el meétode de Bradford i el de Lowry prévia precipitacié en
etanol de la mostra es troben valors entre 42 i 13 mg/l pel primer metode i d'entre 47 1 278
mg/l pel segon (Weetall i col., 1984). Pel metode de Bradford, Gonzalez-Lara i col. (1989)
troben concentracions en mostos de varies zones d’Espanya d’entre 15 i 45 mg ASB/1 i Dizy
(1993) entre 40 i 70 mg ASB/1 en mostos de Malvar, varietat tipica de la Denominacié
d'Origen Vinos de Madrid. En vins base per escumosos de la Denominacié d'Origen Cava
s'obtenen concentracions entre 20 1 50 mg/l per mostos i entre 6 i 16 mg/l per vins (Pueyo i
col., 1993).

2.6. Altres metodes.

Yokotsuka i col. (1978) proposen la utilitzacié del negre de Amido 10B per la
determinaci6 de la quantitat de proteines en sucs de fruites, mostos i vins; les mostres s'han
de sotmetre abans a una separaci6 que els autors feien amb acid tricloroacetic o amb acid
percloric, trobant resultats semblants. Lamikanra (1987 i 1988) determina el a-amino

nitrogen amb ninhidrina i ho assimila a proteina total.

Un altre meétode consisteix en determinar la quantitat de proteina per la suma del
aminoacids, que es quantifiquen per cromatografia liquida d'alta eficacia, previ aillament i
hidrolisi acida (Yokotsuka i col., 1977; Belleville i col, 1993). La deteccié i quantificacié
dels aminoacids es poden determinar conjuntament per varis metodes: el metode de
Soerensen; la reaccié amb ninhidrina o la reaccié amb 1 fluoro-2,4 dinitrobenze (DNFB).
També es pot quantificar amb cromatografia liquida d'alta eficacia i detector de
fluorescencia, fent els corresponents derivats fluorescents de cada aminoacid.

Waters i col. (1991) comparen les concentracions obtingudes pel métode de Bradford
i per la suma dels aminoacids previa hidrolisi acida. En aquest treball es veu una baixa
reactivitat de diferents fraccions proteiques del vi, separades per precipitacié amb sulfat
d’amoni, vers el blau brillant de Coomassie G-250 respecte al mateix calcul de la
concentracié per la suma d'aminoacids. Les dades del Bradford oscil-len entre un 20% i un
50% respecte el valor calculat per la suma d'aminoacids, segons la fraccié proteica separada.
Altres autors troben que moltes proteines donen poca coloracié amb la reaccié de Bradford
respecte a l'albimina de sérum bovina (Read i Northcote, 1981).

2.7. Resum de quantificacié de diferents autors.

En aquesta taula es resumeixen les concentracions de proteines aixi com la
metodologia emprada. Les concentracions estan expressades en mg/l, utilitzant com a
estandard albimina de sérum bovi en el cas de les mesures fetes amb recta de calibrat.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS

Joan Miquel Canals Bosch

DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

Introduccio

13

Varietat vinifera’ |  most | . wi _Referéncia : Metodologia:
Chardonnay 85-100 10 Feuillat i col., 1995 Bradford
2-6 Brissonnet i Maujean, 1991 | dialisi+Bradford modificat
89-105 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
52 Lubbers i col., 1995 ultrafiltracié+Lowry/
8 Malvy i col., 1994 Bradford
7 Marchal i col., 1996 Bradford
Sauvignon 9 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
27 Hsu i Heatherbell, 1987a Bradford
80 72 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
79 Feuillat i col., 1995 Bradford
Sémillon 11 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
55 30 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Riesling 2 Yokotsuka i col., 1977 TCA+ negre amido 10A
9 Anelli, 1977 dessalat+Kjeldahl
40 Yokotsuka i col., 1978 suma aminoacids
39-49 28-34 Hsu i col., 1987 Bradford
68-110 39-80 Murphey i col., 1989b Bradford
30 Flores i col., 1990 Bradford
28-36 Hsu i Heatherbell, 1987b Bradford
Gewiirztraminer 77 41 Hsu i Heatherbell, 1987a Bradford
44-59 Hsu i Heatherbell, 1987b Bradford
54-62 Hsu i col., 1987 Bradford
69-118 65-100 Murphey i col., 1989b Bradford
52-60 Flores i col., 1990 Bradford
260 Dawes i col., 1994 Bradford modificat
Garnatxa 1-2 Correaicol., 1988 Dialisi+Bradford
15-19 Gonzalez-Lara i col., 1989 | Bradford
Ull de llebre 3 Correaicol., 1988 Dialisi+Bradford
10-27 Gonzalez-Lara i col., 1989 | Bradford
Airen 1-5 Correaicol., 1988 Dialisi+Bradford
15-28 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Macabeu 3 Correaicol., 1988 Dialisi+Bradford
21 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
23-38 7-13 Pueyo i col., 1993 Bradford
Xarel-lo 3-4 Correaicol., 1988 Dialisi+Bradford
41-50 14-16 Pueyo i col., 1993 Bradford
Parellada 20-42 6-7 Pueyo i col., 1993 Bradford
Malvar 50 31-45 Pueyo i col., 1993 Bradford
Zalema 26 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
Pedro ximenez 45 Gonzalez-Laraicol., 1989 | Bradford
Cabernet sauvignon | 22-30 Gonzalez-Lara i col., 1989 | Bradford
70 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Merlot 45 Gonzalez-Lara i col., 1989 Bradford
48 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Pinot noir 77 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Pinot blanc 95 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
Sylvaner 90 70 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
20 Hsu i Heatherbell, 1987b Bradford
Muscat Bayle A 44-57 Yokotsuka i col., 1994 dialisi+microkjeldahl
Arinto 287 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Bical 422 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Fernao pires 503 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Vital 285 Dorrestein i col., 1995 desalatge+Lowry
Colombard 90 Bayly i Berg, 1967 dialisi+Biuret modificat
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“ Varietat vinifera. | most vi . Referencia = =
Muscat:
Moscatel 40-41 Gonzalez-Lara i col., 1989
Higgins 33 Lamikanra, 1987
Carlos 79 14 Lamikanra i Inyang, 1988
Canelli 80 72 Bayly i Berg, 1967
Welder 133 30 Lamikanra i Inyang, 1988
d’Alexandrie 113 Waters i col., 1992
260 233 Bayly i Berg, 1967

Somers i Ziemelis, 1973

~ Metodologia
Bradford
ninhidrina
ninhidrina

dialisi+Biuret modificat
ninhidrina

Bradford modificat
dialisi+Biuret modificat
dessalat+UV 280 nm
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3. Meétodes d'aillament i concentracid utilitzats en proteines del vi.

Tal com s'ha vist en el punt anterior la majoria dels meétodes de quantificacié
precisen un aillament previ de la fraccié de proteina del vi o most; arribant a tenir més
importancia per la quantificaci6 la bona separacié de la fraccié proteica que la reaccié de
quantificaci6 en si. Aixi com per la posterior separacié de les proteines s'aillen del medi a fi

de concentrar-les. Algunes d'aquestes técniques es poden utilitzar combinades.

3.1. Precipitacio i centrifugacid.

Aquest metode consisteix en afegir al vi o most un agent precipitant i separar després
per mitja de centrifugacié. En alguns casos els agents precipitants han de mantenir intacta
I'estructura de la proteina per realitzar estudis de la seva natura. Els agents més utilitzats sén
I'etanol, I'acetona, el sulfat amonic, I'acid tricloroacétic i 1'acid percloric. Tots els métodes de
precipitacié tenen el inconvenient de 1'adsorcié de compostos de baixa massa molecular,

sobretot polifenols, que poden interferir en les analisis (Waters i col., 1995a).

L'acetona i I'etanol presenten el inconvenient de la poca selectivitat, ja que també
precipiten altres col-loides com els polisacarids. Usseglio-Tomasset 1 Di Stefano (1977)
precipiten amb etanol mostos, vins i medis sintétics per estudiar llurs col-loides. Altres
autors precipiten els col-loides per determinar la concentracié de proteina al residu per
metodes que tenen interferéncies de péptids /o aminoacids (Weetall i col., 1984; Feuillat i
col., 1988; Feuillat i col., 1989). Aquesta precipitacié també s'utilitza per glucoproteines,
com a métode preparatiu per una posterior separacié d'aquestes (Belleville i col., 1993;
Waters i col., 1994a; Santoro 1995). Tots aquests treballs precipiten les proteines amb una
concentracié d'etanol alta, que a la mostra final va del 70-80 % (v/v). Altres autors, en
I'estudi de petits peptids, utilitzen etanol per retirar del medi els col-loides d'alta massa
molecular i evitar interferéncies (Moreno-Arribas i col., 1996). L'acetona es utilitzada en
fred (1:8 v/v) sobre mostres préviament separades per electroforesi i extretes del gel per una

posterior sequenciacid (Santoro, 1995).

El sulfat amonic €s un altre agent precipitant molt utilitzat, tot i que sempre ha d'anar
Iligat a una altre técnica per separar la sal de les proteines. Koch i Sajak (1959) féren un dels
primers treballs sobre proteines de vins i mostos utilitzant el sulfat amonic per aillar les
proteines. Radola i Richter (1972) ho empren en mostos seguit de ultrafiltracié (porus
nominal 10 kDa) per purificar el precipitat. Laminkara (1987) i Ollivier i col. (1987) treuen
el sulfat d'amoni per mitja de dialisi amb l'objectiu de caracteritzar les proteines del raim

muscadelle i de most de Sauvignon respectivament.
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Paetzold i col. (1990) precipiten amb sulfat amonic al 80% de la seva saturacié (0,56 g/ml),
treuen la sal amb una columna de Sephadex G-25 i liofilitzen després, obtenint 122 mg de
pes sec amb 1 litre de most. Aquesta precipitacié també es pot fer d'una manera fraccionada,
afegint quantitats creixents de sulfat d’'amoni des del 60% (0,39 g/ml), 65% (0,43 g/ml) i
70% (0,47 g/ml) de la saturacid; recollint els precipitats de cada pas i el sobrenadant del
70% es concentra per ultrafitracié previa dialisi i aix{ es separen varies fraccions en un
Muscat d'Alexandria (Waters, i col., 1991). Els mateixos Waters i col. (1992; 1993)
precipiten amb sulfat d'amoni al 70% (0,47 g/ml) de la saturacid, dessalen i concentren amb
un dispositiu de ultrafiltracié per centrifugacié Centricon 10 (Millipore®). En un altre
situacid, analitzant les proteines en vins negres, concentren el vi amb rotavapor a baixa
temperatura (menys de 40°C) abans de precipitar les proteines a una concentracié del 80%
de la saturacié. El precipitat es centrifuga, dialitza contra aigua i liofilitza amb un rendiment
de 20,6 mg/l (Yokotsuka i col., 1994).

Alguns treballs utilitzen altres agents precipitants com 1'acid tricloroacetic en mostos
1 vins dialitzats (Yokotsuka i col., 1977) o directament en mostos (Ayestaran i col., 1995).
L'acid percloric com a agent precipitant dona resultats semblants a 1'acid tricloroacétic
(Yokotsuka i col., 1978). La bentonita, un producte enologic molt utilitzat com a adjuvant de
clarificacid, també es pot considerar com un agent per aillar les proteines del medi i després
estudiar-les; el procediment es tractar el vi amb bentonita a dosi maxima per retirar totes les
proteines del vi, una vegada separat el precipitat amb bentonita s'hi extreuen les proteines
amb un tampé TRIS (pH 8,2; 0,1M) que conté 5% de clorur sodic, es centrifuga la mostra i
el sobrenadant que conté les proteines del vi es dialitza (Lamikanra i Inyang, 1988).

3.2. Dialisi.

La dialisi és un procés de preparacié de la mostra amb fins sobretot preparatius, amb
I'objectiu d'evitar les interferéncies de les substancies de baixa massa molecular. Aquest
metode té 1'avantatge de seleccionar la grandaria molecular minima de les substancies
retingudes, en funcié del porus escollit de la membrana. La desavantatge principal és la
dilucié de la mostra, que després s'haura de concentrar per algun altre métode.

Els primers treballs on la dialisi és el metode d'aillament de les proteines de vins i
mostos son els de Moretti i Berg (1965), Baily i Berg (1967). En ells s'estudiava el problema
de les precipitacions proteiques dels vins. També Radola i Ritchter (1972) 'utilitzaren per a
caracteritzar les proteines de mostos, compararen aquest aillament després de precipitar amb
sulfat d'amoni i la ultrafiltracid, sense trobar diferéncies significatives.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LTQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS
Joan Miquel Canals Bosch

DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

Introduccié 17

Una teécnica per concentrar després de la dialisi és la osmosi inversa, per introduccié
dels sacs dialitzats en una solucié al 20% de polietilenglicol (massa molecular 20 kDa),
obtenint un concentrat que es pot acabar de concentrar per rotavapor a baixa temperatura
(Correa i col., 1988; Gonzdlez-Lara i col., 1989; Correa-Gorospe i col., 1991; Brissonnet i
Maujean, 1993). Una alternativa és la liofilitzacié (Moio i Addeo, 1989; Brissonnet i
Maujean, 1991; Pueyo i col., 1993; Yokotsuka i col., 1994). En treballs de separaci6 de
proteines per electroforesi capil.lar la dialisi es fa contra el tampd d'elucid i no es necessari
concentrar la mostra ja que a la columna s’aconsegueix el mateix efecte amb tampons de
menys conductivitat (Ledoux, i col., 1992; Luguera i col., 1997).

3.3, Filtracid per gel o cromatografia d'exclusié molecular.

La filtracié per gel amb un suport que tingui un volum d'exclusié de 4-5 kDa permet
separar les substancies més grans d'aquesta massa molecular de la resta de compostos del vi.
Els gels utilitzats sén els Sephadex G-25, i sobre la fraccié d'exclusié s'hi realitzen les
determinacions de proteina (Somers i Ziemelis, 1973; Brenna i Vecchi, 1990) . També es pot
utilitzar com a técnica preparativa per purificar la mostra (Waters i col., 1990; Dorrestein i
col., 1995), concentrant per liofilitzacié (Paetzold i col, 1990). Feuillat i col. (1972) i Anelli
(1977) determinen el nitrogen proteic com el nitrogen total de la fraccié exclosa per
cromatofrafia sobre Sephadex G-25, coincidint en que el nitrogen proteic és entre 1,7 i 2%
del total. Un altre gel utilitzat a la bibliografia és el Sephadex LH-20, molt utilitzat per la
separacié de polifenols (Escribano-Bailén i col., 1992; Waters i col., 1994a), que dona
resultats similars al G-25 per0 l'eluci6 és més lenta (Brenna i Vecchi, 1990).

3.4, Ultrafiltracid.

La ultrafiltracié permet separar en funcié de la massa molecular dels components de
la mostra. Aquesta técnica es pot realitzar en filtraci6 a través de membranes de fibra de
vidre o bé per filtraci6 tangencial amb membranes plastiques o de ceramica. En el cas dels
vins permet concentrar la fraccig col-loidal per caracteritzar-la (Weetall i col., 1984; Feuillat
i col., 1988; Waters i col., 1994a; Pellerin i col., 1994; Dawes i col., 1994). Utilitzant
membranes de diferents porus nominals, que van dels 1000 als 50000 Da es pot separar el vi
en varies fraccions i analitzar-ne l'estabilitat (Hsu i col, 1987c; Waters i col., 1991). Altres
autors determinen el nitrogen total de la fraccié concentrada previ rentat (Lurton, 1988). El
vi ultrafiltrat per una membrana de 10 kDa de porus nominal es considera lliure de
col-loides, amb el qual es pot fer un test d'estabilitat proteica per 1'addicié de les diferents
fraccions de proteina del concentrat (Watérs i col,, 1991; 1992; 1993). Malvy i col. (1994)
estudien per un procediment semblant la influéncia de les proteines sobre la formacié

d'escuma en vins base de la Champagne.
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Altres treballs analitzen la interaccié de les macromolécules separades per ultrafiltracié amb
els aromes (Lubbers i col., 1993). Aquesta técnica és el pas final d'altres processos de
separacio, com la precipitacié amb sulfat amonic, per dessalar i concentrar la mostra (Waters
icol.,, 1995a; Waters i col., 1995b) o després de la dialisi (Marchal i col., 1996).

La ultrafiltracié s'utilitza a nivell industrial com una operacié per substituir la
clarificacidé; les membranes de separacié son organiques i tenen un porus de 50 kDa.
Aquesta técnica millora els resultats de l'estabilitzacié tartarica, perd no estabilitza els vins
blancs vers les precipitacions proteiques. A nivell organoleptic no es veuen diferéncies
significatives, tot i els empobriments en col-loides i materia colorant (Serrano i col., 1988).
Tot i aixi aquest procediment de clarificaci6 té un ds minoritari en tractaments de vins d’alta

qualitat.
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4. Metodes de separacid i caracteritzacio de les proteines del most i vi.

La separacié i caracteritzacié de les proteines en enologia s'ha realitzat per dos
fonaments principals: les técniques de cromatografia liquida i les d'electroforesi. De
cromatografies liquides es poden distingir, segons les pressions de treball, tres tipus:

a. Cromatografia liquida en columna oberta. S'elueix a pressié atmosferica.
Cromatografia liquida a baixa pressid, coneguda com FPLC. Les pressions de treball sén
10-15 bar. De molta utilitat per la separacié de macromolécules.

c. Cromatografia liquida a alta pressid, coneguda com HPLC. Les pressions de treball sén
100-150 bar.

Les técniques de electroforesi, que es caracteritzen per fraccionar la mostra a través

d'un camp eléctric, es poden separar segons el suport utilitzat en dos tipus:

a. Les técniques d'electroforesi que utilitzen com a suport els gels de poliacrilamida, molt
utilitzada per la variabilitat de tall de porus en funcié dels percentatges d'acrilamida i
bisacrilamida a la fabricacié del gel. El diametre de porus implica un impediment esteric
que separa les proteines segons la seva mobilitat electroforética. En aquest cas, en que es
parla d'electroforesi nadiua, la mobilitat electroforética es funcié de la relacié carrega-
massa de la proteina: a més carrega més mobilitat i a més massa més impediment estéric,
per tant menys mobilitat. Si s'addicionen substancies desnaturalitzants que augmenten la
carrega proporcionalment a la massa molecular com ara el dodecilsulfat de sodi (SDS) la
mobilitat sols depén de la massa, aquesta és la electroforesi en gel de poliacrilamida en
condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE). També es poden afegir tampons que
produeixen un gradient de pH a través del gel, de manera que les proteines perden la
mobilitat quan arriben a una zona de pH igual al seu punt isoelectric; aquesta técnica

s'anomena isoelectroforesi o també isoelectroenfocament.

b. La técnica més moderna per caracteritzar les proteines del vi és l'electroforesi capil.lar,
que separa dins d'una columna capil.lar de silici fos, modificable segons convingui.

Les propietats fisico-quimiques que serveixen per separar les proteines i polipéptids
s6n la massa, la carrega, i la hidrofobicitat, en menys mesura. També la preséncia d'alguna
interaccié especifica amb una part de la proteina es pot utilitzar per separar aquesta
molécula, com succeeix amb les manoproteines (Dale, 1991). L'anfoteritat de les proteines
fa que puguin variar la seva carrega en funcié del pH del medi en el que estan i que tinguin
un pH en el que no tenen carrega, que s'anomena el punt isoeléctric i €s caracteristic de cada

proteina.
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4.1. Cromatografia en columna oberta (baixa pressid).

La cromatografia en columna oberta és un dels primers métodes utilitzats per separar
les proteines. Tot i la seva lentitud i la baixa resolucid presenta les avantatges de tenir un
gran ventall de medis de separacid i el seu caracter preparatiu permet utilitzar-la en la
majoria de casos com a técnica prévia a una total caracteritzacid. Els gels més utilitzats a la

bibliografia s6n els d'exclusié molecular i les reines de bescanvi ionic.

4.1.1. Filtracié per gel o exclusié molecular.

Els gels d'exclusié molecular permeten separar les macromolécules segons la seva
massa molecular. En 'ambit de les proteines aquesta cromatografia té varies aplicacions: la
purificaci6 de la mostra, la determinacié de masses moleculars i 'estudi de distribucions de
masses moleculars. La primera aplicacié s'ha descrit a l'apartat 3.3., t€ un caracter totalment
preparatiu ja sigui per determinar la concentraci6 total de proteina o per fraccionar la mostra
a posteriori. Les proteines dels vins es separen per aquesta tecnica amb diferents objectius;
per veure la influéncia del contacte del vi amb el solatge de fermentacié i la clarificacié dels
mostos, es separen les diferents fraccions en Sephacryl 300 i troben proteines de massa
molecular entre 10 i 12 kDa provenint provablement de la hidrolisi de glucoproteines de la
paret cel-lular dels llevats (Feuillat i col., 1989); separant per Sephacril CL-6B es troba
també una glucoproteina de massa molecular 400 kDa rica en manosa i que es suposa
originaria del llevat (Charpentier 1 Freyssinet, 1989). En I'ambit de la cerveseria, Dale i col.
(1989) separen la fraccié proteica amb un gel Sephadex G-75 en tres fraccions: una de
massa molecular més gran de 60 kDa, on s'hi troben proteines derivades del blat i també
proteomananes de la paret cel-lular del llevat i dues fraccions més d'entre 60 i 40 kDa i 40 i
20 kDa ambdues provenint dels cereals. Estudien la composicié dels aminoacids presents i
suggereixen aquest metode de separacié seguit de la composicié aminoacidica per control de
fraus en cerveseria. El fraccionament en un gel Sephadex G-100 permet separar dos pics,
recollir-los 1 seguir analitzant-los per altres metodes (Yokotsuka i col., 1994). Waters i
co0l.(1994) utilitzen un rebliment de Sephacryl S-400 com a pas final per purificar una
manoproteina que estabilitza el vi respecte el trencament proteic (del francés casse

proteique).

4.1.2. Bescanvi idnic

En la cromatografia de bescanvi idnic les matrius presenten carregues positives
(cromatografia de bescanvi anidnic) o negatives (cromatografia de bescanvi cationic). A la

taula 1 es poden veure els grups carregats més habituals.
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bescanvi cationic grup funcional

Carboximetil (CM-) -OCH,COO"

Fosfo -PO4H,"

Sulfopropil (SP-) -CH,CH,CH,SO5
bescanvi anionic

Aminoetil (AE-) -OCHZCH?_NH3+

Dietilaminoetil (DEAE-) -OCH,CHN"H(CH,CH3),

Quaternari aminoetil (QAE-) -OCH,CH,N"(C,Hs),CH,CH(CH)CH;

Taula 1: grups carregats més habituals en bescanvi ionic.

La anfoteritat de les proteines permet usar les dues técniques per la separacio, en
funci6 del pH de treball. Aquestes técniques poden tenir un caracter preparatiu o analitic.
Waters i col. (1994) utilitzen el bescanvi anionic i cationic en un protocol de purificacié
d'una manoproteina. En el primer bescanvi anionic sobre DEAE-Sepharosa separa cinc
fraccions (Pellerin i Brillouet, 1992) i en el segon sobre S-Sepharosa, en un estadi més alt de

purificacid, separa en tres fraccions.
4.1.3. Altres rebliments.

L'isoelectroenfocament en columna o cromatoenfocament també ha estat utilitzada
en enologia amb bon resultat. La t&cnica consisteix en una reina amb carregues positives i
negatives a la qual a un pH inicial s'hi uneixen totes les proteines; per mitja d'un gradient de
pH es va separant cada proteina segons llur pl. Anelli (1977) utilitza aquesta tecnica per
fraccionar most de la varietat vinifera Malvasia Istriana, separa vuit fraccions en un rang de
pH entre 2,5 i 8,7, les fraccions més abundants sén les acides, amb un maxim a pH 4,6.
Marchal i col. (1996) troben en Chardonnay 2 fraccions amb un gradient de pH de 2,5 a 5.
Una fracci6 que es separa en quatre proteines per SDS-PAGE amb pl de 2,5 i 'altre amb pl
3,9 amb dos grups de proteines segons la massa molecular. Tenint en compte que el vi tenia
un pH de 3, la fracci6 pl 2,5 presentara carrega negativa dins el vi.

Un darrer tipus de cromatog}afia emprat per la separacié de glucoproteines és la
cromatografia d'afinitat. Per mitja d'un lligant especific s'uneixen una molécula o familia de
molecules; en el cas de les glucoproteines aquest lligant és la Concavalina A (Con A), una
lectina aillada del Canavalia enisformis. La Con A t¢ afinitat per molecules que continguin
alfa-D-manosa, alfa-D-glucosa i molécules semblants amb grups hidroxil C3, C4 i C5
estéricament possibles. Aquesta aplicacié la utilitzen en columna oberta per separar
manoproteines de la resta de proteines (Waters i col. 1993, 1994a; Moine-Ledoux i col.,

1997).
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4.2. Cromatografia liquida de proteines (FPLC).

La cromatografia liquida de proteines és una optimitzacié de la cromatografia liquida
en columna oberta, amb la diferéncia de treballar a pressié de 10 a 15 bar. A I'augmentar la
pressié de treball els gels han d'ésser més rigids, pero s'aconsegueix una millor resolucié i
rapidesa de separacié. Les aplicacions d'aquesta técnica sén les mateixes que en columna
oberta, la cromatografia d'exclussié molecular, la cromatografia de bescanvi idnic, la
cromatografia d'afinitat, etc. Totes aquestes técniques tenen un caracter preparatiu i analitic

a la vegada.

Aquesta técnica es pot utilitzar per separar col-loides per exclusié molecular amb
diferents matrius, per bescanvi idnic, per fase reversa, per cromatografia d'interaccid
hidrofobica i per cromatografia d'afinitat. En cerveseria Dale i Young (1992a) comparen la
separacié per exclusié molecular, amb el bescanvi anionic en columna oberta i la HPLC en
fase reversa amb els mateixos metodes a pressions mitjanes (FPLC) observant els mateixos
resultats. Amb el FPLC s'observa un augment de la resolucié de les fraccions individuals, la
reproductibilitat i la rapidesa de la separacié. Els mateixos autors separen varies fraccions
per FPLC amb una columna d'exclusié molecular Superose 12 i ho apliquen a l'estudi dels
components de I'escuma de la cervesa (Dale i Young, 1992b).

En vi, per bescanvi anionic s'arriben a separar parcialment 6 fraccions (Waters i col.,
1992). Guilloux-Benatier i Feuillat (1993) amb una Superose 6 (columna d'exclusié
molecular) elueixen tots els col-loides proteics en un sol pic mentre que separen els
col-loides glicics en 4 fraccions. En un treball de 1993, Waters i col. aillen una
manoproteina que té funcionalitat com a col-loide protector, per mitja d'un protocol que
comeng¢a amb una cromatografia d'afinitat en Con A en una columna oberta i després utilitza
FPLC per separar per bescanvi anionic, on separa tres fraccions, una de les quals té efectes
de col-loide protector. Aquesta fracci6 la purifica amb una cromatografia de bescanvi
catidonic, a on aconsegueix separar un pic, que es comprova que €s el col-loide protector. El
mateix autor separa parcialment vuit fraccions per cromatografia anidnica per estudiar la
relacié entre la preséncia polifenols associats o de glicids lligats a la proteina i la seva
degradabilitat per mitja de proteases (Waters i col., 1995b). Dorrestein i col. (1995) treballen
amb bescanvi anidnic i cationic, utilitzant diferents gradients salins i pH amb pobre

resolucid, perd amb 'avantatge de ser una técnica no destructiva respecte 1'electroforesi.

Les reines de cromatoenfocament també s'han utilitzat en FPLC com a eina per la
separacié i determinacié dels punts isoeléctrics de les proteines. En mostos de Sauvignon es
separen 7 fraccions, amb punts isoeléctrics entre 9 i 4, amb predomini de les fraccions acides
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(Paetzold i col., 1990). A la varietat vinifera gewiirztraminer, una varietat amb gran quantitat
de proteina i coneguda pels problemes d'estabilitat que presenta (Murphey i col., 1989b),
s'aconsegueixen separar per cromatoenfocament 16 pics majoritaris en un gradient de pH de
7 a 4 (Dawes i col., 1994).

També amb aquesta cromatografia liquida s'han emprat altres suports, com ara la
fase reversa; en cerveseria s'ha utilitzat per separar peéptids (Dale, 1991), Coghlan i col.
(1992) separen polipeptids segons aquest fonament per caracteritzar agents escumants i

obtenen un gran nombre de fraccions.

4.3. Cromatografia liquida d'alta eficicia (HPLC).

La utilitzacié de la cromatografia liquida d'alta eficacia per quantificar les proteines
de vins i mostos es senyalada per Tyson i col. (1981), que separen per cromatografia
d'exclusié molecular. Utilitzant la mateixa teécnica Dubourdieu i col. (1986) posen a punt un
metode de separaci6 basat en dues columnes instal-lades en série. La primera columna porta
un rebliment d'un gel de poliacrilamida que separa la mostra per exclusié molecular. Aquest,
amb una massa molecular d'exclusié de 3000 Da, fa un dessalat de la mostra i passa a una
segona columna que fa una separacié per exclusié molecular. La segona columna té una
massa molecular d'exclusié de 70 kDa per les proteines globulars, que permet separar les
proteines del vi en quatre fraccions. La primera fraccié és la de proteines que surten en el
volum d'exclusié, amb una massa molecular més gran de 70 kDa. La segona fraccié
correspon a una massa molecular al voltant de 66 kDa i els dos ultims pics corresponen a 29
i 25 kDa, sén els majoritaris perd els autors no els aconsegueix separar bé.

Un altre meétode trobat a la bibliografia separa, amb una columna de filtracié per gel,
una mostra préviament purificada i concentrada per ultrafiltracié6 (Waters i col., 1990).
Aquest metode aplicat a un vi de Muscat d'Alexandria separa dues fraccions de proteina, una
a una massa molecular de 120 kDa i una altre més abundant que es pot resoldre parcialment
en dos pics de 23 i 10 kDa. Aquest mateix treball verifica, per electroforesi en gels de
poliacrilamida desnaturalitzant amb dodecilsultat de sodi, que la fraccié de 120 kDa esta
constituida per tres proteines de 64, 37 i 24 kDa, que en estat natiu s'associen en una sola. La
segona fraccié aillada revela al menys 10 bandes entre 36 i 10 kDa, amb pics majoritaris a
32,25121 kDa (Waters i col., 1990). Aquesta técnica es presenta com poc resolutiva davant
d'altres per aquests compostos, perd amb l'avantatge de mantenir les estructures natives de
les proteines. També es pot utilitzar com a técnica preparativa per acabar de caracteritzar les

fraccions separades.
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Santoro (1995) caracteritza les proteines de les varietats Pinot, Chardonnay i Verdeca
per fase inversa amb un gradient d'acetonitril. Separa 8 pics en un most de Chardonnay i
després de hidrolisi avalua el percentatge d'aminoacids hidrofilics i hidrofobics. Troba
algunes diferéncies entre els mostos i els vins corresponents perd no observa diferéncies
varietals. A una proteina acidica de 28 kDa que es troba en totes les mostres analitzades li
atribueix un possible paper en l'enterboliment de vins després de 1'embotellat. Amb aquesta
técnica s'aconsegueix un elevat poder de resolucid, ja que al comprovar els pics per
electroforesi s'observa un alt grau de puresa. Waters i col. (1996) utilitzen aquesta técnica
per purificar proteines que préviament havien separat per bescanvi aniodnic, separant la

fraccié amb més carrega en dues proteines.

Una propietat que caracteritza les proteines és la hidrofobicitat, aixd ha fet que
alguns autors hagin separat les proteines segons aquesta propietat, en columnes de interaccié
hidrofobica. S'obtenen fins a vint fraccions proteiques diferents. En l'estudi de vins
escumosos s'observa un enriquiment de les proteines més hidrofobiques a l'escuma
(Brissonet i Maujean, 1993).

Una altre utilitat de les técniques de separacié per cromatografia liquida d'alta
eficacia es la separacid de petits peptids, presents també en altres begudes fermentades com
ara la cervesa. En aquest camp Dale i Young (1989) utilitzen el permeat de ultrafiltracié de
varies cerveses, separen la fraccié peptidica dels compostos d'alta massa molecular, dels
aminoacids i dels acids nucleics amb una cromatografia en columna amb rebliment
Sephadex LH-20 (volum exclusié 5000 Da) i els fragments peptidics els caracteritzen per
cromatografia liquida d'alta eficicia en fase inversa (columna Vydac C;g) amb gran
resolucié. En una revisié posterior el mateix Dale (1991) comenta la eficacia d'aquesta
separacié i aconsella la detecci6 dels péptids a longituds d'ona entre 210-230 nm., aixo
limita els eluients a utilitzar i és una avantatge per la cromatografia en fase inversa, per la
transpareéncia a l'ultravioleta de I'acid trifluoroacétic i dels solvents organics normalment
utilitzats en aquesta técnica. Aquest metode de Dale i Young (1989) I'han aplicat en vins
Acedo i col. (1994) i separen tres fraccions per filtracié per gel. Al separar aquestes
fraccions per HPLC observen que els péptids que troben en el vi sén tots molt polars i de
baixa massa molecular, donant una mala resolucié. Els autors milloren el métode amb un
canvi d'eluient i detectant per fluorescéncia els ortophtalaldehid (OPA) derivats dels peptids,
aixi aconsegueixen una bona separacié de les fraccions. A la vegada determinen els
aminoacids i fan una estimacié de la mitjana d'aminoacids per cada fraccid, que es de 15 per
la fracci6 eluida primer en la filtracié per gel, cinc per la segona i tres per la tercera.
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El mateix grup separa els peptids utilitzant un altre metode preparatiu: es precipiten
els compostos d'alta massa molecular amb etanol i el sobrenadant es concentra i es separa
amb Sephadex G-10 (volum exclusié 700 Da) obtenint dues fraccions peptidiques, que
s'analitzen per cromatografia liquida d'alta eficacia en fase inversa. Aquest estudi fet sobre
Cava troba un augment dels petits péptids a la primera fermentacid, que no varia després de
la segona fermentacié en ampolla i que comencga a augmentar des dels 9 fins als 15 mesos 1
després disminueix segurament degut a la seva hidrolisi en aminoacids. A la vegada
observen a I'envelliment en ampolla un augment dels péptids hidrofobics respecte els
hidrofilics, que es pot relacionar amb I'estabilitzacié de I'escuma que té lloc en 'envelliment
(Moreno-Arribas i col., 1996).

4.4. Electroforesi en gels de poliacrilamida.

Sense cap mena de dubte les técniques electroforetiques son les que més dades han
aportat sobre les caracteristiques de les proteines presents en mostos i vins. Els parametres
experimentals dels que depén la resolucié son el suport utilitzat, el sistema de tampons i la
intensitat de cap eléctric que fa migrar les proteines. Els suports que s’han emprat sén el
paper, els gels d’agarosa i especialment els gels de poliacrilamida, degut a la gran resolucié
que presenta al poder controlar a voluntat el diametre de porus variant la concentracid
d’acrilamida i bis-acrilamida, que influeix per impediment estéric a la migracié de les
proteines. Una vegada separades les proteines es detecten per mitja de les tincions amb Blau
brillant de Coomassie, nitrat de plata, acid periddic i reactiu de Schiff o amb transferéncies a

membranes de nitrocel-lulosa i posteriors reaccions sobre aquesta.

La electroforesi en gels de poliacrilamida separa segons diferents criteris les

proteines del vi, donant lloc als tres tipus d’electroforesi més utilitzades:

1. Electroforesi nadiua (PAGE). Aquesta técnica separa segons la relacié carrega-massa;
les proteines amb més mobilitat seran les de petita grandaria i molta carrega. L'avantatge
d’aquest meétode resideix en separar les proteines sense desnaturalitzar, perd la
desavantatge és que no aporta molta informacid, ja que té la mateixa mobilitat una
proteina de baixa massa molecular poc carregada que unade gran massa amb molta

carrega.

2. Electroforesi amb agents desnaturalitzants (SDS-PAGE). En el procés de separaci6
d’aquesta teécnica s’inclou un agent desnaturalitzant que s’uneix a les proteines
proporcionalment a la seva grandz‘lrié. La sal de sodi de dodecilsulfat (SDS) és el
producte més utilitzat, tot i que en electroforesi a baixa temperatura (4°C) s’utilitza la sal
de liti (LDS) per la seva elevada solubilitat (Hsu i Heatherbell, 1987a).
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Per aconseguir una bona adhesi6 es bull la mostra en presencia de 2-mercaptoetanol i
dodecilsultat de sodi. Es precisen 1,5 mg de SDS per cada mg de proteina. Aquesta
tecnica té la desavantatge de desnaturalitzar la mostra, pel que no es pot utilitzar com a
preparativa. Al carregar les proteines segons la seva grandaria, totes tenen la mateixa
relacié carrega/massa, la separacid es per criteris esterics, es a dir per massa molecular.
Per aquest motiu juga un paper molt important el diametre de porus del gel per la
separaci6é d’una barreja de proteines, que s’aconsegueix variar per mitja de canvis en el
percentatge d’acrilamida i bis-acrilamida. Hi ha també la possibilitat de fer gels amb
gradients de tamany de porus, per la separacié de molécules molt heterogenies.

3. Isoelectroenfocament sobre gels de poliacrilamida (IEF-PAGE). En aquesta técnica es
separen les diferents proteines segons el seu punt isoeléctric. Abans de la separacié
s’acondiciona el gel amb un gradient de pH, que s’aconsegueix amb unes substancies
anfoteres anomenades anfolits. Les proteines de la mostra migren a través del camp
eleéctric mentre tinguin carrega, quan arriben al seu punt isoeléctric perden la carrega i
per tant la seva mobilitat. L’isoelectroenfocament dona informacié sobre el caracter acid
o basic de les proteines d’una mostra. Aquesta teécnica es pot combinar amb la SDS-
PAGE i obtenir informacié del caracter de les proteines i del seva massa molecular, és el

que s’anomena electroforesi bidimensional.

Una vegada separades per electroforesi les proteines d’un most o vi s’ha de revelar la
placa de poliacrilamida per veure les diferents bandes. Existeixen varies tincions possibles,
les més utilitzades s6n la de blau brillant de Coomassie segons el metode de Hames (1985),
més assequible; la de nitrat de plata, més sensible i la d’acid periodic-Schiff que és exclusiva
per glucoproteines (Allen i col., 1972; Waters i col., 1993). Altres revelats es fan per
transferéncia a membranes de nitrocel-lulosa i tractament amb Concavalina A i peroxidases
(Hsu i Heatherbell, 1987a; b; Hsu i col., 1987).

Un dels primers estudis sobre la fraccié proteica de mostos i vins data del 1959 i el
realitzaren Koch i Sajak; aquests autors varen comprovar que les proteines dels mostos i dels
vins estan constituides per una barreja heterogeénia que es pot separar per electroforesi en
funcié de les seves propietats fisico-quimiques. El suport utilitzat fou el paper, en els
resultats separaren varies bandes, amb dues majoritaries i atribuiren les diferéncies entre els
mostos a la varietat de raim d'origen. Baily i Berg (1967) arriben a separar amb PAGE en
tubs 10 bandes en mostos, pel mateix meétode Radola i Richter (1972) troben fins a 15
bandes de proteina en varietats austrfaques, amb diferéncies entre varietats sols en la

intensitat d’algunes d’elles.
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Sén Yokotsuka i col. (1977) el primer en utilitzar el dodecilsulfat de sodi per
proteines de mostos i vins. Varen trobar bandes entre 11 i 28 kDa prévia tincié amb blau
brillant de Coomassie. Perd una serie de treballs que han marcat la caracteritzacié de
proteines en vins i mostos han estat els de Hsu i Heatherbell (1987a; b) i Hsu i col. (1987).
Aquests autors separen proteines de raim, most i vi de gewiirztraminer i Riesling amb LDS-
PAGE i IEF-PAGE bidimensional, seguit de tincié amb nitrat de plata i deteccié de
glucoproteines per mitja de transferéncia a membranes de nitrocel.lulosa i reaccié amb
lectines. A la separaci6 per masses moleculars observen 35 fraccions en el raim entre 11,2 i
120 kDa i 24 bandes entre 11,2 i 65 kDa en el most i vi de la varietat vinifera
gewlirztraminer, 3 de les quals sén glucoproteines (12,6, 25 i 28 kDa). En el Riesling troben
41 bandes entre 11,2 i 190 kDa en raim i 25 fraccions en el mostien el vi de 11,2 a 65 kDa,
amb sols dues glucoproteines a 25 i 28 kDa. A la separaci6 per punt isoeléctric observen en
les dues varietats viniferes predomini de proteines acides, amb pl entre 4 i 6.

En mostos i1 vins de Welder, Carlos i Higgins, de la familia de la vinifera Muscat, es
troben més proteines d'alta massa molecular, entre 14 i 100 kDa i punts isoeléctrics entre 5,6
i7,5; en aquest treball la separaci6 es fa per electroforesi bidimensional IEF SDS-PAGE i
tincié amb nitrat de plata (Lamikanra, 1987). Sitters (1988) compara el fraccionament de
Pinot noir segons la massa molecular amb el fraccionament per punt isoeléctric i troba més
bandes per aquest tltim criteri. Murphey i col. (1989) estudien la distribucié molecular per
tincié amb blau brillant de Coomassie de la varietat gewiirztramniner i troba 6 o 7 fraccions
entre 11 1 70 kDa, amb bandes molt intenses a 20-23 i 34-40 kDa. Amb la varietat vinifera
Riesling detecten de 4 a 7 bandes, amb masses moleculars de 12,4 a 88,1 kDa; la banda més
intensa es troba a 20-23 kDa. En el mateix treball es fa la determinacié dels punts
isolelectrics per IEF-PAGE per les dues varietats i es veuen de 8 a 10 bandes per la primera i
de 6 a 9 per la segona; en ambdues hi bandes des de pH 3 a pH 9 amb predomini de les

fraccions acides.

L'isoelectroenfocament en gel ha estat estudiat en un gradient de pH de 2,5 a 10 i
tincié amb blau brillant de Coomassie per Moio i Addeo (1989) en varietats italianes. Els
autors troben de 15 a 20 fraccions diferents per cada varietat vinifera, sense un
comportament varietal. E]1 70% de les fraccions tenen un punt isoelectric entre 3,5 i 5,5.
Paetzold i col. (1991) separen en un most de Sauvignon, en un primer estadi per
cromatoenfocament i després per SDS-PAGE i tincié amb nitrat de plata, 7 fraccions de
diferent massa molecular entre 18 i 60 kDa, les fraccions entre 19 i 25 kDa es corresponen a

més d'una proteina, que difereixen en el seu pl.
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En una serie de treballs en mostos i vins australians de la varietat vinifera Muscat
Gordo Blanco (Muscat d'Alexandria) Waters i col. (1990) aconsegueixen separar les
proteines en 13 fraccions segons SDS-PAGE visualitzades amb nitrat d'argent; aquest
fraccionament es fa previa separacié amb HPLC d'exclusié molecular preparativa en dues
fraccions. Una fraccié amb una massa molecular aparent de 120 kDa es separa en tres (64,
37 i 24 kDa) per electroforesi, pel que es suposa que sén tres subunitats d'una mateixa
proteina en estat nadiu. La segona fraccié amb una massa molecular de 23 a 10 kDa per
HPLC es separa en 10 fraccions per SDS-PAGE en un rang de 36 a 10 kDa, predominant les
bandes de 32, 25 i 21 kDa, resultats que concorden amb les dades de Hsu i Heatherbell
(1987a) i les de Lamikanra (1987). També Waters i col. en un treball de 1'any 1991 observen
que la banda de 63 kDa es una glucoproteina al separar per massa molecular i tenyir amb
acid peridodic-Schiff. En un treball més recent aquests mateixos autors separen primer, per
bescanvi anionic nou fraccions, i d'aquestes nou fraccions s'observen set masses moleculars
diferents, de 13 a 34 kDa (Waters i col., 1995b).

A la caracteritzacié dels vins base per Champagne per mitja de SDS-PAGE i tincié
per nitrat de plata s'observen 5 bandes entre 9,6 1 60 kDa, amb la majoria de bandes entre 20
i 30 kDa, aquestes dades també coincideixen amb el treball de Hsu i Heatherbell. A la
separacié per IEF-PAGE s’obtenen 6 bandes de 3,5 a 7,6, amb la majoria entre 3,3 i 6; dades
que concorden amb la majoria d'autors (Brissonet i Maujean, 1993). Marchal i col. (1996)
aporten més dades sobre aquests vins per mitja de tincié amb acid periodic-Schiff i
cromatografia d'afinitat. Els autors verifiquen que al menys 7 fraccions de proteines de
Chardonnay entre 14 i 64 kDa tenen una part ghicica, algunes d'elles provenint de la planta
ja que es troben en el most. Berthier i col. (1996) en un estudi de preparats enzimatics
comercials separen, per IEF-PAGE i tincié amb blau brillant de Coomassie, mostos de
Chardonnay i Pinot noir. En un gradient de pH entre 2,5 i 5 localitzen les proteines de les
dues varietats entre 3,3 i 4,9; amb lleus diferéncies entre les dues varietats, aquests resultats

sén consistents amb els que es troben a la bibliografia.

Les glucoproteines també han estat estudiades en vins negres japonesos per
Yokotsuka i col. (1994), separant les proteines per PAGE preparativa per posterior
caracteritzacié per SDS-PAGE i IEF-PAGE de les bandes. S'obtenen 6 fraccions per PAGE
tenyint amb blau brillant de Coomassie i totes donen positiu a la preséncia de polisacarids
per tincié amb acid periddic-Schiff, que corresponen a dues masses moleculars, 25,5 i 30
kDa i 5 punts isoeléctrics diferents entre 3,6 i 4,7. En el mateix treball es compara el
percentatge de cada banda tenyida amb el percentatge que s'obté per la suma d'aminoacids
de cada banda i s'observa una inconsisténcia deguda a la reaccié del blau brillant de
Coomassie diferent amb cada banda, a la vegada que subestima la concentracié en altres

casos de concentracions conegudes de proteina.
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Aquestes dades sén concordants amb les de Waters i col. (1991), que es troba en el mateix a
la determinacié de la proteina total pel metode de Bradford . També Waters i col. (1994)
aillen un manoproteina d'un vi negre, trobant per SDS-PAGE que la massa molecular esta al
voltant de 420 kDa, aquesta manoproteina esta formada per un 30% de proteina i un 70% de
carbohidrats a on el sucre principal és la manosa, sucre tipic de la paret del llevat (Ballou,
1992). Aquests autors observen que aquesta manoproteina no es tenyeix amb blau brillant de
Coomassie i que sols ho fa amb acid periodic-Schiff tal com havia descrit Fevert & Ballou el
1985.

Un treball més recent, on es separen per cromatoenfocament sobre FPLC les
proteines de gewiirztraminer, s'obtenen 35 bandes individuals per isoelectroenfocament amb
tincié de plata, de les quals la majoria tenen un pl inferior a 5. La distribucié de masses
moleculars és molt més limitada, es separen 13 bandes entre 13 i 35 kDa. A més, es veu una
bona correlacid entre el total de proteina mesurat pel metode de Bradford i la absorbéncia a
280 nm monitoritzada en el cromatoenfocament (Dawes i col., 1994).

En un estudi en vins portuguesos s'observa el perfil electroforétic de masses
moleculars de quatre varietats autoctones, amb masses moleculars de 15,5 a 69 kDa i sis
bandes comuns en tots els vins, mentre que alguna varietat arriba a les onze fraccions
(Dorrestein i col., 1995). Santoro (1995) analitza la fracci6 proteica tant sota el concepte de
massa molecular com de pl en vins del sud d'Italia, de les varietats viniferes Chardonnay,
Verdeca i Pinot noir. Troba en totes les varietats un mateix patré de massa molecular, entre 6
i 200 kDa amb una banda molt intensa a 28 kDa. La diferéncia entre varietats esta en la
intensitat relativa de les diferents bandes. Segons el punt isoelectric es separen de 5 a 12
bandes dividides en dos grups: les molt acides, més abundants, amb un pl entre 3,61 4,8 i un
altre minoritari de 5 a 9, amb poques variacions degudes a la fermentacié i la varietat.

Espanya €s un pais amb gran importancia vitivinicola, amb moltes varietats viniferes
autoctones. Aquesta riquesa ha interessat a la comunitat cientifica i existeixen treballs de
caracteritzacié de les proteines de mostos i vins del pais per electroforesi sobre gels de
poliacrilamida; Correa i col. (1988) analitzen la separacié sense agents desnaturalitzants,
amb SDS i isoelectroenfocament, tenyeixen amb blau brillant de Coomassie i nitrat de plata.
El treball separa les proteines dels mostos de tres varietats viniferes blanques i dues negres:
Airen, Macabeu, Xarel-lo, Garnatxa i Ull de llebre respectivament. Observa que hi ha bandes
que sols es revelen pel nitrat de plata i d'altres que sols pel blau brillant de Coomassie, si bé
el nombre de bandes és semblant bé es separi per PAGE o per SDS-PAGE i es tenyeixi
qualsevol dels dos metodes. Les masses moleculars trobades estan entre els 15 i els 43 kDa,
amb domini de les fraccions entre 17 i 25 kDa; els punts isoelectrics entre 3,5 i 6, amb

predomini dels més baixos.
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En un treball de Gonzalez-Lara i col. (1989) es fa una aproximacié a mostos de més
varietats viniferes, amb separacié per SDS-PAGE i IEF-PAGE i tenyint amb blau brillant de
Coomassie. La separacié per masses moleculars s'observen tres grups, 65-67 kDa, 20-35
kDa 1 11,5-15 kDa. Les fraccions majoritaries estan al grup intermig doncs arriben al 80 %
del total, aquestes dades concorden amb les de Hsu i Heatherbell (1987a). Els punts
isoelectrics trobats estan entre 8,5 i 3,8, amb una clara concentracié a la franja acida, entre
4,3 i 3,8. Aquestes dades coincideixen amb les de Gorospe i col. (1991), que separa les
proteines de les varietats base per la produccié de Cava, Macabeu, Xarel-lo i Parellada; les
proteines es troben entre 20 i 40 kDa i amb punts isoeléctrics entre 4,3 i 5,1. Del mateix
grup, en una seérie de treballs posteriors (Pueyo i col., 1993; Dizy, 1993) apliquen els analisis
per electroforesi en les tres condicions esmentades, tenyint amb Blau brillant de Coomassie
en mostos i vins de les varietats blanques Malvar, Macabeu, Xarel-lo i Parellada. Per PAGE
separen de 5 a 8 bandes, per SDS-PAGE es tenen el mateix nombre entre 14 i 94 kDa amb
bandes més intenses al voltant dels 25-35 kDa. el isoelectroenfocament separa les proteines
en un nombre variable de bandes de 5 a 14, amb punts isoeléctrics entre 3 1 5,6.

4.5. Electroforesi capil.]lar.

L'electroforesi capil.lar (EC) és una familia de tecniques bastant recents que, per
mitja de columnes capil.lars de silici fosa, aconsegueix separar amb gran eficacia molécules
petits i grans. Aquesta separaci6 s'aconsegueix gracies a l'aplicacié de grans diferéncies de
potencial entre els caps de la columna, que genera sobre el tampd i les especies idniques un
flux electroforétic i electroosmotic a través del capil.lar. La configuracié basica (figura 1)
consta del capil.lar, una font d’alt voltatge, dos electrodes, dos recipients pels tampons i un

detector ultravioleta.

Adquisicié de
dades

—>

Migracio

Entrada Detector
del .
. Sortida
capilar del
capilar

Tampé Tamp6

Figura 1: configuracié basica d'una electroforesi capil.lar.
Figura 1: g
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La electroforesi capil.lar compren diferents técniques segons les caracteristiques

operatives i separatives. Aquestes sén:

a Electroforesi capil.lar zonal. Aquesta técnica també es coneix com electroforesi capil.lar
de soluci6 lliure, €s la forma més simple de EC. El mecanisme de separaci6 esta basat en
les diferéncies entre la relacié carrega-massa. El tampé ha d'ésser homogeni i la
diferencia de potencial constant. La mobilitat electroforética és directament proporcional
a la carrega neta, factor que depén del pH, i inversament proporcional a la viscositat i al
radi de Stokes de la particula. Els capil.lars sén de silici fos pretractats amb hidroxid
sodic per assegurar que estigui total i uniformement carregada. Aquest tractament es fa
sovint per assegurar la separacié uniforme. A pH alt el flux electroosmotic augmenta, el
pH també és important en molecules anfoteres, com a norma es treballa a un pH dues
unitats per sobre o sota del pK, de l'analit. Els tampons poden ser salts o molécules
anfoteres, quan es volen tenir conductivitats baixes. Es poden emplear additius per
modificar la mobilitat electroforética. Algunes variants d'aquesta EC redueixen o
eliminen el flux electroosmotic per mitja de rebliments a la columna. La EC zonal és
molt util per separar peptids i proteines, també per separar ions i petites molécules amb
carrega. Es pot assimilar a la electroforesi en gels de poliacrilamida nadiua.

b Isoelectroenfocament. Aquesta tecnica és analoga al isoelectroenfocament en gels de
poliacrilamida. En ambdues técniques les molécules es mouen en un camp electric
mentre estan carregades, aturant-se quan esdevenen neutres. el isoelectroenfocament es
corre en un gradient de pH, a on el pH alt és a I’anode i el baix és al catode. Aquest
gradient s'aconsegueix amb una serie de substancies quimiques anfoteres que
s’anomenen anfolits portadors. A I’aplicar el voltatge els anfolits es separen en el
capil.lar generant un gradient de pH al llarg del capil.lar. A difereéncia de la EC zonal els
tampons sén diferents, al catode hi ha un tampé més basic que 1’anfolit amb un punt
isoléctric més alt mentre que a 1’anode el tampé ha de tenir pH més baix que 1’anfolit
més acid. En aquesta EC s’ha de suprimir el flux electroosmotic, per aquest motiu les
parets del capil.lar sén recobertes amb metilcelul-losa o poliacrilamida. El poder de
resolucié d’aquesta técnica s’ha calculat en 0,02 unitats de pH. Les tres fases de el
isoelectroenfocament sén carrega, enfocament i mobilitzacié cap al detector; aquest
darrer pas no es necessari en técniques classiques, on es fa una tincié. La carrega es fa
barrejant la mostra amb els anfolits apropiats i entra a la columna per pressié o fent el
buit. L’enfocament de les mostres té lloc en un camp eléctric de 500-700 V/cm i
intensitats de menys de 1 WA, Per evitar agregacions de proteines es poden utilitzar
surfactants no ionics (Triton X-100) o modificadors organics com el glicerol o

I’etilenglicol que minimitzen aquest fenomen.
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La mobilitzaci6é s’aconsegueix cap a qualsevol tampé per 1’addicié de clorur de sodi en
aquell tampd, al produir-se una variacié de pH en el capil.lar i mou els anfolits i la
mostra separada cap al tampd. La detecci6 es sol fer a 280 nm ja que els anfolits solen
absorbir en el rang del ultravioleta baix. Aquesta técnica s’aplica en la separacié de

proteines, encara que no es massa adequada per les molt hidrofobiques.

Electroforesi capil.lar en gel. Aquesta técnica utilitza capil.lars amb rebliments de gels
de poliacrilamida i nous polimers més estables als elevats camps electrics aplicats. La
composicié del gel serveix com a tamis molecular per aconseguir separacions per
grandaria. Hi ha dues classes de gels: els gels fisics, que tenen una estructura porosa per
entrecreuament de polimers tipus hidroxipropilmetilcelul-losa o similars i els gels
quimics que formen una estructura porosa per enllacos covalents entre els polimers.
Aquests sén polimers menys rigids, que no permeten massa canvis de tampons una
vegada el gel esta format. Els gels solen ser de poliacrilamida, amb concentracié variable
segons la resolucid i el rang de masses moleculars que es vulgui separar. En aquesta
técnica el voltatge és un factor limitant ja que camps superiors a 500 V/cm poden causar
degradacions al rebliment pel calentament del capil.lar. Hi ha dues aplicacions principals
d’aquesta electroforesi capil.lar: la separacié de proteines i la de fragments d’acids
nucleics. Per la separacié de proteines es fa servir el mateix principi que per electroforesi
en plaques de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants; per mitja de SDS totes les
proteines tenen la mateixa relacié carrega-massa, donat que el SDS és anionic la
migracié es cap a I’anode. Per mitja de calibrat es pot determinar la massa molecular. La
injeccié ha d’ésser electrocinética doncs si es fes per pressid podria provocar I’extrussié
del gel. La mostra es desnaturalitza amb SDS al 1% i 2-mercaptoetanol al 2% a 90 °C
durant 30 minuts. La separacié de ADN es fa en gels de poliacrilamida amb porus molt
obert per separar fragments de restricci6é i grans oligonucledtids, mentre que per la
separaci6 de deoxioligonucleotids s’ha de disminuir la grandaria de porus. Serveix també
pel control de puresa d’oligonucledtids sintétics. La EC en gels millora continuament
amb la sortida al mercat de nous rebliments i nous tampons amb més eficacia, que la fan

una eina indispensable per la seqiienciacio.

Isotacoforesi. Aquesta tecnica s’utilitza amb ¢€xit amb capil.lars sense rebliment on pot
existir flux electroosmotic o es suprimeix amb hidroxipropilmetilcel-lulosa. El sistema
de tampons €s heterogeni, el capil.lar s’omple amb un electrdlit que t€ una mobilitat més
gran que les mostres i després s’introdueix la mostra, una vegada aquesta ha entrat el
capil.lar s’introdueix en el tampd que conté un electrolit de baixa mobilitat, més petita
que qualsevol de la mostra. La separacié t€ lloc entre els dos electrdlits, segons la seva
mobilitat. Aquesta técnica permet separar cations i anions, perd no en un mateix analisi.
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La deteccié es realitzava per conductivitat, perd també es pot fer per absorbéncia a
I’ultravioleta. Aplicacions d’aquesta técnica sén la separacié de ions o la

preconcentracié abans d’una EC zonal.

e Electroforesi capil.lar electrocinética micel-lar. Aquesta técnica és semblant a la
cromatografia liquida en fase reversa, es basa en la utilitzaci6 de substancies que formen
micel-les. Aquestes substancies s’anomenen surfactants, poden ser anionics, catidnics,
anfoters o no idnics. Els dos primers son els més utilitzats, en especial I’anidonic SDS, ja
que és facil de purificar i molt barat. El mecanisme de separacid, en el cas del SDS com
a surfactant, esta basat en que a pH neutre o lleugerament alcali el flux electroosmotic €s
molt fort en direccié al catode mentre que les micel-les carregades negativament es
mouen cap a I’anode; com a resultat la velocitat de migracié del solvent és més lenta. La
micel-la contribueix a la separacié per la capacitat de transportar al seu interior analits
hidrofobics i d’interaccionar amb els cations formant parelles idniques; segons 1’ afinitat
per la micel-la de 1’analit és més o menys retrasat respecte el flux total. L’ordre d’elucié
és anions, molécules neutres i cations. Els anions elueixen primer degut a que la repulsid
electrostatica amb les micel-les els fa estar sempre a la fase mobil, les molécules neutres
elueixen després degut a la interaccié hidrofobica amb les micel-les mentre que els
cations son els darrers degut a la forta interaccié electrostatica. Tot i aix{i pot haver-hi
canvis en I’ordre en el cas de cations poc carregats o de molécules molt hidrofobiques.
L’aplicaci6 d’aquesta tecnica €s la separacié de molécules petites.

Degut a la novetat d’aquestes.técniques no existeixen massa treballs de separacié de
proteines per electroforesi capil.lar aplicats a I’enologia. El primer treball (Ledoux i col,,
1992a) separa les proteines de Sauvignon en 7 pics, la mostra es préviament dialitzada (sacs
de dialisi de 6-8000 Da de porus) i es troben 216 mg de ASB/I per la suma de tots els pics.
Les condicions de la separacié sén: tamp¢ acid citric 20 mM pH 2,5, injeccié hidrodinamica,
tensid aplicada 10 kV, temperatura 25 °C i deteccié a 200 nm. Aquests mateixos autors
observen una diferenciacié varietal per aquest metode entre els perfils de Sauvignon,
Sémillon i Muscadelle, a la vegada que en determinen I’estabilitat termica de cada fraccié
(Ledoux i Dubourdieu, 1992; 1994). Luguera i col. (1997) apliquen aquesta técnica i troben
unes condicions de separacié optimes a pH 8 i 12 kV. Comparen la separacié obtinguda amb
una separacié de la mateixa mostra amb electroforesi nadiua en gels de poliacrilamida i
tincié amb blau de Coomassie i nitrat de plata. Conclouen que la EC dona resultats

comparables a la PAGE, perd és més sensible i t€ més resolucid.
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En enologia electroforesi capil.lar s’ha aplicat també per analisi d’acids organics,
dioxid de sofre, acid sorbic, acid ascorbic, cations i anions (Kenney, 1991; Trenerry, 1995;
Lazzarelli i col., 1996); també per compostos fenolics (Garcia-Viguera i Bridle, 1995; Gil i
col., 1995) o glicids com la sacarosa, glucosa i fructosa (Klockow i Paulus, 1996).

4.6. Estudis dels aminoacids de les proteines de vins i mostos.

Un ultim pas per la caracteritzacié de les proteines de vins i mostos €s determinar els
aminoacids que les composen i en la seqii¢ncia en la que estan. La composicié aminoacidica
s’ha usat com eina de caracteritzaci6 des dels treballs de Koch i Sajak (1959). Anelli (1977)
hidrolitza les proteines que ha separat per cromatografia d’exclusié amb HCI 6N en tubs
tancats al buit durant 24 h. a 110 °C. Troba 18 aminoacids presents en 1’analisi de les
proteines de mostos de 14 varietats viniferes, amb una composicié qualitativa homogenia.
Una vegada quantificats veu que es manté la homogeneitat, els aminoacids més abundants
sén 1’acid aspartic, I’acid glutamic, la serina, la treonina i la a-alanina. La prolina,
I'aminoacid més abundant en els vins (Boulton i col., 1996), es troba en poca concentracié i
amb variacions entre varietats; també estan en quantitats variables intermitges glicina,
leucina, fenilalanina, tirosina. Metionina, histidina, cisteina i arginina es troben en quantitats
variables. El mateix treball d’ Anelli separa les proteines d’un most segons el punt isoeléctric
i observa que hi ha aminoacids que no varien la seva concentracié en les diferents fraccions
com la a-alanina, arginina, acid glutamic, isoleucina, leucina, serina i valina; en canvi es
correlaciona amb el pl la concentracié de lisina, histidina, [-alanina, acid aspartic i
fenilalanina. No observa correlacié amb la prolina. En un treball posterior (Paetzold i col.,
1990) on també es fa un fraccionat segons el pl i ’analisi d’aminoacids d’un most de
Sauvignon no es troben massa variacions entre les diferents fraccions, pero els aminoacids

trobats coincideixen amb els d’Anelli.

També Waters i col. (1991) troben una composicié d’aminoacids molt semblant als
autors anteriors, en un conjunt de fraccions proteiques separades segons la solubilitat al
sulfat amonic. Observen una gran preséncia d’aminoacids acids i també abundancia dels
aminoacids alifatics glicina, alanina, serina i treonina; especialment aquests dos tltims els
troba en més quantitat en una fraccié rica en carbohidrats. Aixo és significatiu ja que la
serina i la treonina sén els aminoacids involucrats en la les unions O-glucosidiques de les
glucoproteines a les plantes. En un treball posterior, els mateixos autors (Waters i col.,
1992), a la caracteritzacié de proteines respecte la seva estabilitat en el vi observen una
elevada proporcié d’acid aspartic i glutamic en les proteines inestables, perd no hi troben

cap tret caracteristic que les distingeixi.
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En un segiient estudi, Waters i col. (1993) aillen una proteina que confereix
estabilitat col-loidal al vi, comproven que es tracta d’'una manoproteina d’elevada massa
molecular i a la composicié de la part proteica observen un elevat percentatge de serina
(31%) i treonina (13%), amb quantitats menors de glicina, acid aspartic i glutamic (9% cada
un).

La presencia de la serina i la lisina confirma la unié amb la part gldcica via O-
glucosidica, tot i que també s’han descrit unions a través d’asparagina i di-N-acetil-
glucosamina, amb una seqiiencia Asn-X-Ser/Thr. Sembla ser que les dues vies sén possibles
doncs els autors confirmen l’existéncia de hexosamines a la manoproteina. Confirma
I’origen levuria de la manoproteina els percentatges molt semblants de serina i treonina que
troben a una manoproteina estructural de la paret de llevat Frevert i Ballou (1985). Basat en
I’estudi de Waters i col. (1993), es purifica una manoproteina a partir d’un vi negre i
s’observa que la part glicica de la macromolecula coincideix amb el model proposat per
Ballou (1982) per les manoproteines de paret cel-lular dels llevats mentre que la part
proteica en difereix per excés. La manoproteina aillada conté el doble (30%) de proteina que
la descrita pels llevats (12%); a més hi ha discrepancies en composicié d’aminoacids ja que
hi ha diferéncia en la prolina, glicina i I’acid aspartic (Waters i col., 1994a).

En una glucoproteina d’origen vegetal es troben alanina, acid aspartic, glicina,
leucina, valina i acid glutamic en quantitats del 8 al 12% cada un. En menys quantitat també
s’hi troba treonina i serina (Belleville i col., 1994). També en un estudi sobre precipitats en
vins negres comprova la preséncia de proteines i els aminoacids més abundants sén la
glicina, I’acid aspartic/asparagina, la serina i la treonina (Waters i col., 1994b). Yokotsuka i
col.(1994) observen una composicié aminoacidica semblant en les sis fraccions que separa
per PAGE preparativa; les proteines sén riques en acid aspartic, treonina, serina, acid
glutamic i glicina mentre que els aminoacids basics sén escassos. Suggereix 1’elevada
quantitat de treonina, serina i aspartic/asparagina com a llocs per la unié covalent de

fraccions no proteiques, com una prova més de que sén glucoproteines.

Santoro (1995) caracteritza les proteines després de separar-les per HPLC en fase
reversa. Troba un equilibri entre els aminoacids polar i no polars, entre els polars destaquen
la serina i els acids glutamic i aspartic mentre que la leucina, valina i en alguns casos la
prolina sén els no polars més abundants. També hi ha quantitats significants d’aminoacids

no polars hidrofilics com la lisina i alanina.
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Waters en un treball de 1995 separa les proteines d’un vi blanc per verificar la
resisténcia a la proteolisi amb una técnica de bescanvi anidnic, n’obté 9 fraccions i observa
que totes les fraccions contenen gran quantitat d’acid aspartic/asparagina, i en menor
quantitat glicina, alanina, serina, treonina i acid glutamic.Tot i aixi descriu algunes
diferéncies entre fraccions respecte la quantitat de treonina, prolina i arginina (Waters i col.,
1995b).

Un treball sobre la caracteritzacié de les proteines de vi base de Champagne de la
varietat vinifera Chardonnay troba sis aminoacids principals que sén alanina, acid
aspartic/asparagina, glicina, prolina, serina i treonina. Aquestes dades coincideixen amb les
anteriors a excepcid de la prolina. El mateix treball constata la preséncia de hidroxiprolina,
que és un aminoacid caracteristic de les arabinogalactano proteines, que sén glucoproteines
provinents del raim (Marchal i col., 1995). En un treball posterior on intervé el mateix autor
no s’observa cap diferéncia de composicié entre les proteines de Chardonnay i Pinot noir; a
on els aminoacids principals sén els mateixos que en el treball anterior, amb la inclusié de
P’acid glutamic amb un 7,2% mentre que en el treball anterior era del 6,7%.

Pel que fa als estudis sobre péptids més petits, de 3 a 15 residus, els resultats
coincideixen amb els trobats a la bibliografia per proteines. Els aminoacids més abundants
son la lisina, serina i alanina pels péptide més grossos; els més petits presenten els mateixos
aminoacids i, a més, la lisina i els acids glutamic i aspartic (Acedo i col., 1994).

La seqiienciacié de les proteines dels vins no es troba a la bibliografia tret de dues
excepcions; en el treball de Santoro (1995) seqiiencia tres fragments aminoterminals sense
cap objectiu aparent més que la caracteritzacid, troba molts residus serina i acid glutamic i
aspartic. Més interessant és el treball de Waters i col. (1996), que comprova una gran
homologia entre seqii¢ncies de fragments de proteines del vi amb altres proteines vegetals
com les thaumatines i les quitinases, conegudes per les seves propietats de defensa davant
atacs externs. Aquestes proteines les sintetitzen les plantes com a defensa davant atacs de
fongs patdgens, sén cercades pel seu potencial com agents biocontroladors. Les proteines
amb aquesta funcié sén resistents a la proteolisi i al pH acid al igual que les proteines del vi;
serien produides davant d’atacs de patogens. Cvetkovic i col. (1997) han observat en
proteines amb efectes contra els patdogens aillades a partir d'ordi una inhibici6é sobre la
fermentacié de la cervesa, exercint sobre les poblacions de Saccharomyces cereviciae una
incidencia letal. Aquest efecte desapareix al llarg del procés d'elaboracié de la cervesa degut

al tractament térmic al que es sotmet el most abans de la fermentacio.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LTQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS
Joan Miquel Canals Bosch

DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

Introduccié 37

5. Factors que afecten a la concentracio i distribucié de les proteines.

La concentracié i distribucié de proteines esta afectada per multitud de factors des de
la brostacié del cep fins al consum del vi. Aquests factors es poden dividir en ambientals o
naturals, quan no depenen de I’home i en tecnologics quan degut a la técnica d'elaboracid
emprada la concentracié i distribucié de proteines es veu afectada. Malgrat tot aquesta
classificacié és dificil ja que I’elaboracié del vi és un procés acotat per la tecnologia i per

aixo es proposa un diferenciacié dels factors en ordre cronologic.

5.1, Efecte de la Varietat vinifera.

La varietat vinifera influeix molt significativament a la concentracié de proteines del
most 1 del vi resultant. Algunes varietats produeixen molta més quantitat de proteines que
altres. Particularment les varietats molt aromatiques com el Muscat, el gewiirztraminer o el
Riesling (Lamikanra i Inyang 1988; Gonzalez-Lara i col., 1989; Feuillat i col., 1995). De
totes maneres no €s possible identificar varietats segons el seu patrd proteic per técniques
electroforétiques, pero es troben diferéncies de concentracié entre bandes de les diferents
varietats (Pueyo i col., 1993), Dorrestein i col. (1995) observen un perfil de masses
moleculars molt semblant per quatre varietats portugueses, les proteines majoritaries sén les
mateixes a totes les varietats. Tampoc s’han trobat diferéncies entre varietats en la

composicié d’aminoacids de les seves proteines (Anelli, 1977).

Coincidint amb les dades de Pueyo i col. (1993) en PAGE nadiua i SDS-PAGE, no
s'observa diferéncia en diferents varietats viniferes en el nombre de bandes per
isoelectroenfocament, pero si en la intensitat d'aquestes (Moio i Addeo, 1989).

5.2. Influéncia del clima.

Les condicions climatiques com la insolacié i la pluviometria aixi com la natura del
s0l poden influir en la concentracié de proteines de mostos i vins, variant la seva
concentracié i distribucié d’un any a I’altre. Paetzold i col. (1990) observen diferéncies entre
un most de Sauvignon de la collita del 88 i 89. A la separacié per cromatoenfocament el
primer any troba 7 fraccions mentre que el segon any en troba 10, amb tres fraccions en
comii els dos anys. Dizy (1993), en canvi, no observa diferéncia entre dos anys consecutius
en el perfil electroforétic per PAGE nadiua mentre que la concentracié incrementa de 43 a
73 mg de ASB/1. Yokotsuka i col. (1994) estudia 12 anyades observant que a partir del 7 any
la concentracié de proteines en vins negres japonesos es constant.
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5.3. Produccid.

La productivitat de la vinya influeix de manera clara a la concentracié de proteina; a
menys produccié per cep s'obté més concentracié de proteina en el most (Feuillat i col.,
1995).

5.4. Maduracid del raim.

Kock i Sajak (1959) no detecten proteines en el raim abans de la verolacié. Sembla
que la seva preseéncia comenga a ser detectable després del verolat i es correlaciona amb el
pH i l'acumulacié de sucres a la baia (Murphey i col., 1989b; Paetzold i col., 1990). A la
vegada els vins elaborats a partir de mostos més madurs tenen més concentracié de proteines
i apareixen proteines que no es detecten en el vi de raim més verd. (Murphey i col., 1989b).
A la maduresa, les proteines representen del 2 al 3 % del nitrogen total del raim (Anelli,
1977). La part de la baia que presenta més quantitat de proteina és la pell, amb un 10 al 15 %
del seu pes (Ribéreau-Gayon i Peynaud, 1976). Tot i aix0 hi ha alguns treballs que no
observen correlacid entre la quantitat de proteina i la quantitat de sucre en el most (Correa i
col., 1988; Gonzalez-Lara i col., 1989).

5.5. Verema.

La verema es pot realitzar de la manera tradicional a ma o bé amb veremadores, que
s6n maquines que fan caure els grans per mitja de vibracions o cops suaus al cep. S'ha
postulat que el contacte del most amb la pell augmenta la concentracié de proteina (Paetzold
i col., 1990). Degut a que les veremadores provoquen el trencament del 55% de grans en el
millor dels casos, amb una alliberacié de most del 11 al 26% la maceracié pelicular sera
inevitable i influira en ’augment de la proteina del most, aquests resultats s'agreugen en el
cas de veremes amb atacs de patogens i en el cas de maquines arrossegades (Chaler, 1991).

5.6. Obtencié del most.

Una vegada el raim arriba al celler existeixen varies opcions per extreure el most: es
pot premsar tot seguit sencer (raim i rapa), es pot derrapar i premsar tot seguit o bé es
derrapa i es deixa unes hores de contacte de la pellamb el most per solubilitzar substancies
aromatiques o precursors d'aquestes procedint després al premsat (aquest procés es coneix
conegut com maceracié pelicular). En un estudi de Paetzold i col. (1990) s'observa un
increment de proteina en mostos obtinguts prévia maceracié pelicular, aquest increment és
d'entre el 50 i el 100%. A la vegada €s detecta 'aparicié d'una proteina de 10 kDa. El procés

d'augment té importancia fins les 10 primeres hores de contacte.
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S'observa un efecte d'extraccié de proteines al sulfitar la pasta de verema a dosi de 20 mg/l.
El mateix estudi posa en evidencia l'efecte de premsar verema sencera o derrapada, a escala
de laboratori i industrial. Els mostos obtinguts a partir del premsat de verema derrapada

alliberen quasi quatre vegades més proteines que la verema sencera.

El primer procés que té lloc per l'obtencié del most és el premsat, en el premsat
fraccionat segons la pressi6 aplicada a la premsa s'observa un augment de proteines al
incrementar la pressié d'extraccié. Aquest fenomen s’explica pel fet que a la pell és on hi ha
més concentracié de proteines (Feuillat i col., 1995). Una vegada s'obté el most es produeix
una clarificacié natural per sedimentacié. En aquesta fase s'observa una activitat proteolitica
que degrada parcialment les proteines del most. En el cas de les termovinificacions, que és
un tipus d'elaboracié de vins negres on s'extreu més color al calentar la pasta de verema, es
constata un augment del nitrogen total, cosa que fara pensar en la termoestabilitat d'aquests
enzims. Les proteases del raim estan associades a les parts solides i a la polpa, aixd podria
explicar la baixada d'activitat una vegada el most s'ha decantat, també s'observa inhibicié al
apareixer l'alcohol (Fleet, 1994).

Un tractament comu utilitzat per la clarificacié o desfangament de mostos és
I'addici6é d'enzims pectolitics o pectinases, aquests enzims hidrolitzen les pectines del most
disminuint la seva viscositat. La disminucié de la viscositat afavoreix la sedimentacié dels
solids en suspensié. Aquests complexos enzimatics presenten activitat poligalacturonasa,
pectina liasa i pectinometil esterasa com a majoritaries; pero s'ha observat que també tenen
activitat proteasa en assaigs de laboratori sobre caseina marcada. Tot i aix{ s'ha comprovat
que aquesta activitat no es presenta sobre les proteines naturals dels mostos (Berthier i col.,
1996). Aquest desfangament es pot realitzar d’una manera forgada filtrant dels mostos per
filtre rotatiu al buit després del premsat. Al passar els mostos a través de les terres filtrants
d’aquests aparells s'observa una disminucié del nitrogen proteic d'un 86% en una Garnatxa
per l'elaboracié6 de rosat i d'un 66% en un most de Macabeu (Ayestaran i col., 1995).

5.7. Fermentaci6 alcoholica.,

La fermentacié alcoholica implica una davallada de la concentracié de nitrogen
proteic (Hsu i Heatherbell, 1987a; Ayestaran i col., 1995). La disminucié es pot explicar per
tres fendmens: desnaturalitzaci6, precipitacié amb compostos fenolics o cations metal-lics i
hidrolisi per proteases. La disminucié de proteines a la fermentacié es variable segons la
varietat vinifera, des d'un 25% per un Chardonnay, 30% en Verdeca i 45% en Pinot noir
(Santoro, 1985) fins a un 60% per un Muscat (Lamikanra i Inyang, 1988) o del 25 al 50% a
la varietat Malvar (Dizy, 1993).
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La relacié entre la quantitat de proteina entre un most i el seu vi sembla venir influida pel
pH, el gewiirztraminer a un pH de 3,2 la disminucié és minima, mentre que aquesta
augmenta a pH superior o inferior (Murphey i col., 1989b).

Moio i Addeo (1989) demostren que una part de les proteines del most sén
desnaturalitzades i precipiten, augmentant aquesta precipitacié amb el contingut en
polifenols del vi. Per demostrar-ho fermenta el most amb diferents temps de contacte amb la
pell i observa una disminucié de la proteina soluble a 'augmentar el temps de maceracio,
observacié que es comprova pel fet que els vins negres sempre tenen menys proteina que els
blancs (Lamadon, 1989).

Els perfils electroforétics en SDS-PAGE de mostos i els respectius vins donen
resultats contradictoris, hi ha més coheréncia pel que fa al isoelectroenfocament. Hsu i
Heatherbell (1987a) troben el mateix nombre de bandes en most i vi per SDS-PAGE. Per
Dizy (1993) a la fermentaci6 desapareixen les bandes de massa molecular més elevada, en
canvi no observa diferéncies en el perfil de punts isoeléctrics. Santoro (1995) observa un
comportament dispar entre les varietats Verdeca, Chardonnay i Pinot noir al llarg de la
vinificaci en I'analisi dels perfils de masses moleculars, les tres varietats es comporten igual
respecte el punt isoelectric de les seves proteines, doncs les més basiques tendeixen a
desapareixer a la fermentacid; a la separacié segons la hidrofobicitat per HPLC en fase
reversa observa diferéncies entre els mostos i els respectius vins, pero no entre les diferents
varietats; aquestes dades, junt amb la composicié aminoacidica semblant, fan pensar en un
origen o funcié comii. Marchal i col. (1996) ailla dos grups de glucoproteines a 25 i 60 kDa
en un most i comprova que no sofreixen cap modificaci6 a la fermentacié.

Els llevats alliberen al mitja manoproteines d'origen parietal durant la fermentacié
(Llauberes i col., 1987; Waters i col., 1993; Waters i col., 1994a) pero tot i aixi no
compensen la quantitat de proteina inicial. S'ha vist que com més pobre és el most en
col-loides més n'allibera el llevat, la hipotesi de treball és que la preséncia de col-loides en el
medi podria canviar el mecanisme de sintesi de la paret cel-lular dels llevats, que té lloc al
citoplasma del llevat (Guilloux-Benatier i col., 1995).

No s'han observat variacions de perfil proteic en funcié dels indculs ni en funcié de
la preséncia o abséncia de dioxid de sofre a la fermentacié (Pueyo i col., 1993).

Alguns autors han suggerit I'afavoriment de la fermentacié de les proteines per la
capacitat de les macromolécules d'absorbir inhibidors de la fermentacié (Ollivier i col.,
1987), com ara els acids decanoics i octanodics i llurs corresponents esters (Lafond-
Lafourcade i col., 1984).
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5.8. Tractaments postfermentatius.

En l'elaboracié estandarditzada d'un vi, una vegada s'ha acabat la fermentacié
alcoholica, es trasbalsa i s'hi addiciona dioxid de sofre en el cas d'un vi blanc o en vins
negres es realitza la fermentacié malolactica abans de l'addicié de didxid de sofre. Una
vegada fet aix0 es realitza una clarificacié amb proteines d'origen animal i bentonita, amb
aquesta operacié s'eliminen solids en suspensié i en dissolucié. En aquest moment de
I'elaboracié es treuen del vi les proteines inestables; en els cellers es realitza un test
d'estabilitat al vi i segons el tipus de vi es fa un tractament clarificant amb les dosis més

adequades per impedir enterboliments posteriors.

Després de la clarificaci6 es sol filtrar el vi a través de terres d'infusoris i aquest vi,
amb aparencga clara s'estabilitza respecte a l'excés d'acid tartaric i potassi i calci per mitja
d'un tractament criogénic. Aquest tractament consisteix en baixar la temperatura fins a la
quasi congelaci6 durant un temps determinat i després tornar a filtrar el vi per retenir tots els
cristalls formats; degut a la dependéncia de la constant de solubilitat de la temperatura
precipiten les sals de tartar de potassi, de calci i sobretot el hidrogentartar de potassi. A
escala industrial es solen simular al laboratori les condicions de clarificacié escollides i
donat que una part de la proteina pot precipitar en el tractament criogenic, es segueix tot el
procés fins al final a nivell de laboratori, fent el test d'estabilitat proteica no sols al vi

clarificat sin6 també al vi "passat pel fred".

La fermentacié malolactica esta afavorida per l'alliberacié de manoproteines de les
parets del llevat durant la fermentacié alcoholica. Aquesta activacié es deguda a dos factors:
I'actuacié com a agent destoxificant per fixacié d'acids grassos inhibidors dels bacteris
lactics i per un paper nutricional dels bacteris lactics, que presenten una certa activitat
peptolitica i glucosidasica (Feuillat, 1994). La activitat peptolitica és nula a la fase de
laténcia, apareix durant la fase exponencial de la multiplicacié dels bacteris i presenta un
maxim al final d'aquesta. A la fase estacionaria s'observa una disminucié rapida. Aquesta
activitat és més important que l'activitat glucosidasica. En medis rics en macromolécules

s'observa un augment d'aquestes activitats (Guilloux-Benatier i col., 1993).

La clarificacié com a eina per estabilitzar el vi vers les proteines es tractara en el
punt de la influéncia de les proteines sobre la qualitat del vi (6.1.), mentre que a la filtracié
les proteines no tenen cap efecte colmatant degut a la seva estructura globular. També tenen
una estructura semblant les proteines associades a arabinans, galactans i manans (Villettaz i
col., 1987).
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Per 'estabilitzaci6 respecte a les sals de 1'acid tartaric s'ha vist que aquest tractament
comporta una disminucidé quantitativa del 25% de la proteina del vi (Dizy, 1993). En un
estudi s'observa que les proteines que precipiten més amb aquest tractament sén les
proteines de menys de 20 kDa i les de més de 50 kDa, que en un analisi per PAGE nadiua
s6n les que tenen més mobilitat electroforetica (Correa-Gorospe i col., 1991). S'ha observat
un efecte inhibitori de la cristal-litzacié per part de les manoproteines mentre que les
glucoproteines d'origen vegetal no influeixen a la formacié dels cristalls de hidrogenotartar
potasic (Gerbaud i col., 1996).

5.9. Efecte de la crianca i envelliment dels vins.

Lamikanra i Inyang (1988) suggereixen que les proteines dels vins poden estar
involucrades en el enfosquiment dels vins blancs durant I'envelliment per reaccions de
Maillard o analegues.

En vins negres s'ha estudiat la formacié de precipitats en ampolla i es troba que una
part del precipitat correspon a proteines intimament associades a polimers fenolics. Sembla
que aquests polimers reaccionarien amb els grups hidroxil de serina i treonina i els grups tiol
de la cisteina donant unions covalents que precipitarien; aquests precipitats augmenten a
I'augmentar la concentracié de proteina, que es veu afavorida per la verema mecanica com
s'indica en el punt 5.5 (Waters i col., 1994). En vins negres japonesos es veu un alt grau
d'estabilitat proteica després de 7 anys d'envelliment (Yokotsuka i col., 1994).
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6. Importancia de les proteines sobre la qualitat dels vins.

Tal com s'ha vist en l'apartat 5 les proteines es veuen influenciades per molts factors
al llarg de la seva elaboracié. Aix0 pot ser important cara els enolegs per fer vins amb una
serie de criteris sabent com evolucionen tots els compostos quimics del vi. Perd 1'objectiu

final de qualsevol vi és el consum i el consumidor sera el jutge final del vi.

Des del punt de vista del consumidor final, el qual a la majoria del casos desconeix
I'existéncia de proteines al vi, aquestes tenen una influéncia en el que es pot anomenar la
qualitat del vi. La qualitat és un concepte de dificil explicaci6, perd que Peynaud associa a
sensacions de plaer; un vi sera de qualitat quan produeixi sensacions agradables a la vista, a
I'olfacte i en boca. A la vegada aquesta sensacié comengara al pensar en un vi i finalitzara
quan desapareixin els estimuls que ha provocat aquest (Peynaud, 1987). Aquesta influéncia
s'ha delimitat a la bibliografia en tres camps: l'estabilitat de les proteines al llarg del temps,
el paper de les proteines a la formacié de 'escuma dels vins escumosos i les proteines dins
de l'analisi organoléptic del vins. Dels tres camps, el més desenvolupat ha estat el primer, ja
que les precipitacions degudes a les proteines sén les més importants després de les
precipitacions de sals cristal-lines, i més en enologia moderna on s'ha desterrat I'is de ferro i
coure que podien provocar precipitacions i enterboliments en favor de I'acer inoxidable com
a material en contacte amb el vi (Jackson, 1994; Boulton i col., 1996). La recerca sobre
I'escuma és un camp important per les begudes escumoses, tan les derivades del vi com a la
cerveseria, ambits on es troben molts treballs. L'dltim aspecte es el menys estudiat, encara
que els endlegs sempre han observat una pérdua d'aromes i de sedositat al anar empobrint els

vins en col-loides per les successives fases d'abrillantament del vi (Miller i col., 1985).

6.1. Estabilitat dels vins vers les proteines.

Una vegada el vi és embotellat pot apareixer un enterboliment degut a la
insolubilitzacié de proteina. Aquest problema va en detriment de la qualitat visual del vi,
causant pérdues econdomiques considerables; es dona en vins blancs pel contingut més elevat
en proteina que els negres. La majoria de les proteines del vi presenten carrega positiva, el
moviment Brownia i l'associacié amb aigua (hidratacid) estabilitzen les proteines en
dissoluci6; I'adsorcid, desnaturalitzacié o neutralitzacié per bescanvi catidonic amb agents
clarificants poden induir a la coalesceéncia de les proteines i posterior precipitacidé. Una
vegada el vi estd a I'ampolla, la precipitacié pot venir de combinacions amb tanins, amb

metalls o principalment d'increments de temperatura.
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La combinacié de proteines amb tanins és coneguda. S'ha demostrat formacié de
precipitats per combinacié entre tanins d'alta massa molecular (d'alt index de polimeritzacié)
i proteines (Yokotsuka i col., 1983), perd es requereixen gran quantitat de tanins poc
polimeritzats per produir enterboliments. La resta de compostos fenolics no sén capagos de
reaccionar amb les proteines, perd si amb els petits peptids d'entre 2000 i S000 Da del vi
(Waters i col., 1995a; Boulton i col., 1996). A baixa temperatura, en cas dels tractaments
criogenics, també es formen unions inestables entre els tanins i les proteines que es poden

retirar del vi per filtracié.

Les precipitacions metal-liques sén degudes a la presencia d'elevades quantitats de
ferro (més de 8 o 10 mg/l) en el vi, que reaccionen amb els fosfats donant fosfat férric o amb
els fosfats i proteines formant un complex. Si el vi t€ més de 0,5 mg/l de coure les proteines
també hi poden reaccionar formant un precipitat polsés de color ataronjat que desapareix a
I'obrir I'ampolla (Jackson, 1994). Aquestes precipitacions s'eviten pel control de metalls a la
vinificacid, impedint que el vi estigui en contacte amb qualsevol estri de coure o de ferro.

La desnaturalitzacié térmica €s la font de la majoria de precipitacions, molts autors
separen les fraccions de proteina i després observen la seva estabilitat al calentament,
concluint que la proteina que precipita és la inestable i la que s'ha de treure del vi. El primer
que es va veure es que no hi ha una correlacié entre la quantitat de proteina inestable i el
contingut total; Koch i Sajak (1959) troben dues fraccions de proteiques majoritaries, que es
redueixen per efecte de la calor. Altres autors separen les diferents fraccions del vi i arriben
a la conclusié que sols una part es responsable de la inestabilitat proteica (Moretti i Berg,
1965). En clarificacions amb gelatina i gel de silice i ultrafiltrant després el vi, Millies
(1975) observa que les proteines de menys de 10 kDa no intervenen a l'enterboliment, les de
10 a 30 kDa sols en part mentre que les de més de 30 kDa sén les més inestables. Segons
Hsu i Heatherbell (1987b) les proteines més inestables al tractament térmic sén les de baixa
massa molecular, de 12600 a 30000 Da , amb pI entre 4,1 i 5,8 i les glucoproteines.
Lamikanra i Inyang (1988) observen en varietats viniferes tipus muscadine que la fraccié
labil és la de més de 32 kDa. Davant de la variabilitat de resultats un treball de Dubourdieu i
col. (1988) observen que la precipitacié térmica afecta al conjunt de proteines del vi. Addeo
i Moio (1989), en coheréncia amb els autors anteriors, observen que les proteines menys
afectades pel tractament térmic sén les de pl entre 3,5 1 5,5, que tot i aixi baixen un 42%.
Paetzold i col. (1990) observen per un most que les proteines més inestables tenen punts
isolectrics discrets de 6,2; 5,6 i una darrera que té un pl superior a 9. Les tres fraccions tenen

una massa molecular entre 18 i 25 kDa i totes sén glucoproteines.
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Waters i col. (1991) separen varies fraccions per mitja de sulfat d'amoni en
combinacié amb ultrafiltraci6 i observen per la tecnica de "back addition" (que es descriu al
punt 6.1.1) que la fraccié que contribueix més a la formacié d'enterboliments té una massa
molecular de 24 kDa i, en menys mesura la de 32 kDa. La separacié de les proteines del vi
per electroforesi capil.lar també ha estat una eina per caracteritzar 1'estabilitat térmica, en la
mesura que de les 7 fraccions que es separen per aquesta técnica, es veu que totes minvent
entre un 25 i un 75% menys la fraccié amb menys mobilitat electroforética, que €s estable
(Ledoux i Dubourdieu, 1992). Yokotsuka i col (1994) observa que les proteines estables al
Xoc térmic en vins negres sén glucoproteines, confirmant la hipdtesi de que la glucosilacié
de les proteines els hi confereix estabilitat davant dels tanins i dels canvis de temperatura
(Hagerman i col., 1986; Barbaric i col., 1987). Aixd ho confirmen Waters i col. (1995a) on
demostren que les procianidines estan unides a les proteines solubles i termolabils sols per
unions febles ja que no sempre es troben als precipitats proteics, tot i que estan implicades ja
que proteines que en vins model sense polifenols no precipiten si ho fan en vins. Dawes i
col. (1994) separen les protefnes d'un gewiirztraminmer en 5 fraccions segons el punt
isoelectric i observen que en tots les fraccions hi ha formacié d'enterboliment. La diferéncia
més notable és I'aspecte de la boira, ja que com més basica és la proteina (pI més alt) més

compacte és el sediment.

6.1.1. Métodes de control de I'estabilitat.

El problema de l'estabilitat es pot enfocar des de dues perspectives: (a) l'estabilitat
del vi respecte a les proteines que conté, que seria el punt de vista més comii i d'interes
industrial; l'altre enfocament es més de laboratori de recerca, consisteix en (b) observar
l'estabilitat d'una fraccié de proteina en un vi préviament ultrafiltrat a un tall molecular de 10
kDa, de manera que es veu la estabilitat d'aquesta fraccid per se respecte el vi sense altres

col-loides que interfereixin.
(a)  Les proves més usuals a realitzar per l'estabilitat proteica de vins son les segiients:

1. Test térmic. Aquest assaig és el més utilitzat per observar possibles problemes
d'inestabilitat. El procediment es calentar mostres de vi a temps i temperatures variables
segons els autors que van des de una hora a 90°C fins a dos dies a 50°C seguit de
refredament per accelerar la precipitacié. Es mesura I'augment de terbolesa.

2. Test de I'acid tricloroacétic (TCA). Es prepara TCA al 55% en aigua i s'addicionen 5 ml
d'aquesta solucié a 50 ml del vi en questié. La barreja es calenta en aigua bullint durant
dos minuts, es refreda a temperatura ambient i es mesura l'augment de terbolesa.
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3. Bentotest. Es una solucié aquosa d'acid fosfomolibdic al 5%, 5% de sulfat de sodi, 0,25
% de glucosa i 15% d'acid sulfiric concentrat. S'addicionen 5 ml d'aquesta solucié a 50
ml de vi, s'agita durant un minut i es mesura la inestabilitat per el increment de terbolesa.

4. Sulfat amonic. S'utilitza una solucié saturada de sulfat d'amoni. S'addiciona un 5% (v/v)
a una mostra de vi i es calenta durant 7 hores a 55°C. Es refreda a temperatura ambient i

es mesura el increment de terbolesa.

5. Etanol. Es barregen vi i etanol absolut en proporcions iguals, s'espera uns minuts perque
reaccioni i es llegeix la terbolesa; a baixes temperatures s'augmenta la sensibilitat de la

prova.

En el cas de no disposar de nefeldmetre o turbidimetre, es pot utilitzar la lectura d'un
espectrofotometre a longituds d'ona entre 540 i 650 nm.

Toland i col. (1996) comparen el test térmic, que es pot considerar com a patré per la

seva amplia difusid, amb les altres proves (de la dos a la quatre); observen la variacié de
terbolesa en funcié d'una addicié creixent de bentonita amb els quatre assaigs.
El test que més s'aproxima al térmic és el del sulfat amonic, aix0 es degut a que el sulfat
amonic fa més un "salting out”, que aglomera i precipita les proteines que no pas una
desnaturalitzaci6 massiva, a més va acompanyat d'un calentament, que simula més la
precipitacié deguda als canvis de temperatura que succeeix en un vi durant el seu
magatzematge. En canvi, els altres dos tests desnaturalitzen la totalitat de proteina present en
el vi, donant les lectures nefelométriques més altes, i per obtenir nefelometries considerades
estables (13-14 NTU) s'ha de duplicar la dosi de bentonita.

El xoc térmic també ha estat discutit per la poca correlacié entre les diferents
versions, que indiquen que accelerar el procés no és el que succeeix a la realitat. Els assaigs
més llargs, a 24 o 48 hores s'accelera la oxidaci6 i condensacié dels compostos fenolics, que
poden falsejar la prova per combinacié amb els petits peptids. Un altre problema a 1'hora
d'utilitzar aquest test és el fet de considerar el precipitat com a proteic i utilitzar sols
bentonita com a agent clarificador, ja que en molts vins en dosis excessives de bentonita,
precipiten altres molécules com ara els polisacarids o polifenols, contribuint als artefactes
(Boulton i col., 1996). El mateix autor proposa com a métode alternatiu el cinque, la
utilitzacié de l'etanol. Aquest test dona una concentracié final d'etanol de 56% (v/v); a
diferéncia de la prova que es fa per 'assaig de pectines i polisacarids en que la concentracié
d'etanol final és de 80% (Ribéreau-Gayon i col., 1976). A aquesta concentraci6 la terbolesa
produida és deguda a les proteines de la mostra, sense interferéncia d'altres factors.
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(b) Metodes utilitzats en recerca.

Un micrométode per observar l'estabilitat d'una fracci6 proteica caracteritzada ja
sigui pel seva massa molecular, punt isoeléctric o composicié €s el que en anglés s'anomena
una "back addition". Aquest metode consisteix en addicionar solucions aquoses de proteines
(0-50 pl) a una quantitat de vi (1050 pl) sense proteines que s'obté ultrafiltrant per una
membrana 10kDa, es tapa en una atmosfera inert de nitrogen, es calenta 6 hores a 80°Cies
deixa refredar de 12 a 16 hores a 4°C. L'augment de terbolesa en mesura per l'absorbéncia a
540 nm, corregint amb mostres a les quals no s'hi ha addicionat proteina; els autors
verifiquen el métode amb albiimina de sérum bovi i ovoalbiimina obtenint una resposta
lineal (Waters i col., 1990). Una modificacié d'aquest métode serveix per veure si a part de
no precipitar, la proteina addicionada té un efecte protector de la precipitacié d'altres
proteines del medi. La modificacié consisteix en addicionar una proteina que precipiti al vi
ultrafiltrat, ja sigui albiimina de seérum bovi o bé proteines aillades del vi que han donat
positiu al test anterior (Waters i col., 1993). Dawes i col. (1994) proposen el tractament del
vi amb 1600 mg/l de bentonita com a alternativa a la ultrafiltracié per obtenir un vi sense

col-loides.

Per veure la influéncia dels polifenols 1 macromolécules, alguns autors substitueixen
el vi per un vi sintetic sense fenols ni polisacarids, que és un tampé d'acid tartaric (Dawes i
col., 1994; Waters i col, 1995a).

6.1.2. Estabilitzacid de les proteines termolabils.

Per retirar del vi les proteines inestables s'ha utilitzat tradicionalment la clarificacié.
Altres técniques que s'han aplicat amb menys éxit sén la ultrafiltracid, el xoc térmic i el
tractament amb proteases. Una alternativa per estabilitzar que es proposa cada vegada amb
més forga €s la utilitzacié de col-loides protectors, que solen ser glucoproteines.

El tractament per xoc térmic consisteix en calentar el vi a alta temperatura en curt
espai de temps; després del tractament precipiten les proteines insolubles. Aquests
tractaments tenen una efectivitat limitada i desigual, possiblement degut a la composicié en
polisacarids del vi (Boulton, 1996).

La ultrafiltracié va ser proposat com a alternativa a la clarificacié per Hsu i col.
(1987), que observen com la ultrafiltracié és una técnica tan efectiva com l'addicié de

bentonita per treure les proteines de mostos i vins.
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En treballs posteriors d'aplicaci6 en vins blancs s'observa que tot i retirar la majoria
de proteines, els vins sén inestables degut a que les febles quantitats que hi resten sén de la
fraccié de baixa massa molecular; a més, al ultrafiltrar es treuen una bona part dels
col-loides protectors (Flores i Heatherbell, 1988; Serrano i col., 1988). La falta de selectivitat
d'aquest tractament el fa no compatible per 'obtencié de vins de qualitat (Aleixandre i
Velez, 1991).

6.1.2.1. Proteases.

Per estabilitzar el vi s'ha assajat el tractament amb peptidases amb molt poc &xit fins
ara. Waters i col. (1990) proven 5 peptidases, comproven que les cinc sén actives en un vi a
18°C. En medi a pH 3 durant 7 dies s'observa que les proteases sén incapaces de degradar
les proteines d'un most. El tractament en vi degrada parcialment les proteines perd no
l'estabilitza, en tres mesos s'observa que el requeriment de bentonita per estabilitzar-lo €s un
30% menys, perd el mateix resultat es troba en el vi control, potser degut a les proteases
naturals del vi. Conclusions similars observen Ledoux i col. (1992a) a l'afegir un autolitzat
de llevat amb gran activitat proteasica a un vi inestable i verificar que no hi havia millora a
la seva estabilitat proteica. La resisténcia a la proteolisi s'ha pensat que era deguda a la
preséncia d'altres macromolécules com els polisacarids o el compostos fendlics, perd en
estudis posteriors demostren Ia resistencia a la proteolisi de les proteines del vi és una

propietat intrinseca (Waters i col., 1992) .

També s'ha postulat que la resistencia a la proteolisi podia ser deguda a la
glicosilacié de les proteines (Semino i col., 1985), perd no hi ha acord entre el grau de
glicosilacié de les proteines del vi. Aixi mentre Paetzold i col. (1990), Yokotsuka i col.
(1991) o Marchal i col. (1996) suggereixen una alta proporcié de proteines glicosilades
altres autors com Hsu i Heatherbell (1987a) o Waters i col. (1991) en troben una o dues. En
treballs posteriors s'ha observat que la proteolisi no es donava ni en glucoproteines ni en
proteines sense grup prostetic (Waters i col., 1995b).

La proteolisi té lloc de manera natural en el vi perd no s'ha identificat cap proteasa,
tret de les de llevats. S'ha observat que els llevats sén capacos d'utilitzar les proteines del
most com a tunica font de nitrogen per ’addicié a medis minims de proteines del vi
desnaturalitzades (Conterno i Delfini, 1994) i Sato i col. (1997) han vist que els enzims
proteolitics carboxipeptidasa i especialment la proteasa A de Saccharomices cereviciae s6n
actius a fora la cel-lula. Aquesta activitat no seria suficient com per degradar les proteines
del vi degut a la poca quantitat d'enzim alliberat i a la termolabilitat d'aquests enzims.
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6.1.2.2. Clarificacid.

La clarificacié dels vins ha estat utilitzada tradicionalment en enologia per llevar-hi
col-loides, solids en suspensié i fenols. Quan la tecnologia de purificacié de proteines no
estava desenvolupada s'addicionaven els clarificants amb el producte que els contenia; aixi
s'utilitzava sang de bou per clarificar amb albimina de sang, llet descremada per clarificar
amb caseina o clares d'ou batudes per clarificar amb albimina d'ou. Aquests tres clarificants
mencionats, també anomenats coles, reaccionen amb els compostos fenolics del vi i floculen
precipitant. Per retirar I'excés de proteines, ja siguin del vi o d'un clarificant addicionat
préviament s'utilitzaven els tanins. Els tanins sén productes normals del metabolisme dels
vegetals amb una funcié de defensa; son presents a la pell i el pinyol del raim; aquests sén
els tanins condensats o procianidines. Pels tractaments del vi s'utilitza un altre tipus de tani
anomenat hidrolitzable o pirogalic que s'extreu d'agalles i de fustes riques en tanins. Els
tanins hidrolitzables estan formats per una molecula glicica en la que alguns dels grups
hidroxil estan substituits per acid galic o acid elagic. Son totalment solubles en 1'aigua i la
massa molecular esta compresa entre 750 i 3000 Da.

La principal propietat és la possibilitat de combinar-se amb proteines, el que explica
la seva astringencia. Per aquesta rad sén utilitzats per la clarificaci6 de vins. Els tanins tenen
una accié de combinaci6 amb altres polimers, com els polisacarids i també sén capagos de
precipitar alcaloides. La utilitzacié de tanins és incompatible amb la d'enzims per la seva
natura proteica. Els tanins s'utilitzen en industries agroalimentaries per refinar el greix
animal, clarificacié del sucre vers les proteines i ferro, com saboritzants o additiu alimentari.
Els millors tanins per fins enologics son els extrets a les agalles, que es formen degut a
picades d'insectes en arbres de la familia de les terebentines i els de fusta de roure Limousin
o d'Allier després de ser sotmes a un procés de secat de varis mesos. També se n'obtenen del
pinyol del raim prévia extraccié de 1'oli. El principi d'extraccié és relativament simple;
després de moldre la matéria primera existeixen tres solvents amb els que s'obtenen tres

tipus de tanins: tanins a l'aigua, a I'alcohol i a 1'éter.

El tractament dels vins amb tanins tendeix a disminuir ja que a vegades hi ha petits
canvis organoleptics en el vi i augments de l'astringéncia per tanins que queden en solucid.
Una solucié per aquest problema és la immobilitzacié dels tanins en suports sintétics.
Weetall i col. (1984) lliguen acid tanic a un suport de silici porosa i obtenen disminucions
del 48 al 86% a la concentracié de proteines conseguint vins estables. També disminueix la
concentracié de fenols, mentre que no es veuen afectats ni els peéptids ni els acids. En un
altre treball (Powers i col., 1988) inmobilitzen proantocianidines que extreuen de pinyol i

utilitzen com a suport agarosa.
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Obtenen perfils d'extraccié de proteines amb forma sigmoidal, que fan concloure que en el
vi hi ha dues fraccions de proteina pel que fa a la seva capacitat de reaccionar amb els
tanins; pel que fa a la operativitat industrial d'aquesta técnica no es pot ser massa optimista
ja que després de 15 a 17 volums del llit de columna, aquesta perd la capacitat de lligar

proteines.

L'ts dels tanins per clarificar vins amb proteines inestables va estar desplagat per la
bentonita, agent ampliament utilitzat a la actualitat. La bentonita és una argila d'origen
volcanic descoberta el 1888 a Fort-Benton, Wyoming, (U.S.A.) i d'aqui el seu nom. Ha estat
utilitzada tradicionalment per l'estabilitzacié de vins blancs des dels anys trenta. Esta
composada per silicats d'alumini naturals hidratats; formats en un 75 % com a minim, de
montmorillonita. Es inert quimicament i inndcua per 'organisme. Al pH del vi presenten
carrega electrostatica negativa, i adsorbeixen les proteines i els antocians, ambdds carregats
positivament. La seva reactivitat es deguda al bescanvi catidonic. Tenen la capacitat
d'absorbir gran quantitat d'aigua (inflar-se), cations i canviar les bases. Per 1'obtencié de
bentonita es parteix d'un mineral, rarament pur, i s'activa amb acid sulftric o alcalis a alta
temperatura; també s'hi pot realitzar un bescanvi de cations, parlant aleshores de bentonites
activades. A tall d'exemple al passar una bentonita calcica natural a un sodica, per I'addicié
de carbonat sodic, augmenta la taxa d'inflament (area de bescanvi) de 2 a 15.

La seva estructura tridimensional (figura 2) consisteix en un apilament en fulles,
cada una de les quals té tres capes; una capa d'octaedres entre dues capes de tetraedres. Els
tetraedres estan units per atoms d'oxigen i en el seu centre hi ha atoms de silici i alumini en
ocasions. Els octa¢dres s'intercalen entre els tetraedres, contenen un atom de magnesi o
alumini que estan lligats a atoms d'oxigen o a radicals hidroxil que conformen l'aigua de
constitucio, a la cristal-litzacié de la malla elemental. L'abs¢ncia de cations als octaedres i el
reemplagament per atoms d'alumini i magnesi implica un deficit de carregues positives, de
manera que la superficie de la fulla té carrega negativa; que fara que hi hagi repulsio entre

les fulles.

La separacié entre les fulles s'anomena distancia interfoliar, es determinable per
difraccié de raigs X. La superficie que queda entre les fulles s'anomena superficie interna
d'adsorcié i l'espai entre dues superficies s'anomena espai interfoliar; a aquest espai es situen
els cations de canvi hidratats, que influeixen en la distancia interfoliar. Els cations de canvi
determinen el tipus de bentonita, aixi es parla de bentonites sdodiques i calciques quan a la
natura es troben en aquest estat i de calciques activades quan es fa el canvi de bentonita
calcica a sodica per rentat amb carbonat sddic. Les bentonites sodiques i sobretot les
calciques activades tenen una capacitat de hidratacié (taxa d'inflament) més gran que les

calciques.
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Figura 2: esquema de la bentonita segons Maujean (1983).

Les bentonites més utilitzades en enologia son les calciques activades; les propietats que es
busquen a les bentonites sén variables segons la utilitzacié que s'en faci, les caracteristiques
principals buscades sén:

Capacitat desproteinitzadora

Capacitat decolorant.

Filtrabilitat del vi tractat.

Volum de] sediment.

Clarificacid, nefelometria del vi tractat.

Quan s'hagi de clarificar un vi respecte les proteines s'utilitzara una bentonita que
desproteinitzi molt, amb poc volum de sediment; en el cas de la clarificacié d'un vi escumés
es buscara una bentonita poc desproteinitzant perd amb bon efecte clarificador, ja que com
s'explicara en el punt 6.2. les proteines juguen un paper fonamental a I'estabilitat de 1'escuma
en els vins escumosos (Maujean, 1993; Poinsaut i Hardy, 1995a, b, ¢; Lubbers i col., 1995;

Gossinger i col., 1997).

La cinética de reacci6 de les proteines amb la bentonita ha estat estudiada per Blade i
Boulton (1988); aquests autors verifiquen una rapida adsorcié de les proteines, en 30 segons
s'assoleix I'equilibri. Comproven que no influeix la temperatura, sols lleugerament el

contingut de proteina del vi, el pH i el contingut en etanol.
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El factor principal per la capacitat d'adsorci6 és la natura de la bentonita, les bentonites

sodiques adsorveixen dues vegades més que les calciques per unitat de pes.

La seva capacitat desproteinitzadora ja la estudien Kock i Sajak (1959) a la separacié
per electroforesi d'una mostra tractada vers la control; observant una millora a l'estabilitat
proteica segons el test del xoc térmic. Hsu i Heatherbell (1987b) tracten amb bentonita vins
inestables de les varietats viniferes Gewiizstraminer, Riesling, Sauvignon blanc i Sylvaner,
els quatre son estables quan la concentracié de proteina és de 5 mg/l, independentment de la
concentracié inicial. Les proteines més resistents a ser eliminades per la bentonita sén les de
11,2, una de 25 kDa i 60 kDa mentre que les més facilment eliminades sén les de masses
moleculars intermitges, de 32 a 45 kDa; comproven que el vi estable és el que no té
proteines a la zona de baixa massa molecular entre 11 i 25 kDa. En el vi estable detecten una
fraccié a 28 i1 60 kDa. Les proteines que primer retira la bentonita, segons aquest treball, sén
les de pI més alt (de 5 a 8), mentre que les més inestables son les de 4,1 a 5,8. Aixo implica
que els tractaments han de ser més exhaustius, i a l'estabilitzar amb bentonita es trauran
abans proteines que no estan implicades a l'enterboliment. Sembla que la maduresa del raim
no influeix significativament a la quantitat de bentonita necessaria per estabilitzar un vi
(Murphey i col., 1989b). No esta clara la reaccié de la bentonita amb les proteines en funcié
de seu pl; les proteines més sensibles al tractament a la bentonita sén les de pI més elevat
segons Paetzold i col. (1990), ja que a dosi de 40 g/hl desapareixen perd les fraccions més
inestables al xoc térmic necessiten dosi molt més elevades. Per Dawes i col. (1994), la
bentonita no demostra una preferéncia d'adsorcié segons el pI de les proteines.

Per raons organoleptiques s'aconsella fer el tractament desproteinitzant ja en el most
(Casp, 1991), amb l'avantatge d'adsorbir també enzims oxidassics i mantenir el color
disminuint les dosis de dioxid de sofre (Main i Morris, 1994), de totes maneres Gossinger i
col. (1997) observa augmentent a la concentracié de ferro, que tot 1 no ser perilloses (3 mg/l)
poden catalitzar reaccions d'oxidacié. També s'ha comprovat que al utilitzar bentonites en
mostos s'allarguen les fermentacions degut a I'empobriment en col-loides (Guilloux-Benatier
i Feuillat, 1993; Feuillat, 1994).

Ledoux i col. (1992a) relacionen la taxa de desproteinitzacié mitjancant bentonita
amb la mobilitat electroforética per electroforesi capil.lar. Les fraccions amb més mobilitat
s'eliminen quantitats febles com ara 25 g/hl de bentonita, mentre que les de menys mobilitat
necessiten dosis més elevades. El mateix treball troba una fraccié que no es veu afectada per
la bentonita i observa que conté una part glicica lligada a la proteina. Lubbers i col. (1995)
verifiquen la estabilitat de les manoproteines respecte la bentonita.
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Per Moio i Addeo (1989) 1a bentonita és el millor agent clarificant, mentre que no
observen capacitat desproteinitzadora en altres clarificants utilitzats en el vi com ara la
gelatina, el caseinat potassic i una mica en el caoli. En sucs de poma també s'ha estudiat
I'efecte desproteinitzant de la bentonita, reduint a la vegada l'oxidacié (Siebert i Lynn,
1997).

6.1.2.3. Col-loides protectors.

En enologia es disposa de productes que s'anomenen col-loides protectors. Sén
substancies que tenen la propietat d'inhibir les precipitacions en el vi. Un exemple és I'acid
metatartaric, producte que s'obté per polimeritzaci6 de I'acid tartaric a alta temperatura, que
inhibeix la precipitacié de tartars al baixar la temperatura del vi. Una altre substancia és la
goma arabiga, fabricada a base d'un polisacarid, t€ la capacitat d'estabilitzar el color en vins
negres joves, inhibint la precipitacié de la matéria colorant. També es venia observant que la
fermentaci en barrica i la posterior conservacié del vi sobre els llevats durant uns mesos,
donava vins més estables vers la precipitacié proteica (Boulton i col., 1996). Degut a
l'augment del temps de contacte (més de quatre mesos) entre el vi i els llevats que I'han
fermentat es produeix el fenomen de l'autolisi. L'autolisi consisteix en una autodegradacié
enzimatica dels llevats després de la seva mort. Les conseqiiéncies principals sobre els vins
s6n els canvis organoleptics i I'augment de la concentracié de macromolécules del vi.
Aquest es degut a les manoproteines originaries de la degradaci6 de la paret del llevat per les
endo- i exo-B(1-3)Glucanases. L'alliberacié depen de la soca de llevat, del temps de contacte
i de la temperatura (Llauberes i Dubourdeiu, 1987; Fleet, 1994).

El paper d'aquestes manoproteines en vins tranquils ha estat aclarit per Ledoux i col.
(1992a), que observen a la separacié per electroforesi capil.lar que la fraccié més
termoestable té un alt contingut de polisacarids; al conservar el vi sobre els llevats de
fermentacié el vi guanya en estabilitat proteica i comproven que aquesta es deguda a les
manoproteines parietals. La demanda de bentonita del vi per estabilitzar-se baixa a la meitat
(Ledoux i Dubourdieu, 1992, Ledoux i col., 1992b).

La funcié estabilitzadora de les glucoproteines ja es va veure en un Vi sense crianga
amb els llevats, on s'observava una fraccié que contenia una glucoproteina detectada per
SDS-PAGE amb tincié6 amb acid peridodic-Schiff de 63 kDa junt amb altres de massa
molecular més elevada que no havien entrat en el gel separador tenia un efecte protector
sobre el medi (Waters i col., 1991). En un treball posterior s'ailla i purifica una
manoproteina d'un vi blanc que tampoc havia sofert una crianga sobre llevats, observant que
té un efecte protector sobre la resta de proteines del vi i fins i tot sobre albimina de sérum

bovi.
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De fet s'ha vist que la sintesi de les manoproteines té lloc al citoplasma del llevat
durant la fermentacié i no tota la manoproteina sintetitzada s'utilitza per la construccié de la
paret, una part es solubilitza en el mitja (Llauberes i Dubourdieu, 1987). El mecanisme
d'actuacié d'aquesta manoproteina consisteix en disminuir la grandaria de particula de
I'enterboliment més que prevenir la precipitacié de les proteines. Perque es vegi la boira el
diametre de particula ha d'ésser més gran de 5 pm, en un vi térbol les particules tenen un
diametre de 15 pm, al anar afegint manoproteina s'observa que aquest arriba a les 5 pm
desitjades. La composicié d'aquesta manoproteina €s de 96% de carbohidrats i un 4% de
proteina, els sucres predominants sén la manosa (78%) i glucosa (13%) i els aminoacids
predominants sén la serina (31%) i la treonina (13%), la massa molecular és molt elevada,
més gran de 100 kDA (Waters i col., 1993). Més tard Waters i col. (1994a) purifiquen una
altre manoproteina d'un vi negre, amb les mateixes propietats contra I'enterboliment.
Aquesta té una massa molecular de 420 kDa, amb un 70% de carbohidrats i un 30% de

proteina trobant-se en el vi a una concentracié de 0,007%.

| També es troba activitat protectora en una arabinogalactano proteina (AGP) d'origen
vegetal que representa el 0,1% dels polisacarids totals del vi. Aquesta té una massa
molecular de 210 kDa, amb un 13% de proteina. S'observa que si es degrada la part proteica
perd la propietat de proteccié dels enterboliments (Waters i col., 1994c). Pellerin i col.
' (1994) troben aquesta propietat en l'additiu gomes d'A. senegal i A. seyal, que esta
constituida per una barreja de arabinogalactanes i AGP; també en una AGP de poma.

La estabilitzacid tartarica també es pot assolir a través d'un preparat comercial
introduit en el mercat amb el nom de Mannostab™ que s'obté per la digestié enzimatica de
parets de llevat a dosi de 10 a 25 g/hl de vi. Aquest producte esta fet a base de
manoproteines d'entre 30 i 50 kDa, que tenen un 15% de proteina i un 85% de carbohidrats,
essent el 100% manosa (Moine-Ledoux i col., 1997).

6.2. Vins escumosos.

L'estudi del despreniment de dioxid de carboni és d'interés per les industries
alimentaries de begudes amb gas. En algunes begudes es persegueix l'efervescéncia com les
aigues minerals amb gas; en altres la escuma complerta a sobre de tota la superficie del
contenidor i no massa efervesceéncia, que seria el cas de les cerveses. Els vins escumosos es

situen al mig, ha d'existir efervescéncia i escuma combinades.

Els vins escumosos, tal com el seu nom indica, es caracteritzen per un despreniment
continuat de dioxid de carboni en el que els experts denominen rosaris ( en frances perlage).
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Es considera com un factor qualitat que aquest despreniment formi a la part superior de la
copa, tocant al vidre, una corona de bombolles que té un aspecte cremos.

Aix0 implica que les bombolletes de gas que es van desprenent, quan arribin a la interfase
liquid-aire, no esclatin siné que vagin en direccié radial cap a la corona per augmentar la

quantitat d'escuma a la corona i es fonguin alli.

Per la formacié d'una bombolla espontaniament es necessari que tingui un radi
minim (radi critic). La pressi6 interna de la bombolla ha de ser almenys igual que la del vi
perque no es redisolgui, pel que el radi critic ha de ser gran; per tant, la possibilitat que es
formin bombolles espontanies és practicament nul-la. Les bombolles es formen, gairebé en
la totalitat, per nucleacié induida homogenia o heterogénia. La nucleacié6 homogénia es
produeix per mitja de microbombolles estabilitzades a la interfase liquid-gas formades a la
agitacié de les ampolles al manipular-les; s'estabilitzen degut a que a la interfase hi ha
concentracions més elevades de surfactants, poc solubles en el vi. La nucleaci6 heterogénia
es produeix per microcavitats de pols de suro, de llevats, de cristalls de bitartrat, perd
sobretot a la superficie del vidre de I'ampolla (Maujean, 1989).

La freqiiencia de formacié de bombolles depeén de les caracteristiques de la cavitat de
nucleacid, de la capacitat d'humectacid i de la velocitat de transferéncia del CO;. Les
bombolles es mouen en ascensié a través del liquid, augmentant el radi i la pressié degut a la
disminucié de pressié. La grandaria de les bombolles depén de la tensi6 superficial i de la
pressié (llei de Laplace), del radi de la microcavitat, de la freqiiencia en que es formin. El
temps en que una bombolla arribi a la superficie del liquid depén de la diferéncia de
densitats liquid-bombolla, de la viscositat del medi, de la grandaria de la bombolla i de la
distancia, segons la llei de Stokes (Polo, 1996).

La escuma és un fenomen termodinamicament inestable que depén de la difusié del
dioxid de carboni, formacié i destruccidé de bombolles. Per la formaci6 de la bombolla sthan
de vencer les forces que impedeixen la seva formacid, la forma esférica €s 1a més estable al
tenir una relacié superficie/volum més petita. La destruccid de 1'escuma €s el resultat de tres
processos fisics: el drenatge, que és flux de liquid de l'escuma a la superficie del liquid; la
coalescéncia, resultat de la ruptura de les parets de les bombolles i I'envelliment de Ostwald,
degut a la difusié de gas entre bombolles seguint la llei de Laplace (Maujean, 1989;
Bamforth, 1993; Weaire, 1995).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS

Joan Miquel Canals Bosch
DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

56 Introduccié

6.2.1. Métodes per determinar la qualitat de I'escuma.

Per la mesura de la qualitat de 'escuma en vins escumosos s'utilitzen metodes que
avaluen la cinetica del despreniment del dioxid de carboni, metodes basats en la mesura de
la quantitat d'escuma i la seva persisténcia, meétodes basats en la en l'analisi de la imatge de

I'escuma i métodes basats en la conductivitat de 'escuma.

Els metodes basats en la cinetica de despreniment formulen equacions que s'ajusten a
la cinética de sortida del gas, podent calcular una constant de velocitat del fenomen. Per vins
escumosos amb la mateixa quantitat de CO2, el que tingui Ia constant més petita sera el que
alliberi més lentament el gas i en conseqiicncia sera el més persistent i de més qualitat
(Polo, 1996). Maujean i col. (1988) han desenvolupat un aparell (figura 3) que permet
calcular la cinetica de despreniment per la mesura del volum d'una solucié acida desplagada
pel gas que s'ha després de I'ampolla. En aquest aparell els escumosos de més qualitat els

temps de despreniment sén més llargs.

manometre N
}
= Z
< trampa

balanga

Figura 3: Esquema de I'equipament emprat per Maujean (1983).

Els métodes basats en la quantitat d'escuma i la seva persisténcia sén els més
utilitzats, es poden aplicar en els vins base abans de la segona fermentacié per beure el seu
potencial doncs esta correlacionat amb el de l'escumés resultant (Maujean i col., 1990).
Aquests metodes estan fonamentats en l'estudi de 1'escuma com una propietat fisica d'un
liquid, que ha de ser independent de I'aparell i de la quantitat de liquid. Fou primer
Bikerman (1938) qui primer va utilitzar el fonament que s'ha anat millorant amb el temps
perd que segueix vigent: consisteix en un tub cilindric amb el fons de vidre porés, a través
de la qual passa una corrent de didxid de carboni i provoca la formacié d'escuma. Rudin
(1957) el va utilitzar en cerveseria i observa que l'escuma de cervesa es colapsa seguint un
comportament logaritmic. Edwards i col. (1982) varen utilitzar aquest sistema en vins per
primera vegada, mesurant el volum de liquid retingut a l'escuma.
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Pueyo i col. (1995) utilitzen el métode de Bikerman millorat, agafant com a dades
I'alcada maxima d'escuma i el temps de colapsament. Perd la técnica més automatitzada i

que representa el refinament més gran és el Mosalux™ (figura 4), comercialitzat per
I'Station (Enotecnique de la Champagne, desenvolupat per Maujean i col. (1990) seguint el

mateix fonament.
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Figura 4: Esquema del Mosalux.
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Figura 5: Corba tipica d'evolucié de I'escuma.

En aquest aparell l'algada d'escuma es mesura per mitja d'una cel-lula fotoeléctrica en funcié
del temps i el temps de colapsament de I'escuma després d'aturar el flux de CO3. Es

determinen tres parametre principals (figura 5).

Aquests parametres son:
» Escumabilitat (HM): correspon a l'alcada maxima de I'escuma observada en els primers
minuts després del degasat artificial. Es I'escuma més o menys seca, que es forma al

omplir una copa.
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» Estabilitat de I'escuma (HS): €s I'escuma que hi ha en regim estacionari, correspondria
als rosaris que es desprenen a la copa una vegada plena.

* Temps de desaparici6 total (TS): representa el temps des que s'atura la sortida de
carbonic fins que desapareix 1'escuma. S'assimila a I'estabilitat de 1'escuma en una copa.

Robillard i col. (1993) proposen nous parametres amb més significancia, defineixen
I'expansié (E), la estabilitat de 'escuma (L) i el coeficient de Bikerman (X). La expansié és
la relacié entre el volum d'escuma format i el volum de vi a un temps determinat. La
estabilitat determina la vida mitjana de I'escuma formada, sense formacié de nova escuma i
el coeficient de Bikerman €s la mitjana de la vida mitja de les bombolles en estat estacionari.

Els métodes de visi6 artificial funcionen primer per la percepcié de la informacié per
mitja de camares de video i després es tracta aquesta informacié amb un sistema informatic.
Es mesuren el nombre i volum de les bombolles a la superficie del liquid, I'amplada de les
bombolles a la corona i el colapsament de I'escuma (Viaux i col., 1994).

1 Els métodes basats en la conductivitat consisteixen en provocar una escuma i després
mesurar la conductivitat a través d'aquesta; les corbes de caiguda de conductivitat donen
informacié de les propietats de drenatge i estabilitat de I'escuma. Aquests metodes s’han
utilitzat en I'analisi de cerveses (Clark i col., 1991; Clark i Wilde, 1994).

6.2.2. Influéncia de les proteines sobre 1'escuma.

Per identificar els compostos que influeixen a la formaci i estabilitat de I'escuma es
treballa amb un Mosalux modificat en que es recull I'escuma produida i s'analitzen els seus
components vers els del vi original; d'aquesta manera s'observa que I'escuma s'enriqueix en
proteines (del 8 a 30%), polisacarids (10%) i ferro (del 5 a 15%). El paper de les proteines
no €s sorprenent ja que com a surfactants es col-louen a la interfase amb la part hidrofobica
cap el gas i la part hidrofilica cap a la fase aquosa; el polisacarids apareixen degut al
augment de viscositat que provoquen en el medi disminuint el drenatge (Maujean i col.,
1990; Brissonet i Maujean, 1991). En un estudi posterior per determinar quina propietat
caracteritza les proteines implicades a la formacié i estabilitat de l'escuma es veu que la
hidrofobicitat permet separar les proteines que estan a l'escuma de les que estan al liquid
residual mentre que la massa molecular o el punt isoelétric no sén criteris bons (Brissonet i
Maujean, 1993). Aquestes dades corroboren les obtingudes per Bamforth (1985) que també
observa una participacié més important de les proteines hidrofobiques que de les
hidrofiliques en escumes de cervesa. Mohan i col. (1992) per mitja de técniques
d'inmunoelectroforesi, comproven que la capacitat de formar complexes entre proteines o
amb la inclusié de polisacarids es un factor estabilitzant de I'escuma.
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Coghland i col. (1994) també afegeixen a la hidrofobicitat la capacitat d'agregar-se com un
factor estabilitzant de 'escuma en assaigs d'additius en escumes.

En un estudi utilitzant barreges d'un vi ultrafiltrat i el concentrat corresponent amb el
vi de base s'observa que els parametres de escumabilitat tenen un comportament discordant.
L'alcada maxima (HM) es veu molt afectada en cas de disminuir la quantitat de proteina
encara que fos de 1 mg/l, en canvi si s'enriqueix respecte a la concentracié inicial del vi
aquesta no augmenta el parametre HM, aquest resultat fa pensar que les bombolles formades
en els primers 40 segons sén poc estables degut als fenomens de difusié i conveccié i al
haver-hi molta coalescéncia amb una quantitat minima de proteina l'al¢ada és estable.
Aquest comportament no es produeix al analitzar I'algada en fase estacionaria (HS) i el
temps de manteniment de I'escuma (TS), on s'observa una correlacié clara entre la
concentracié de macromolécules i el valor del parametre (Malvy i col., 1994).

Aquest fenomen resta en part incomprés degut a que, a part de compostos favorables
a la formacié d'escuma, n'hi ha de desfavorables, com ara els alcohols 1 els lipids. L'alcohol
es l'agent que governa les interaccions gas-liquid i actua en la adsorci6 d'altres surfactants; a
I'addicionar lipids a un vi no s'observen diferéncies a la qualitat de I'escuma, tampoc
s'observen en solucions model amb elevada graduacié alcoholica, mentre que la mateixa
addici6 en solucions de baixa graduaci6 (2%) els lipids destrueixen l'escuma. Es conclou
que l'etanol sera capag de dissoldre els lipids allunyant-los de la interfase gas-liquid
(Dussaud i col., 1994; Robillard, 1995). Una altre explicacié podria ser l'existéncia de
proteines lligants de lipids, que ja s'han descrit en cerveseria (Clark i Wilde, 1994).

En un estudi sobre caves de la comarca del Penedeés, utilitzant el Mosalux, Andrés-
Lacueva i col. (1996) observen un comportament d’escumabilitat diferent segons la varietat
que sigui el Cava, resultats que ja havien vist Bosch i col. (1989) i Comelles i col. (1991) per
altres tecniques, aixi com una sinérgia al barrejar varies varietats viniferes; també observen
variacions durant la crianga, augmenta TS i disminueix HM; valors que concorden amb el de
Maujean i col. (1990). Una explicacié a aquest augment de I'estabilitat de 'escuma podria
ser 'augment de petits peptids amb caracter hidrofobic durant la crianga originaris del llevat,
que han observat Moreno-Arribas i col. (1996).

Unes altres molécules amb una part proteica i una glicica sén les manoproteines, que
s'alliberaran durant la crianga de l'escumds sobre el llevat, també juguen un paper en
l'augment de la estabilitzaci6é de l'escuma (Feuillat i col., 1988); també ha estat comprovada
la seva capacitat com a emulsionadors (Cameron i col., 1988). Concorden amb aquests
resultats els obtinguts per Silva (1987) Silva i col. (1990).
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La explicacié a aquest fenomen seria que les manoproteines es col-locarien amb la part
proteica a la interfase segons la seva hidrofilia i la part polisacarida al liquid augmentant la
viscositat i per tant retardant el procés de destruccié per drenatge de l'escuma (Bamforth,
1985).

6.2.3. Efectes dels tractaments enologics.

S’ha comprovat que la filtracié en condicions esterilitzants a un diametre de porus
més petit de 0,45 pm afecta als parametres de I'escuma segons estudis amb el Mosalux
(Robillard i col., 1993) i estudis de visi6 artificial (Viaux i col., 1994).

Els tractaments amb bentonita, per la seva repercussié sobre la concentracié de
proteines coneguda ja des de 1959 pels treballs de Kock i Sajak i la seva inespecificitat
(Dawes i col., 1995) jugara un paper fonamental a 1'escumabilitat. Maujean i col. (1990)
constaten un efecte negatiu dels tractaments amb carb6 vegetal decolorant més important
que la bentonita a dosis iguals sobre l'escumabilitat (HM), pero millora la estabilitat de
I'escuma (TS) mentre que la bentonita no ho fa; aquesta discrepancia es podria explicar per
I'adsorcié d'acids grassos que desestabilitzin 'escuma per part del carbé activat. També
observen que el tractament amb bentonita fet en un vi es tres vegades més desproteinitzant
que fet a un most. Un efecte molt més petit s'observa en els tractaments amb bentocaseines,

tan de disminuci6 de proteina com d'escumabilitat.

L'efecte de la soca de llevat respecte a les propietats escumants va ser estudiada per
Feuillat i col. (1988) i varen observar I’augment de col-loides totals en els vuit primers
mesos després del tiratge fins a multiplicar per tres la concentracié del vi base, aquest
augment va ser el mateix per les tres soques que es varen testar. En un treball posterior on es
comparen 14 soques de llevat, els classifiquen en: fortament, mitjanament i poc escumants;
no observen correlacié entre la quantitat de proteina cedida pel llevat i la capacitat escumant
de cada soca (Bagot i col., 1989).

Altres autors observen a nivell sensorial diferéncies segons la soca de llevat i els
adjuvants de clarificacié utilitzats a la segona fermentacio, aixi es constata que els alginats
no donen tan bon resultat com la bentonita, a part de formar un volum de sediments que
dificulten el procesament de 1'escumés (Gerbi i col. 1990).
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6.3. Efectes de les proteines sobre l'analisi organoléptic dels vins.

D'una manera general es pot dir que les macromolécules del vi influencien en la
qualitat organoleptica d'aquest. S'ha observat que els tractaments de clarificaci6, quan
s'eliminen un 30% de les macromolécules, influeixen negativament a la persisténcia
aromatica. A la vegada, l'enriquiment dels vins en macromolécules que provenen del
contacte amb els baixos fins de fermentacié tenen un efecte positiu sobre la qualitat

organoléptica del vi.

6.3.1. Efectes sobre les aromes.

Les interaccions entre les manoproteines alliberades pel llevat i les proteines naturals
del raim amb substancies aromatiques com sén la B-ionona (olor a violeta) i I'hexanoat d'etil
(olor afruitat) s'han evidenciat, sobretot en el cas de la B-ionona. Es postula que per mitja
d'interaccions per pont d'hidrogen amb els esters i sobretot hidrofobiques pels compostos
apolars com la B-ionona. S'ha vist que la major part de proteines tenen capacitat de fixacié
d'aromes mentre que els polisacarids n'augmenten la volatilitat (Voilley i col., 1990; Lubbers
i col., 1993). Altres treballs també observen una millora de I'aroma de vins conservats sobre
baixos fins de fermentacid, perd0 ho atribueixen a l'alliberament d'aminoacids ja que
comparen la quantitat d'aminoacids alliberats amb la preferéncia organoléptica (Ari'izumi i
col., 1994).

Existeix un tipus d'elaboracié de vins negres a on es raim sencer es col-loca en un
medi anaerobiotic abans de premsar i d'aquesta manera s'obtenen vins més aromatics,
aquesta elaboraci6 rep el nom de Maceracié Carbonica i es tipica de la denominacié d'origen
Beaujolais francesa o d'alguns vins joves de D.O.C. La Rioja. S'ha vist que durant aquest
periode d'anaerobiosi té lloc la sintesi de polipeptids a les cel-lules del raim, i tot i que no es
coneix encara el paper d'aquests compostos, podrien estar implicats a la formacié d'aromes i
la millora organoleptica d’aquests vins en general (Tesniere i col., 1994).

6.3.2. Efectes sobre el gust,

El gust dol¢ d'algunes proteines ha estat esbrinades en proteines presents a fruites de
1'arbust africd Thaumatococcus danielli, d'on s'ha aillat la thaumatina I i s'ha visualitzat el
seu funcionament (Edens i col., 1982; Suami i col., 1997). Waters i col. (1996) han observat
que almenys una proteina del vi té una seqiiencia homologa a la thaumatina i per tant es

possible que la seva preséncia permeti correlacionar-se amb el gust dolg.
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1. Estudi del métode de separacioé i quantificacio.

Per la separacié de la mostra primer es va estudiar la composicié d’aquesta en varis
vins segons la técnica més poderosa de la que es disposava: I’electroforesi, separant segons
el pes molecular (SDS-PAGE) o segons el punt isoeléctric (IEF). Els resultats es veuen a la

figuraldQ.

SDS-PAGE IEF
kDa Origen pH

94
67
43
30
20,1
14,4

St PMX StPnC St St PnCXMP

Figura 10: Electroforesi de mostres de vi per caracteritzacio previa. St sén els estandards,
Les mostres coincideixen amb les inicials de cada varietat, excepte el Pinot noir que és Pn.

Els resultats que s'obtenen per SDS-PAGE dels vins de les cinc varietats viniferes
estudiades (figura 10) donen resultats molt semblants, amb la preséncia d'una banda discreta
de 60 kDa i una banda gruixuda entre 20 i 30 kDa, que a vegades en dvideix en varies.

Les dades que es troben pels nostres vins coincideixen amb els de la bibliografia.
Hsu i Heatherbell (1987a; b) troben resultats semblants als nostres perd al treballar amb
Gewlirztraminer, una varietat amb més quantitat de proteina, tenen més bandes, perd amb
una distribucié semblant. També concorda amb les dades de Waters i col. (1990), que troba
una proteina a 63 kDa i varies entre 20 i 35 kDa, per un Moscatell. Paetzold i col. (1991), en
un estudi amb la varietat vinifera Sauvignon, observen una distribucié igual a la nostra, amb
una fraccié a 60 kDa i un conjunt de bandes entre 18 i 30 kDa. Dubourdieu i col. (1986) amb
la mateixa varietat separen per HPLC una fraccié a més de 70 kDa que nosaltres no trobem,
pero la resta coincideix; amb una proteina a 66 kDa que es minoritaria, i dos pics majoritaris
a25129kDa.

Autors que analitzen les mateixes varietats viniferes que les seguides en el nostre
treball observen resultats semblants. Brissonet i Maujen (1993) confirmat després per
Marchal i col. (1996) troben bandes entre 10 i 60 kDa amb la majoria entre 20 i 30 kDa en
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vins de Chardonnay. Berthier i col. (1996) troben resultats semblants per Pinot noir, a la
vegada que observa la seva estabilitat davant d'enzims proteasics. Correa i col. (1988)
estudien les proteines de mostos de Macabeu i troben una distribucié molecular entre 16 i 30
kDa; en un treball posterior Gonzdlez-Lara i col. (1989) troben un perfil molt semblant al
nostre, amb una banda a 70 kDa que representa el 6% del total, la resta en tres bandes de 35,
29 i 23 kDa que representen el 6, 63 i 24% respectivament de la proteina total segons una
analisi per densitometria del gel. En un treball posterior Correa-Gorospe i col. (1991)
analitzen els perfils proteics de Macabeu, Xarel-lo i Parellada. En les tres varietats el 90% de
les proteines estaven entre 20 i 39 kDa i la resta entre 60-70 kDa. En les mateixes varietats
Pueyo i col. (1993) troben que les bandes més intenses estan entre 25 i 35 kDa.

Pel que fa a I’isoelectroenfocament, tal com es pot veure a la figura 10, totes les
bandes estan a la franja més acida, amb predomini de bandes entre 3 i 4,5; tanmateix no hi
ha diferéncies en funcié de la varietat vinifera. Les dades que s’han obtingut en aquest treball
son plenament concordants amb la bibliografia per les varietats estudiades (Hsu i
Heatherbell, 1987a; b; Moio i Addeo, 1989; Polo i col., 1990; Paetzold i col., 1991), amb la
majoria de les bandes a la zona més acida, entre pH 2,5 i1 5,5. Aquestes mateixes dades es
troben en vins de les varietats viniferes estudiades en aquest treball com Chardonnay i Pinot
noir (Brissonnet i Maujean, 1991; Marchal i col., 1996; Berthier i col., 1996) o en les
varietats autoctones Macabeu, Xarel.lo i Parellada (Gonzélez-Lara i col., 1989; Gorospe i
col., 1991; Pueyo i col., 1993; Dizy, 1993).

_ = T
l | Presa de mostra |, A
— > H 5009 rpm" > lg — > Sobrenadant )
¥  Centrifugaci6 Preparacié
e° : J - de la
= .. mostra
(e Determinacié L 1
Liofilizaci6 -—— | 4o proteines | < Dialisi
(Bradford) ‘
50-100 pg proteina/punxada Resultnts
€PLC de exclusia GPLC de bescanvi ) Separaci6
molecular cationic de la
mostra
Liofilizaci6

Figura 11: Esquema de separaci6 proposat.
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Com es pot observar aquestes técniques sén semiquantitatives, requereixen un bon
tractament de la imatge i estan molt subjectes a la manipulacié de la mostra, dilucions, etc....
A banda, aquestes teécniques no permeten recollir les fraccions separades per posteriors
assaigs. Amb el precedent d’aquests resultats es va buscar una sistematica de separacié amb
un equipament de FPLC; que permetia una bona resolucid, el fraccionament i recuperacié de
les fraccions. A la vegada es volia trobar un bon metode per quantificar, sense les
variabilitats que es troben per la electroforesi i minimitzant la preparacié de la mostra.
L’esquema de separaci6 que es va aplicar fou el descrit a la figura 11. En aquest metode es
fa una determinacié de proteina total a la mostra dialitzada, es liofilitza i es separa la mostra

per dos criteris amb cromatografia liquida de proteines: massa molecular i carrega eléctrica.

Abans d'aplicar aquest metode de separacidé de les proteines a experiments es va
comprovar la validesa i repetibilitat del meétode per una serie d'estudis individals de cada

part del procés.

1.1. Estudi del metode de determinacié de proteines.

En estudis previs s’havien rebutjat altres métodes com el Lowry (Lowry i col., 1951)
per manca de sensibilitat (Lamadon, 1989; Brissonnet i Maujean, 1991), a més a la
bibliografia estan descrits interferéncies deguts als compostos fenolics (Lowry i col., 1951).

Es va optar pel meétode de Bradford per la gran sensibilitat (1pg/ml), rapidesa del
meétode i poc volum de mostra necessari, que permetia fer cada analisi per triplicat sense
consumir massa mostra. La mostra es prenia després de la dialisi i abans de liofilitzar. El
temps de reaccié va ésser de 30 a 45 minuts, tot i que Murphey i col. (1989a) aconsellen 55
minuts. Aquests mateixos autors també observen diferéncies entre la reactivitat segons la
varietat. En els nostres assaigs no s'ha trobat diferéncies entre la lectura a 30 i 60 minuts,
coincidint amb les dades de Vecchi i Brenna (1990).

Els resultats que s'obtenen pels vins estudiats estan en concordancia amb els de la
bibliografia, amb dades al voltant dels 5 a 10 mg/l en vins no estabilitzats (en rama).

També és va fer un estudi de la linealitat de I'analisi per addicié d'un patré intern
d'albimina de sérum bovi en diferents quantitats. Les dades de la figura 12 estan fetes per
triplicat i els errors de les barres corresponen a la desviaci6 estandard. En I'ajust per minims

quadrats es recupera un 89,4% de la mostra afegida.
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Figura 12: Recuperacié de diferents addicions de BSA a una mostra de
vi segons el metode de Bradford amb dialisi prévia.

Sembla que el vi tingui la capacitat de fer disminuir 3 mg/l d'albimina de sérum bovi
addicionada en totes les mostres, potser degut a I’adsorcid en el sac de dialisi. Tanmateix el

meétode és lineal amb un bon coeficient de correlacid.

1.2. Estudi de la dialisi.

Per comprovar la repetibilitat de la dialisi és va omplir cinc sacs de dialisi amb 15 ml
d'un vi. Després de 72 hores de dialitzar contra aigua desionitzada es va recollir la mostra,

mesurant per pesada l'increment de volum, que és el métode utilitzat en tot el treball.

Pes després Concentracié | Concentraci6é en
dialisi (g) | dialitzat (ug/ml) | el vi (ug/ml)
18,8 8,3+0,4 10,4 +0,5
17,6 7,7+0,4 9,1+0,3
18,7 7,8+0,3 9,7+0,4
17,7 7,7+0,4 9,2+0,4
17,8 7,7+0,4 9,1+0,4

Taula 5: Estudi de la dialisi. Les dades de concentracié sén la
mitjana de quatre mostres * la desviacié estandard.

Els resultats donen una mitjana de 9,5 + 0,6 (error estandard), que sén
significativament iguals al fer el tractament estadistic de 1'analisi de la varianga.
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1.3. Separacid per exclusié molecular.

Caracteritzacio de la separacio.

Una vegada la mostra estava liofilitzada en un eppendorf es resuspén en un volum de
tamp6 acetat amonic 0,3 M. El volum de resuspensi6é depen de la concentracié proteica de la
mostra, des de 3 ml en el cas dels mostos a la maduracié fins a 0,3 ml en el cas de la
Parellada a l'estadi vi en rama. El perfil de la separacid, monitoritzant 1'absorbéncia a 280
nm, que s'obtenia era tal com es pot veure a la figura 13. S'obtenen quatre pics caracteristics

i aplicant la recta de calibrat es veien les seves masses moleculars (taula 6).

Per la caracteritzaci6 de cada fraccié el primer que es va fer fou la resposta al blau
brillant de Coomassie G-250 amb el reactiu de Bradford. Es van punxar 50 pul de mostra i es
recolliren els pics en quatre fraccions, una vegada liofilitzades es resuspenen en 600 i
d'aigua bidestil.lada i 150 pl de reactiu de Bradford, llegint al cap de 30 minuts. Tal com era
de suposar per les dades de pes molecular comparades amb les de la bibliografia, les
fraccions amb volum de retencié 1,14 i 1,47 varen ser els que donaren positiu en aquest

analisi, mentre que els altres dos varen donar negatiu.

. 1,85
S OOt | S
: 1,47
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Figura 13: Filtraci6 per exclusié molecular amb la columna Superdex-75.
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volum comengament | acabament | pes molecular | rang de pesos
retencié (ml) | del pic (ml) | del pic (ml) (kDa) moleculars (kDa)
0,91 0,8 1,03 129,5 > 82,1
1,14 1,03 1,32 82,1 82,1-27,3
1,47 1,32 1,62 15,4 27,3-8,7
1,85 1,62 2,71 3,6 <8,7

Taula 6: pesos moleculars dels pics que es separen per cromatografia d'exclusié

amb la columna Superdex-75.

A la fraccié d'exclusi6 (0,91 ml) era de suposar trobar-hi sobretot polisacarids, ja que
sén col.loides d'alt pes molecular (Dubourdieu i col., 1981; Marti i De La Torre, 1989;
Brillouet i col., 1989). Per comprovar-ho es va fer la determinacié dels glicids totals per una
modificacié del meétode de Dubois i col. (1956) descrita a l'apartat 2.4.

La determinacid es realitza per triplicat en fraccions de 0,25 ml recollides a partir del
volum d'exclusié (0,8 ml); a la figura 14 es representa la separacié per exclusié molecular i
en diagrama de barres superposat els sucres totals de cada fracci6 i la desviaci6 estandard de

la mesura de tres separacions.

0,6 - T L 1,5
g c
= 0.4 - >
g s - 1 §
<
= 5
0,2 4 \ - 0,5
T.\,r-rf"/\\\\Kq__‘—_q__-.—h___*___
0.0 T - T T 0
0,0 0,5 1,0 1.5 2,0 2,5 3,0 3,5
* Volum (ml)
Injeccié

Figura 14: fraccionament per exclusi6é molecular i sucres totals.
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Les fraccions amb més contingut en sucres totals eren les d'alt pes molecular, en el
pic d'exclusid. Les fraccions que corresponien al pic dos i tres sén més petites, perod també

contenien sucres.

L'dltim pic es va observar que variava molt el seu volum d'elucié i area per diferents
mostres. Tot i que la mostra estava dialitzada i, per tant no podia haver-hi substancies de
baix pes molecular, aquest pic corresponia a una massa moleculars més petita de 11 kDa,
que era la grandaria de tall de la membrana de cel.lulosa utilitzada per la dialisi. L'aparici6

d'aquest pic generava dues hipotesis:

a. Degradacié de les proteines de la mostra en peptids més petits. Aquesta hipotesi s'havia
de provar pero era bastant improvable ja que la degradacé de les proteines del vi es molt
dificil, tal com descriu (Waters i col., 1996) aixi com a la proteolisi per possibles
proteases presents o addicionades a la mostra (Waters i col., 1990; Ledoux i col., 1992a)

b. La possibilitat que durant la dialisi no s'hagués eliminat compostos de baix pes
molecular, com ara compostos fenolics, que quedessin units a les proteines per
interaccions electrostatiques o hidrofobiques. Al fer la separacié per exclusié molecular
a pH aproximat de 8 i alta forca idnica (300 mM) respecte a la que es pot trobar
normalment en el vi (aproximadament 100 mM), aquests compostos es separarien de les
proteines, més hidrofiliques que els compostos fenolics i s'eluirien més tard; també els
compostos fenodlics més hidrofobics podrien tenir elucions molt retrasades degut a

interaccions amb la matriu, tot i que el fabricant de la columna diu que no n'hi ha.

Per verificar la hipotesi a es va fer una electroforesi (SDS-PAGE) amb gels High
Density® i tincié de plata (figura 15).

Figura 15: Electroforesi en gel High Density. La
simbologia és la mateixa que a la figura 10.
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Aquests gels estan optimitzats per la separaci6 de petits peptids fins a 1000 Da. Es va
aplicar la mostra i no es va veure cap banda al rang de menys de 8 kDa. D'altra banda es
podia pensar que no serien peptids doncs les proteines del vi estan habituades al medi acid i
a la preséncia d'un agent desnaturalitzant com €s I'etanol, pel que la degradacié es dificil.

Per verificar la hipOtesi b es va monitoritzar 1'absorbéncia a 320 nm paralel.lament a
la 280 nm. Somers i Ziemelis (1972) donen la longitud d'ona 230 nm com a caracteristica
per detectar els acids fendlics. Tal com es veu a la figura 16 el pic amb volum d'elucié 1,85
ml absorbeix a les dues longituds d'ona, confirmant el fet que les proteines tenen adherits
compostos fenodlics no sols al precipitar-les (Correa i Polo, 1991) sind també al dialitzar.
Aquests compostos es separarien en un medi més basic i d'alta for¢a ionica.

Posteriors assaigs amb substancies fendliques que es troben en mostos i vins, com la
catequina i I'acid galic, varen donar volums d'elucié molt alts respecte a molécules petites
com l'aigua, que es detectava per conductivitat. A tall d'exemple per 1'acid galic el volum
d'elucié era de 3,54 ml. Aixo fa pensaf que els pics que s'eluien després del pic 3 siguin
substancies de la familia dels compostos fenolics amb interaccions inespecifiques amb la
columna que fan retrassar la seva elucié respecte la seva massa molecular.

1 é 320 nm
R I 280 nm
0,75 - !
.g F1 F4
8
£ :
S 0,5 v
: |
0,25 ' 1\\
0 4
1 1 | 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
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Figura 16: Separacié per exclusié molecular monitoritzant a 280 i 320 nm.
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Per acabar de completar la nostra hipotesi de separacié es va realitzar una
electroforesi SDS-PAGE amb tincié de plata de les quatre fraccions que es separen a la
figura 16. Per aquest métode varem conseguir identificar a quina fraccié hi havia proteina i
el seu pes molecular per comparacié amb els estandards. La figura 17 mostra aquesta la
placa d'electroforesi i verifica que sols els pics 2 i 3 corresponien a proteines; en el cas de la
fraccié F2 correspon a una banda de 60 kDa mentre que la F3 correspon a una taca, que no

s'aprecia com a una sola banda, i molt més intensa, de pes molecular entre 20 i 30 kDa.

SDS-PAGE
kDa Origen

94
67
43
30
20,1
14,4 |

St vi F1F2F3F4

Figura 17: Electroforesi de les quatre fraccions separades per
exclusié molecular. St sén els estandards de massa molecular, vi €s
la mostra de vi concentrada i Fi sén les fraccions.

Repetibilitat

Per observar la repetibilitat d'aquesta separacié es va punxar 50 pl d'una mostra de
Pinot noir a I'estadi de vi en rama cinc vegades, monitoritzant la separacié a 280 i 320 nm.
Els resultats es varen comparar estadisticament i no es varen trobar diferéncies
significatives, tal com es reflexa a la taula 7.

volum elucié | areamitjana | Error estandard de
(ml)  |(ml:mUA 280 nm)| les cinc mesures |
fraccié F1 0,91 24 2 (8%)
fraccié F2 1,13-1,14 62 3 (4,8%)
fraccio F3 1,45-1,47 122 3 (2,5%)
fraccié F4 1,84-1,85 205 19 (9,2%)

Taula 7: estudi de la repetibilitat de la separacid per exclusié molecular.
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1.4. Separacid per bescanvi catidnic.

Per la separacié de les fraccions proteiques obtingudes per exclusié molecular s'ha
d'eliminar el tampé d'elucid, doncs per la seva forca idnica impediria que s'enganxés a la
columna de bescanvi ionic. La manera escollida ha estat la liofilitzacié per la seva rapidesa,
economia i capacitat de processar moltes mostres alhora. L'tinica limitacié de la liofilitzacié
es la necessaria volatilitat del tampé utilitzat en la primera separacid, factor que va influir a
l'eleccié de l'acetat amonic com a eluient. En canvi, per l'eleccié de 1'eluient del bescanvi
ionic va influir la transparéncia a 230 nm i el pH. L'eleccié del pH va venir derivada de les
instruccions del fabricant de la columna que aconsellava mantenir un pH almenys una unitat
inferior o superior al pl de la proteina. Es varen fer proves de bescanvi anidonic amb una
columna Mono Q® i els resultats foren desencisadors, com s'ha vist a la bibliografia
(Dorrestein i col., 1995). Segons diversos autors (Hsu i Heatherbell, 1987a; Correa i col.,
1988; Gorospe i col., 1991; Dawes i col., 1995) els pI de les proteines del vi estan a la franja
acida, entre 3 i 5 majoritariament. Tenint en compte aquestes dades i l'isoelectroenfocament
realitzat a les nostres mostres (figura 10) es va decidir treballar a pH 2, tot i que era el 1imit
de treball de la columna. Per conseguir pH 2 es va seleccionar un tampd inicial d'acid acétic
50 mM acidificat al pH escollit amb acid clorhidric al 10% (v/v). La separacié es va fer amb

un gradient del mateix tampé amb 1M de clorur sddic.
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Figura 18: Cromatograma tipic de la fraccié F2 al separar per bescanvi cationic.
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La separaci6 de la fracci6 F2 per bescanvi cationic tenia un perfil tipic amb un pic al
punxar la mostra i un altre a un volum de 2 a 2,5 ml (figura 18). En alguns casos apareixien
petits pics atribuibles a contaminacions de la fraccié F3, ja que els volums d'elucié
coincidien amb aquells.

Per comprovar la composicié proteica de les fraccions f1 i f2 es va fer una
electroforesi (SDS-PAGE) junt a la F2, observant que la f1 no presenta cap banda a la
tincié per nitrat de plata i la f2 correspon a la proteina de 60 kDa trobada originariament
en el vi (figura 19). La composicié de la fl1 no va ser estudiada, perd es pot deduir la
preséncia de polisacarids, ja detectats a la separacié per tall molecular.

SDS-PAGE

St f1 f2

Figura 19: SDS-PAGE de les fraccions
obtingudes per bescanvi cationic de la F2.

Al fraccionament del pic F3 per bescanvi cationic s'obtenen un nombre variable de
pics, junt amb una fracci6 que no s'enganxa a la columna. Per identificar els pics es varen fer
servir dues técniques: la determinaci6 de la proteina total segons el metode de Bradford i la
electroforesi (SDS-PAGE). Per ilustrar aquesta separacié a la figura 20 es presenta el
cromatograma corresponent al fraccionament de la mostra Pinot noir en estadi vi en rama.
Es varen fer dues separacions per obtenir suficient mostra per cada determinacié de proteina.
En aquestes separacions es col.lectaren fraccions de 0,25 ml cada vegada. A fi i efecte de
comparar l'absorbéncia a 230 nm amb les dades de proteina obtingudes amb el reactiu de
Bradford, el mateix programari de I'equip de FPLC permet sumar les absorbéncies a 230 nm
dels cromatogrames i obtenir una representacié per histogrames de I'absorbéncia per les

mateixes fraccions.
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Figura 20: Separacié de la fraccié F3 per bescanvi cationic. El diagrama de barres
superposat correspon a 'histograma de l'area dels pics detectats a 230 nm.

A les fraccions de 0,5 ml (per la suma dels dos runs) es va addicionar el reactiu de
Bradford i revelar el contingut proteic per l'absorbéncia a 595 nm. Aquestes dades es
compararen amb els histogrames corresponents a I'absorbéncia a 230 nm (figura 21) i es pot
veure que la fraccié que no s'enganxa a la columna no sén proteines segons la determinacié
de Bradford.També s'observa una irregular reactivitat entre les diferents fraccions, que es
podria relacionar amb la composicié aminoacidica. Tanmateix Waters i col. (1991) observen
que el reactiu de Bradford reacciona d'una manera irregular amb les diferents proteines del

vi, en comparacié amb la determinacid per hidrolisi proteica i suma d'aminoacids.
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Bradford Absorbéncia a 595 nm

- UA 230 nm
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Figura 21: comparacid per diagrama de barres entre 1'absorbéncia a 230 nm i el
micrometode de Bradford.

Per verificar l'existéncia de proteina en tots els pics es va decidir utilitzar la
electroforesi amb tincié de nitrat de plata. Per aquesta tinci6 es va fer una altre separacié de
la fraccié F3 per bescanvi cationic recollint en fraccions els pics detectats.
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Figura 22: Recollida de fraccions de la F3 per posterior electroforesi.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS

Joan Miquel Canals Bosch
DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

96 Resultats i discussié

Es varen separar 6 fraccions (figura 22), que es concentraren per evaporacié a 25°C i,
tal com es veu a la figura 23, tots corresponien a proteines a excepcié de la primera fraccio.
A la separacié per massa molecular es veuen totes les proteines dins el rang abans descrit de
201 30 kDa.

kDa

St £l £2 £3 £4 £5£6

Figura 23: electroforesi (SDS-PAGE) de les
fraccions recollides al cromatograma de la
figura 22.

Repetibilitat de la separacio

La repetibilitat d'aquest metode es va fer amb tampons amb la mateixa composicié
pero preparats diferents dies i amb diverses fraccions F3 de la mateixa mostra d'origen, en
aquest cas Chardonnay vi en rama. En aquest cas els errors sén més grans degut a que
s'arrossega l'error de la separacié per exclusié molecular. Les dades es donen en percentatge
degut a les perdues de mostra després de tot el procés d'obtencié de la F3.

volum eluci6 | % area mitjana | Error estandard de
relatiu (ml) |(ml-mUA 230 nm)| les cinc mesures
fracci6 F1 1,55-1,57 18,2 0,7 ((3,8%)
fraccio F2 1,65-1,7 35,0 05 (1,5%)
fraccié F3 1,77-1,83 9,9 1,3  (13%)
fraccio F4 1,81-1,89 13,2 1,2 (9,1%)
fraccio F5 2,30-2,38 12,4 1,5 (12,1%)
fraccio F6 2,85-2,95 11,3 1,2 (10,6%)

Taula 8: Analisi estadistica de la separacié per bescanvi cationic.
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1.5. Metodologia de quantificacid.

La figura 24 resumeix l'esquema de treball per obtenir les dades de quantificacié de

les proteines de most i vi. En

aquest treball shan aplicat dos métodes de calcul de la

concentracid proteica en funcié de la concentracié de la mostra. Les mostres de la collita 95,

que han estat les mostres de vinificaci6 i les de fermentacié en barrica, s'ha seguit el métode

de calcul a, mentre que per les mostres del seguiment de la maduracié de la collita 96 s'ha

emprat el metode b.

[T Dades utilitzades
per quantificacid.

sm

E: Presa de mostra I 5000 rpm IJ

ol =z i

' - Sobrenadant
Doble Dialisi
Liofilizacié
o—g & Determinaci6 de protéfhes (Bvra‘ldford{‘)h\:

12000 rpm  FpPLC de exclusié ) 50- ¥

Resupensié i 50-100 pg proteina/punxada

(0,3-3 ml tampd)

Pic 2 (60 kDa) Pic 3 (20-30 kDa)
AreaF2 - AreaF3
J ~<—— Liofilizaci6 —>
FPLC de bescanvi FPLC de bescanvi
catidnic catidnic

Un sol pic Varis pics f(varietat v.)
Area f; Areaf;

Figura 24: Esquema de treball per lla separacié i quantificacio.

Abans de comentar els metodes cal descriure el procés de separacié: una vegada
liofilitzada la mostra es concentrava de manera que apliquéssim a la columna Superdex-75
de 50 a 100 pug de proteina, segons les dades de concentracié de proteina. La dada de la

concentracié i el volum punxat s'ha de tenir en compte a I'hora de fer els calculs. A la

separacié per exclusié molecular les proteines es concentren en dos pics. Les arees d'aquests
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dos pics (F2 i F3) s6n també dades que s'utilitzen pel calcul. A la separacié per bescanvi
cationic s'obtenen un altre grup de dades (fj i fj) que també s'empraran pel calcul.

a. Aquest meétode de calcul del pes de cada fraccié aillada es basa en aplicar els
percentatges de cada area a la concentracié trobada a la determinacié de proteines pel
métode de Bradford. D'aquesta manera s'obté una concentracié per F2 i F3 proporcional
a la seva area. Aquest métode no utilitza les dades del bescanvi cationic de la fraccié F2
ja que en tots els casos aquesta fraccid correspon a una sola proteina. En el cas de la F3
s'obté un nombre variable de pics (fj), que sembla funcié de la varietat. Per determinar
les concentracions d'aquests pics s'assumeix una resposta igual per tots a 230 nm i es
torna a fer una assignacié percentual de l'area de cada pic sobre la concentracié

calculada per F3.

Aquest sistemna de quantificacié s'ha emprat per resoldre els problemes de pérdua de
mostra al llarg del procés analitic. Degut a la baixa concentracié de proteines, una petita
pérdua o error es magnifica en el cas de utilitzar un calibrat extern. Una solucié a aquest
problema podria ser utilitzar un patrd intern, perd degut a la poca resolucié i la natura de

la mostra no varem trobar una substancia que fes aquesta funcié.

b. L'altre metode de quantificacié consisteix en utilitzar un calibrat en el bescanvi cationic
amb una proteina que doni un pic ben resolt. En aquest treball utilitzarem el
quimiotripsinogen A i varem referir els resultats a mg/l d'aquesta proteina. Les dades per
obtenir els resultats foren les arees de fj i fj i es va prescindir de les dades de la exclusi6
molecular i sense la quantificacié de la proteina total pel metode de Bradford.

La utilitzacié del sistema de calcul per patré extern es va utilitzar a la maduracié
donat que la mostra de partida tenia una concentracié proteica més elevada, aixo
implicava concentrar menys la mostra per aplicar els 50-100 pg de proteina per injeccio i

per tant els errors a la manipulacié eren més petits.
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1.6. Conclusions del capitol 1.

1.

La separaci6 de les proteines del vi mitjangant exclusié molecular dona lloc a dos pics
(de 60 i 30 kDa) que corresponen exactament a les bandes obtingudes per PAGE-SDS.

La separaci6 per bescanvi cationic del pic 2 dona lloc en tots els casos a un sol pic, el
que confirma que es tracta d'una sola proteina de 60 kDa de massa molecular.

A la separacid per bescanvi catidonic del pic 3 s'obtenen un nombre variable de pics
segons la varietat vinifera, el que confirma que es tracta d'un conjunt heterogeni de
proteines de massa molecular semblant i diferent carrega eléctrica.

Aquest metode presenta l'avantatge respecte les tecniques electroforétiques d'una més
elevada precisi6 i repetibilitat. A més, permet recuperar la mostra fraccionada per
posteriors analisis.
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Resultats i discussio. Capitol 2.
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2. Elaboracio dels vins base per escumosgs.

En aquest capitol es presenten els resultats de l'estudi de l'evolucié dels perfils
proteics al llarg d'una vinificacié de vi base per escumos. Les zones més importants del mén
productores dels vins escumosos naturals segons la metodologia tradicional o métode
xamanyes sén la Champagne i la regié del Cava. Les varietats escollides varen ser les
principals varietats d'aquestes zones: Pinot noir, Chardonnay, Macabeu, Xarel-lo i Parellada.
Tal com es senyalava en l'apartat 1.4 dels materials i meétodes el mostreig es va realitzar just
després del premsat, que correspon a la mostra 1. La mostra 2 es va agafar després del
desfangament, es a dir, de I'eliminacié dels solids en suspensié. La mostra 3 correspon al vi
en rama i es va prendre al final de la fermentacié. Al final del procés de condicionament del

vi base, amb vi estabilitzat abans del tiratge es va prendre la mostra 4.

La justificacié d'aquesta presa de mostres esta en els parametres fonamentals de la
vinificacié que influeixen en la concentracié de proteines, tal com s'ha vist a la introduccié.
Aquests son el desfangament, la fermentaci6 i I'estabilitzacié. Es pot trobar a faltar una
mostra més dins de la fase d'estabilitzacid, que compren clarificacié i tractament pel fred;
perd en un estudi global com aquest s'ha volgut veure més una evolucid al llarg de tota la

vinificaci6 que no pas l'efecte d'un tractament especific.

2.1. Caracteristiques dels vins.

Eleccié de la data de verema

Per I'elecci6 de la data de verema es varen fer controls de maduracié (figures 21 a
25) per determinar el moment optim de verema i l'evolucié posterior del gra. Per un
seguiment global de la maduracid es varen deixar alguns ceps de cada varietat vinifera sense
collir, dels quals es prenia la mostra. Es varen seguir el grau alcoholic provable, 'acidesa

total i el pes de 100 grans.

En alguns grafics de maduracié s'observa el fenomen conegut com a sobremaduracié
(Ribéreau-Gayon i col., 1976). Aquest consisteix en un augment de la concentracié de sucres
i acids per una deshidratacié de la baia, amb la disminucié del pes de 100 grans
corresponent. El comportament més extrany €s el de la Parellada, varietat vinifera a la que
l'evolucié del volum del gra no segueix la mateixa seqiiéncia que les anteriors. En aquesta
varietat es produeix un augment brusc del volum del gra; aix0 pot ser atribuible a les pluges
(3 V/m2) del dia 25 de setembre, encara que també poden ser dades erratiques degudes al
volum de gra tan elevat. Aquest fenomen no va afectar als vins elaborats ja que es va
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A la taula 9 es resumeixen les dades de verema, es pot comprobar que el conjunt de

la verema estd una mica més verd (menys grau i més acidesa) que la mostra agafada pel

control de maduracid.

Pinot noir | Chardonnay | Macabeu | Xarel-lo | Parellada
Data verema (dia/mes) 14/8 16/8 8/9 15/9 25/9
Grau provable (% alc. v/v) 10,9 +03| 108+03 |9,1+0,1]99+0,1] 8,3%£0,1
Acidesa total (g TH/1) 87+0,2 | 82+02 |64+04] 75+0,1] 4,5+0,1

Taula 9: Dades de verema de les cinc varietats. Els valors corresponen a la mitja de les tres

mostres amb la desviacié estandard.
Caracteristiques dels vins.

En els vins no es van caracteritzar massa parametres, ja que no eren objecte de
I'estudi. Els analisis realitzats varen ésser els minims per garantir la qualitat dels vins; es
mesuraren al final de la fermentacid, els sucres totals, el grau alcohdlic adquirit, el didoxid de
sofre total i Iliure. En el vi estabilitzat l'acidesa volatil i el didxid de sofre total i lliure.

Aquestes dades reflexen a la taula 10.

Pinot noir | Chardonnay | Macabeu Xarello | Parellada
Sucres totals (g/1) 1,9+0,1 1,8+0,2 1,2+0,1 1,5+0,1 1,1+0,2
Grau alcoholic (% alc. 10,70 = 10,58 + 10,30 + 10,25 + 945+
v/v) 0,20 0,10 0,20 0,15 0,10
Dioxid de sofre lliure 10+2 125 9+2 16+3 10+£3
final(mg/1)
Dioxid de sofre total| 132*14 126 £5 11911 156 £7 124 £9
final (mg/l)
Acidesa volatil real (g| 0,33+0,05| 0,40£0,2 |0,30+0,03| 0,36+0,03| 0,39+
acid acetic/l) 0,05

Taula 10: caracteritzacié dels vins. Mitja de tres vinificacions + desviaci6 estandard.

Cal fer esment que les dades de dioxid de sofre total potser sén una mica elevades
per l'elaboracié de vins escumosos, doncs el maxim admés sén 170 mg/l. Aixo es degut a la
major aireacié en l'elaboracié en microvinificacions. Una altre dada que pot sobtar és
l'augment de grau alcoholic entre el most i el vi en el Macabeu i Parellada; en ambdos casos
es va addicionar sucre, operacié coneguda com xaptalitzacid, per obtenir graus alcoholics
d'acord a les condicions normals de vinificacié. Aquesta operacié es fa habitualment en
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Chardonnay
Premsat A A A A A
| Desfangament B A B B B
Vi en rama { C B o C C
‘Estabilitzat D C D D D

Taula 11: Diferéncies entre els diferents estadis de vinificaci per cada varietat vinifera. El

canvi de lletra implica diferéncia significativa (p < 0,05).

Una vegada trets els solids per mitja del desfangament es veu una disminucié
significativa de la proteina total a excepcié del Chardonnay i de la Parellada. En el
Chardonnay s'observa una disminucié perd no és significativa, mentre que la Parellada te un
augment de concentracié inexplicable segons la bibliografia. Les disminucions en les 3
varietats restants tampoc tenen una correlacid, ja que mentre el pinot disminueix un 44%, el
Macabeu ho fa en un 18% i el Xarel-lo en un 30%. La disminucié més important és la del
Pinot noir, aquesta pot venir afectada per la utilitzacié de carbé actiu, un adsorbent de
substancies colorants que podria adsorvir proteines del most (Jackson, 1994). Tot i aixo la
hipdtesi més solida és la disminucié per reaccié amb tanins del most degut a la preséncia
d’una major concentracié de polifenols al ésser una varietat amb color (Glories, 1978).

A la bibliografia no s'especifica si les concentracions obtingudes pel most s6n abans
o després del desfangament, mentre que es veu en aquest treball una disminucié significativa
excepte en el Chardonnay i Parellada. Aquesta disminucié es pot explicar per l'acci6 de
proteases lligades a les parts solides del raim (Fleet, 1994) i també per la reaccié amb els
polifenols tal com es veu en el Pinot noir. Per mostos de Chardonnay s'observen
concentracions més elevades que les d'aquest treball (Feuillat i col., 1995). En les varietats
autdctones Gonzalez-Lara i col. (1989) troba valors concordants en Macabeu; Pueyo i col.
(1993) també coincideix en els valors de mostos de Macabeu, Xarel-lo i Parellada. En canvi,
en estudis de Correa i col. (1988) i de Correa-Gorospe i col. (1991) es troben valors molt

baixos per Macabeu i Xarello.

Després de la fermentacié es constata una disminucié significativa en totes les
varietats, fenomen descrit a la bibliografia (Hsu i Heatherbell, 1987a; Murphey i col., 1989b;
Dizy, 1993). La disminuci6 es diferent en totes les varietats viniferes i no te cap relacié amb
la concentracié proteica, aquesta dada I'han observat diferents autors amb valors des d'un
25% en el cas de Chardonnay fins a un 45% en Pinot noir (Santoro, 1995); Lamikanra i
Inyang (1988) observen una disminucié d'un 60% en Muscat. En el nostre treball les
concentracions de proteina totals en aquest estadi es troben en un rang més estret: de 4,6 a
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8,2 mg ASB/I. La fermentacid, provablement degut a la preséncia d'etanol com a agent
desnaturalitzant, té una funcié nivelladora de concentracié entre totes les varietats viniferes.

Una vegada el vi esta estabilitzat les concentracions de proteina estan entre 0,2 i 3,2
mg ASB/1. El Xarel-lo és la varietat vinifera amb més contigut proteic mentre que la
Parellada és la que té el contingut més baix. Aixi no hi ha una correlacié entre el contingut
proteic en el most i el vi estabilitzat. Dizy (1993) observa en vins de la varietat Malvar que
el vi estabilitzat t€ un 75% de proteina respecte el most. En aquest treball aquest percentatge
és d'un 10% de mitjana, oscil-lant entre un 2% per la Parellada i un 20% pel Xarel-lo.

Per la varietat Pinot noir Yokotsuka i col. (1994) troba 77 mg ASB/], valor molt més
alt que el nostre tot i que no especifica si el vi esta estabilitzat. Pel Chardonnay no hi ha
acord entre diferents autors, doncs Bayly i Berg (1967), Lubbers i col. (1995) o Feuillat i
col. (1995) troben valors molt alts, d'entre 50 i 100 mg ASB/I si bé utilitzen metodes
diferents com la reaccié del Biuret, l'assaig de Lowry o el Bradford directe. Altres treballs,
com els de Brissonnet i Maujean (1991), Malvy i col. (1994) o Marchal i col. (1996) troben
valors de concentracié del mateix ordre que els nostres. Per les varietats autdctones de vins
base per Cava estabilitzats, els resultats sén diversos; en un article de Correa-Gorospe
(1991) troben concentracions de 1,6 a 1,8 mg ASB/I, coincidint amb les del nostre treball.
Pueyo i col. (1993) troben concentracions més elevades (de 6 a 16 mg ASB/l); tanmateix
aquests autors no dialitzen la mostra al deteminar la proteina total, pel que aquestes dades

podrien estar sobrestimades per interferéncies amb polifenols.

2.3. Evolucid de les fraccions separades per exclusié molecular.

Com s'ha vist en el capitol 1 I'exclusié molecular permet separar les proteines dels
vins i mostos en dues fraccions: una fracci6 de pes molecular de 60 kDa (anomenada F2) i
una altre de 20 a 30 kDa (F3). Aquestes dues fraccions s'han calculat tal com s'indica a
I'apartat a del punt 1.5 d'aquesta discussi6; aplicant les arees de les fraccions percentualment
al valor de concentraci6 total de proteina determinada sobre la mostra dialitzada. De la
mateixa manera que a la proteina total, en aquest cas es veu com les dues fraccions

disminueixen la seva concentracié al llarg de la vinificacid.
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A T'evolucié percentual de cada varietat al llarg de la vinificacid s'observa que la fraccié
d'alta massa molecular disminueix menys que la de baixa massa molecular en totes les
varietats excepte en el Xarel-lo i Chardonnay (comparant les dades de les taules 13 i 15).

A la taula 12 és pot observar I’evolucié estadistica de la fracci6 d’alta massa

molecular. L’analisi esta feta individualment per cada varietat vinifera.

Pinotnoir | | Chardonnay
Premsat A A
Desfanga‘ment‘ AB B A B AB
5Vi*k‘énir‘aﬁlé?£ AB BC B C A
Estalﬂ}gzat _ B o B D C

Taula 12: Diferéncies entre els diferents estadis de vinificacié de la fraccié de d'alta massa

molecular per cada varietat vinifera. El canvi de lletra implica diferéncia significativa (p <

0.,05).
P1not_n01r Chardonnay l Xarello | Parellada
Premsat | 100% 100% 100% | 100%
Desfangat | 66% 59% 74% | 135%
| Vi en Rama _ 39% 36% 41% | 76%
Vi estabilitza 11% 1% 14% | 4%

Taula 13: evolucié percentual de la fraccié d'alta massa molecular respecte el

primer estadi.
Fraccié de baixa massa molecular,

La fraccié de baixa massa molecular disminueix entre el most premsat i el vi
estabilitzat, encara que en alguns estadis no es trobin diferéncies significatives. La diferéncia
més marcada esta a la fermentacid, procés després del qual la concentracié de proteines
d'entre 20 i 30 kDa disminueixen per assolir valors del 15 al 36% dels valors inicials.

Alguns autors (Hsu i Heatherbell, 1987a) constaten un augment d'aquestes proteines
després de la fermentacié que en aquest treball no s'ha vist; en canvi es veu una tendéncia a
augmentar a la Parellada i el Chardonnay després del desfangat, que d'acord amb Fleet

(1994), podria ser deguda a l'acci6 de proteases.
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Pinot noir Chafdonn;iyf ‘_Mékcébeli‘ Xérel-lé; l Parellada
l_Iirgmsat | _100% 100% 100% | 100% | 100%
Desfangat | 54% 119% 71% 67% | 108%
|VienRama | 22% 33% 2% | 36% | 15%
Viestabilitzat | 7% 14% 7% 25% 1%

Taula 15: evolucié percentual de la fraccié de baixa massa molecular respecte el

primer estadi.

2.4. Separacid de 1a fraccig de baixa massa molecular per bescanvi cationic.

La fraccio de 20 a 30 kDa es va separar per bescanvi cationic segons la metodologia
descrita a materiels i metodes (apartat 2.5.2). En les figures segiients (de la 29 a la 38) es
poden veure els resultats d'aquesta separacio. Per facilitar la lectura dels cromatogrames
obtinguts s'ha normalitzat I'absorbéncia per cada varietat vinifera respecte les dades de
concentracié de proteina calculades per la fraccié F3 segons la cromatografia d'exclusié
molecular. A la vegada s'ha donat a l'absorbéncia més alta de la situacié inicial de la
vinificacié (es a dir el premsat) el valor 1. Tots els valors es normalitzen segons aquest
criteri i d'aquesta manera s'obvia el problema de la concentracié de la mostra. Tanmateix les
concentracions de totes les mostres foren suficients perque les absorbéncies de tots els pics
detectats estiguessin en un rang de 0,1 i 1,5 UA a 230 nm per evitar la preséncia d'artefactes.

Pel calcul de les concentracions de cada pic s'integraren els cromatogrames
obtinguts, amb un minim d'un cromatograma per diposit i estadi de la vinificacid; d'aquesta
manera es va disposar de almenys tres concentracions per cada pic en cada estadi i es va
poder obtenir la mitjana 1 l'error tipus, que es representen a les figures 30, 32, 34, 36 i 38. El
metode calcul seguit fou el descrit al apartat a del punt 1.5. de resultats i discussi6, segons
els percentatges de cada pic respecte l'area total de pics i aquesta dada s'aplica al valor de
concentracié préviament trobat per la fraccié F3, calculada al punt 2.3. d'aquest capitol.

Observant els cromatogrames de la separacié s'observa un nombre variable de pics a
la vinificacié en funcié de la varietat vinifera, des de 5 en el cas del Macabeu fins a 8 pel
Xarel-lo. Aquestes dades s6n semblants a les que troben Hsu i Heatherbell (1987a), que per
isoelectroenfocament separen una banda de 28 kDa en 5 fraccions amb diferent carrega en
un vi de Gewiirztraminer; també Waters i col. (1995b) troben 10 bandes entre 14 i 34 kDa
per SDS-PAGE en un vi de la varietat vinifera Muscat.
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Es veuen diferents pics per diferents varietats, resultats que concorden amb resultats d'altres
autors en electroforesi sobre gels de poliacrilamida (Radola i Ritchter, 1972; Yokotsuka i
col., 1977; Correa i col., 1988; Pueyo i col., 1993).

Al llarg de la vinificacié es comprova una disminucié en tots els pics, perd aquesta
es més acusada en el cas dels pics de volum d'elucié més alt, que corresponen a les proteines
més fortament Iligades a la columna. Aquestes son les proteines amb més carrega positiva,
per tant un pI més elevat, propietat que implicard una major reactivitat amb les substancies
carregades negativament en el vi. Els polifenols i els clarificants carregats negativament
seran els compostos diana d'aquestes proteines tal com observen Moio i Addeo (1989); si
reaccionen amb fenols es possible que es mantiguin en solucié fins arribar a una massa
critica i coagulin, fenomen que s'accentua amb el tractament criogenic del vi (Yokotsuka i
col., 1983). Si reaccionen amb un clarificant aquestes proteines desapareixen del medi al
trasbalsar o filtrar per netejar el vi (Casp, 1991). Alguns autors observen que les proteines
que primer reaccionen amb la bentonita sén les de pI més elevat, dada que és coherent amb
els nostres resultats (Hsu i Heatherbell, 1987b; Paetzold i col., 1990; Dawes i col., 1994).
Ledoux i col. (1992a), en estudis amb EC observen que les proteines amb més mobilitat
electroforetica, per tant més carrega, s'eliminen amb quantitats molt febles de bentonita.

El fet de la no aparicié de nous pics de baixa massa molecular a partir del most fa
pensar que les proteines del vi siguin originaries de la baia i molt resistents a la degradacié,
descartant la hipotesi de la hidrolisi en fragments més petits, que dona Santoro (1995) al
trobar composicions semblants en totes les proteines. La fermentacié implicara

principalment la desnaturalitzacié i precipitaci6 d'una part del contingut total de proteina.

En canvi no seria selectiu de la carrega eléctrica i per tant els perfils trobat per
isoelectroenfocament no variarien, tal com observa Dizy (1993). Marchal i col. (1996) han
vist que la fraccié de glucoproteines de 24-25 kDa i la de 60-66 kDa no sufreixen
modificacions a la fermentacié. Tanmateix la resisténcia a la degradacié de les proteines del
vi havia estat descrita en els treballs de Waters i col. (1990; 1995b; 1996). Cal esmentar la
no deteccié de manoproteines, que degut a la seva massa molecular (Frevert i Ballou, 1985)
s'haurien perdut a la fraccié d'exclusié de la separacié per tall molecular al no ésser
detactades per la baixa quantitat de proteina en front de la major proporcié de sucre; tot i que

no era l'objectiu d'aquest treball.

S’observa que les varietats viniferes que tenen més concentracié de proteina al final
de la vinificacié sén les que presenten més pics a la zona de baixa carrega eléctrica (fins a
2,5 ml), mentre que les varietats amb menys pics en aquesta zona, la més conservada, tenen

les disminucions més acusades.
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Per la varietat vinifera Pinot noir es veuen un total de set pics, dels quals el 11 5 sén
els majoritaris; el pic 5 es desdoblava en dos en alguns estadis, perd degut a que no s’ha
conseguit resoldre bé es considera com a un de sol. Dels 7 pics el més minoritari ( el 6)
desapareix a la fermentacié. En el vi estabilitzat el pic 7 també desapareix i els pics 4 1 5

tenen una disminucié percentual més gran que la resta.

En el Chardonnay es mantenen els sis pics al llarg de tota la vinificacié. Els pics 51 6
son els més afectats per I'estabilitzacid, mentre que la fermentaci6 és el fenomen que afecta

més a la concentraci6 de proteines de tots els pics.

En el Macabeu apareixen cinc pics perd el pic 2 té un pic enganxat que no es resol bé
i s'integra dins d'aquest. Ala fermentacié desapareixen els pics amb més carrega (41 5)1a
l'estabilitzar el pic 3 es redueix a un 1% de la seva concentracié inicial.

El Xarel-lo és la varietat amb més pics, vuit en total i encara entre el 1 i el 2 a l'estadi
de premsat es veu un tercer pic no ben resolt. El pic 5 també esta encabalcat amb el 4 una
vegada fermentat el most, perd encara €s pot integrar. També es veu un comportament
erratic del pic 3, perd no te significancia. Al llarg de la vinificacié el pic 7 desapareixi el pic

6 te una davallada molt important.

La Parellada és la varietat que més pérdua de proteina en tot el procés pero
inicialment presenta un perfil de 7 bandes. La baixada de concentracié6 més forta és a la
fermentaci6, on desapareix una fraccié (la 6) i les altres queden molt empobrides. Perd a la
estabilitzaci6, tot i que la disminucié percentual és més petita, perd les tres fraccions més

carregades que li quedaven, que erenla4,517.
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A les properes pagines hom pot observar a I’esquerra els perfils de la fraccié 3 a les
diferents fases de la vinificacid, cada cromatograma t€ els pics marcats amb el mateix color
que la Ifnea correponent. A la pagina de la dreta es pot constatar I’evolucié de cada pic
individualment. Pot haver-hi alguna petita incoheréncia entre la davallada del perfil i la
grafica corresponent degut a que la grafica representa la mitjana de 3 arees + la desviacid
estandard. El tractament estadistic emprat ha estat 1 test de Scheffe amb un nivell de
significancia del 5% (p<0,05).
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Figura 30: evoluci6 dels pics numerats en els cromatogrames de la figura 29 al llarg de la

vinificacid, per la varietat vinifera Pinot noir.
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Figura 32: evolucié dels pics numerats en els cromatogrames de la figura 31 al llarg de la

vinificaci6 per la varietat vinifera Chardonnay.
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Figura 34: evolucié dels pics numerats en els cromatogrames de la figura 33 al llarg de la

vinificacid, per la varietat vinifera Macabeu.
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Figura 36: evolucié dels pics numerats en els cromatogrames de la figura 35 al llarg de la
vinificacid, per la varietat vinifera Xarel.lo.
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Figura 38: evoluci6 dels pics numerats en els cromatogrames de la figura 37 al llarg de la

vinificacid, per la varietat vinifera Parellada.
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2.5. Conclusions del capitol 2.

1. El procés de vinificacié implica la disminucié de la proteina total i de les dues fraccions

separades per exclusié molecular.

2. A la separacié per bescanvi cationic de la fraccié de baixa massa molecular es veuen
diferents perfils segons la varietat. S’observa una evolucié semblant en els perfils al llarg
de la vinificacié de manera que desapareixen preferentment les fraccions amb més
carrega eléctrica. Aquesta desaparicid es deguda a la reacci6 d’aquestes proteines amb
les substancies carregades negativament en el vi, com ara els polifenols i alguns

clarificants, especialment la bentonita.

3. Totes les proteines d'entre 70 i 20 kDa que s'observen tenen un origen vegetal, ja que
s’observen els mateixos pics en el most i en el vi, sense que la fermentacié provoqui cap

mena de hidrolisi.
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3. Vinificacié en barrica.

En aquest capitol I'objectiu és veure la influéncia de la fermentaci6 i la posterior
conservacié en barrica en el contingut total i de cada una de les fraccions que es poden
separar segons el metode desenvolupat. Cal esmentar la limitacié de mostra que hi ha cara a
I'analisi estadistic del fenomen, doncs sols es va fer una vinificacié en barrica i una en
inoxidable per limitacions fisiques de disponibilitat de barriques i de most. Tot i aixi el
tractament de la mostra es va fer per triplicat tal com s'indica a la preparacié de la mostra a
materials i metodes. S'obtenien 3 dialitzats dels quals es determina la proteina total per
triplicat i de cada dialitzat, una vegada liofilitzat es separaren les proteines per exclusié
molecular i bescanvi catidnic. Aixo permet treure conclusions estadistiques pel que fa a les

mostres analitzades pero fa dificil extrapolar a un comportament genéric.

Aquest assaig es va fer amb una sola varietat, que fou el Chardonnay; aquesta eleccié
es va fer per analogia amb altres zones elaboradores de vins fermentats en barrica aixi com
per la elevada graduacié alcohdlica natural d'aquesta varietat vinifera. La maduracié
d'aquesta varietat vinifera va ser diferent de 1'escollida per 1'elaboracié de vins base per
escumosos, doncs interesava una verema molt més madura. El grau alcohdlic provable
buscat fou 12 - 13 % alc. (v/v), pel que la verema es realitza el dia 22 d'agost de 1995.

La presa de mostres es va fer en tres punts: al final de la fermentaci6 alcoholica, en el
cas de la fermentaci6é en diposit d’acer inoxidable la mostra es va prendre després del
trasbals del final de la fermentacié mentre que a la conservacié en barrica aquest trasbals no
es va realitzar; després de quinze dies de conservacié en barrica o en diposit i al cap de
cinquanta dies de conservacié. El vi de les barriques es va remenar amb un basté cada dues

setmanes i les mostres de barrica es prengueren després de la primera i la tercera remenada.

3.1. Evolucié de la concentracid total de proteina.

Aquest capitol, que es va disenyar per veure I’efecte de la fermentacio i posterior
conservacié en barrica d’un vi sobre la fraccié proteica, perd també ha resultat profités per
focalitzar I’evolucié de les proteines en els cinquanta dies posteriors al trasbals de final de
fermentaci6 i abans dels procesos d'estabilitzacié. Aquests resultats poden completar els del
comportament dels vins al llarg de la vinificaci6 que es feia en el capitol anterior.

En una primera observacié de la figura 39 es constata un augment significatiu, en
cada estadi, de la concentracié total de proteines; aquest augment es troba tant en el vi
conservat en barrica com el conservat en el dipdsit. Si es comparen els dos sistemes de
conservacié es veu que ’efecte de la fermentacié en barrica no canvia la concentracié de
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50 dies, pero la concentracié de nitrogen del vi va augmentant al larg d'un any (Lurton,
1988). La conseqiiéncia principal és l'alliberament de peptids de massa molecular inferior a
12 kDa i de manoproteines d'origen parietal de pes molecular superior a 100 kDa (Feuillat i
col., 1989), ambdues fraccions fora del rang d'estudi d'aquest treball. L'augment de
concentracié de peptids no es detectat ja que s'eliminen a la dialisi mentre que la fraccié
proteica de les manoproteines (de un 10-15% de la massa molecular total) no reacciona amb
el blau Brillant de Coomassie (Frevert i Ballou, 1985; Yokotsuka i col., 1994). Una altre
hipotesi de I'augment de la concentracié de proteines podria ser el desenvolupament de
bacteris lactics o acetics que degut al seu metabolisme alliberessin al mitja alguna proteina;
aquesta hipotesi es poc provable ja que els nivells de dioxid de sofre en el vi foren alts essent
aquest un inhibidor del creixement de bacteris, a més, en el cas que hi hagués l'aparicié
d'una nova proteina aquesta es detectaria per exclusié molecular o bescanvi catidnic. Aquest
augment de proteina també es podria explicar per resolubilitzaci6 de la proteina, tenint en
compte les dades de la figura 39. Aquesta resolubilitzaci6 seria inferior a la barrica per dues
raons: degradacié de part d'aquesta proteina resolubilitzada deguda a les proteases del llevat
alliberades al mitja (Lurton, 1988) o bé desnaturalitzacions per unions amb tanins de la

fusta.

3.2. Separacié per exclusié molecular.

Per estudiar quines fraccions augmenten després de la fermentacid, tan en barrica
com al diposit d'acer inoxidable es procedi a la separaci6 per exclusié molecular. Per aquest
meétode es va obtenir el mateix perfil de separaci6; amb dues fraccions de proteina i les
mateixes caracteristiques respecte el volum d'elucié que 'anterior separacié del capitol 2. A
efectes de calcul de concentracions s'empra el metode b proposat a l'apartat 1.5 del capitol 1.

A la figura 40 es veu el comportament de la fraccié d'alta massa molecular dins la
barrica i en dip0sit d'inoxidable. Pel vi conservat en barrica es veu un augment de la fraccié
al cap de 15 dies i una disminucié6 repecte a la concentracié inicial en la mostra de 50 dies. A
la mostra conservada sense contacte amb els llevats es veu una disminucié significativa
després de 50 dies. Si es compara el tipus de conservacié no s'observa diferéncia en la
mostra inicial ni al cap de 50 dies, perd en la mostra de 15 dies es constata una major

concentracio a la barrica.
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L'augment de concentracid es podria explicar per degradacié no enzimatica de la
proteina de 60 kDa o de la part proteica de les manoproteines. En el cas de 'origen levuria
no s'explica l'augment a la conservacié en diposit d'acer inoxidable i en l'explicacié per
degradacié haurien d'apareixer pics nous a la separaci6é per bescanvi cationic. Una altre
possible explicacié podria ser la resolubilitzacid, desfavorida en el cas de la barrica per la
preséncia dels tanins. Segons aquesta dltima hipotesi després de la fermentacié les
concentracions de proteina en barrica ja haurien de ser més baixes que al diposit; aixo no és
aixi possiblement degut a que l'efecte desnaturalitzador de 1'alcohol produit a la fermentacié

té un paper preponderant sobre els altres factors.

3.3. Separacid per bescanvi cationic.

La separacié de la fracci6 de baixa massa molecular per bescanvi cationic es realitza
segons les especificacions de materials i métodes. El métode per quantificacié dels pics ha
estat el descrit al punt b de I'apartat 1.5 del capitol 1.

A la figura 42 es veu la evolucid dels perfils proteics en el temps per cada
contenidor. Per tenir resultats comparables visualment s’han normalitzat les absorbéncies de
la mateixa manera que en el capitol 2. S'ha donat el valor 1 al pic més gran de cada
cromatograma i el cromatograma resultant s'ha ponderat amb la concentracié de proteines
respecte la concentracié de l'estadi final de fermentacié en el cas del diposit d'acer
inoxidable. La figura 43 serveix per quantificar individualment cada pic.

Els perfils que s'obtenen coincideixen amb els del capitol 2 per la mateixa varietat,
amb 6 pics distribuits igual. A la vinificaci6é en condicions normals es veu un increment
progressiu de totes les fraccions, queben alguns casos és significatiu i en altres no del tot. El
pic que dona resultats més discordants és el 5, que no augmenta significativament. La
conservacié en fusta t€ un augment igual a l'altre en els 50 dies, perd a la mostra de 15 dies

no hi ha canvis.

La no aparicié de nous pics amb el temps reforga la teoria de la resolubilitzacié de
proteines. Aquestes estarien desnaturalitzades perd en suspensié i s'eliminarien a la
centrifugacié de la mostra d'abans de la dialisi. Amb el pas del temps aquestes proteines es
resolubilitzarien, amb una cinética més rapida en el cas dels vins conservats sense fusta
mentre que en el cas del vins que tenen contacte amb la barrica, els tanins de la fusta
impedirien una renaturalitzacié més rapida. Aquesta hipdtesi explicaria I'augment de
concentracié els els dos contenidors i també que aquest increment succeeixi sols en la
fracci6 de 20-30 kDa, més soluble a 1'ésser més petita.
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3.4. Conclusions del capitol 3.

1. La concentracié de proteines separades per aquest metode augmenta després de la
fermentacié almenys durant els cinquanta dies segiients. La cinetica d'aquest augment es
veu influenciada per la conservaci6 del vi en barrica.

2. La conservacié del vi en barrica no implica 'aparicié de cap proteina de massa
molecular més gran de 15 kDa i més petita de 70 kDa.
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4. Estudi de maduracié del raim.

L’analisi bibliografica de I’evolucié de les proteines del raim al llarg de la maduracié
ens mostra que molts poc autors han treballat aquest aspecte i que I’informacié al respecte és
molt escasa. A més, la majoria d’aquests treballs s’han fet amb raims de diferents parceles
que tenien una concentracié de sucres diferent i en base a aquesta dada es correlaciona la
concentracié de sucre amb el contingut en proteines de la mostra (Gonzédlez-Lara i col.,
1989).

Per aquesta rad, aquest estudi té com a objectiu fer un seguiment de les proteines
durant el periode de maduraci6 del raim. Per minimitzar efectes de climatologia i de terreny,
les mostres es varen agafar de 1a mateixa parcela durant la collita 96. La presa de mostres es
feu tal com s’indica al punt 2.1. de materials i métodes.

4.1. Seguiment de la maduracid.

Pel seguiment de la maduracié de les 5 varietats viniferes estudiades es varen
analitzar els parametres classics: acidesa total, grau alcoholic provable i pes de 100 grans.
L’evolucié d’aquests parametres es presenten a les figures 44 a 48. En elles es pot veure que
presenten un comportament tipic, si bé aquest any es varen veure molt afectats per les
pluges. Si analitzem aquests resultats es constata que a la collita 96, a diferéncia de la collita
95 (figures de la 21 a la 25), totes les varietats presenten un increment del pes de 100 grans,
degut probablement a la gran disponibilitat d’aigua per part de la planta.

El Pinot noir no va patir els efectes de la sequera de I’any 95 i la maduraci6 va venir
retrasada respecte aquest any, amb una acidesa més alta i un grau alcoholic provable més
baix. El Chardonnay y el Macabeo van tenir un rendiment alcohdlic semblant a I’any
anterior perd amb acideses més elevades. El Xarel.lo, va tenir un avangament respecte 1’any
95, presentant graus alcoholics probables clarament superiors als de la collita precendent, si
bé I’acidesa total es va mantenir a nivells semblants. La Parellada es va retrasar respecte
I’any 95, amb graus alcohdlics probables més baixos i i acideses més altes que 1’any
anterior. A més la maduraci6 de la Parellada es va veure compromesa per una pedregada a

mig setembre.

La gran disponibilitat d’aigua, fruit de les nombroses plujes, també es posa en
evidéncia pel fet de que en cap varietat s’observa una disminucié significativa del pes de

100 grans com succeia a la verema 95 al final de la maduracio.
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4.2. Evolucié de la proteina total.

La proteina total s’ha avaluat en aquest capitol d’una manera diferent a com s’havia
fet fins ara; aix0 es degut a que les mostres, al tractar-se de most, presenten un contingut en
proteina més alt i no es precis concentrar la mostra més de 10 vegades. Al concentrar menys
I’error comes es més petit i les arees dels pics haurien de ser més repetitives. Degut a aixo0 la
concentraci6 es calcula segons el metode indicat a 1’apartat b del punt 1.5 de capitol 1, amb
un patrd extern de quimiotripsinogen A (QT A). Aquest patré s’ha realitzat amb diferents
concentracions tenint en compte les arees normals dels pics de treball i ajustant-les a una

recta de calibrat.

La recta de calibrat s’ha aplicat als pics resultants de separar per bescanvi cationic les
fraccions 2 i 3 de la exclusié molecular. Per mitja de la suma de totes les arees es troba el
valor de la proteina total. L’area del pic que s’obté al cromatografiar la fraccié 2 de la
primera separacié es considera com corresponent a la proteina de la fraccié d’alta massa
molecular i la suma dels pics de la fraccié 3 separada per bescanvi catidnic es considera com

corresponent al total de proteina de baixa massa molecular.

Els resultats s’expressen com a mg/l del patré utilitzat. Per comparar-les amb les dades
precendents (expresades com mg ASB/] ) s'hauria de tenir en compte la diferent reactivitat
del reactiu de Bradford amb el quimiotripsinogen A i comparar-la amb la de I'albimina de
seérum bovi. Estudis previs de la resposta de diferents proteines al reactiu de Bradford (Bio-
Rad, 1994) demostren que 1’albimina de serum bovi dona lloc a una resposta colorimeétrica
2,7 vegades més alta que el quimiotripsinogen A. Per tot aixd, per comparar les dades
d’aquest capitol amb les dels capitosl precedents o amb les d’altres treballs s'haurien de
multiplicar per aquest factor. No obstant, com considerem més interesant 1’evoluci6 relativa
del nivells de proteina que el seu valor absolut, hem considerat més correcte expressar les

dades en funcié del patré intern utilitzat.

La figura 49 representa I'evolucié de la concentraci6 total de proteina durant la
maduracié. En totes les varietats s’observa un augment progresiu de la concentracié de
prbte'_fnés; tot i que en algunes varietats no ho fa de manera .signiﬁcv:ativa (taula 16). Aquestes
dades coincideixen en termes generals amb la bibliografia. Murphey i col. (1989) observen
un augment lineal dela concentracié de proteina total al llarg de la maduracié en l'estudi de
mostos de Riesling i Gewiirztraminer. Altres autors no troben una correlacié entre la
maduraci6 i la proteina total (Gonzélez-Lara i col., 1989). Cal asenyalar que les desviacions
que sobserven en la tendencia general d’augment de la concentracié de proteina que
presenten algunes varietats podrien ésser degudes a les pluges de finals d'agost i setembre.
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variable Coeficient de correlacid )
lineal de Fisher
Pinot noir
Pes grans (g) 0,032 0,9272
Chardonnay | grau (% alc.) 0,620 0,0557
Macabeu

Xarel.lo ﬂU(%alc_L
ATT (g/l)

Parellada

Taula_17: correlacions entre la quantitat de proteina i altres variables de la
maduracié a les diferents varietats. S'han sombrejat les variables amb

correlaci6 significativa (p < 0,05)

Tal com es veu en aquestes dades el grau alcoholic probable presenta correlacié
siginificativa en totes les varietats estudiades excepte en el cas del Chardonnay. L'acidesa
total també presenta una correlacié significativa pel Pinot noir, Macabeo i la Parellada,
mentres que el pes de 100 grans tinicament es correlaciona significativament en el cas del
Macabeu i del Xarel.lo. El conjunt d’aquests resultats sembla indicar que el parametre que
millor es correlaciona amb la concentracié proteica és el grau alcohodlic probable el

corrobora els resultats de Murphey i col. (1989).

4.3 Evolucid de les fracions separades per exclusié molecular.

A la separacié per cromatografia d'exclusié molecular s'observa un comportament
diferent per les dues fraccions estudiades (figures 50 a 54). Mentre la fraccié de baixa massa
molecular presenta un augment significatiu en totes les varietats, la fraccié d'alta massa

molecular esta estabilitzada i sense una tendéncia clara.
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4.4. Evolucié de les fraccions separades per bescanvi cationic de la fraccié de baixa massa

molecular.

Per discernir 'augment de la fraccié 3 obtinguda per exclusié molecular es va separar
per bescanvi catidonic per veure si els augments eren deguts a algunes proteines
preferentment o hi havia un augment global de totes les fraccions. Aquests incremnets es
poden observar de la figura 55 a la 64; d'una banda es veuen els cromatogrames normalitzats
amb els pics numerats i de I'altre I'evolucié de concentracié de cada pic. Els cromatogrames
s'han normalitzat donant el valor de 1 al pic més gran de cada perfil i després s'han referit al

valor de concentraci6 de proteina més alt, normalment el darrer punt de maduracid.

En totes les varietats hi ha un augment més significatiu dels pics que s'elueixen
primer, dels menys carregats electricament, mentre que no s'observen disminucions
significatives en cap pic. Aquests resultats contrasten amb els de Correa i col. (1988) que si
bé detecten un augment d’una banda a 18 KDa, també troben una disminucié significativa
d’una banda de 21 KDa.

L'increment d'aquestes proteines amb poca carrega implica I'augment de la
concentracié de les proteines amb punt isoeléctric baix. Aquestes dades no coincideixen
completament amb les de Murphey i col. (1989), ja que no destaquen cap influéncia de la
maduracié sobre la distribucié de proteines en funcié del seu punt isoelectric per a la varietat
Gewiirztraminer, mentre que per a la varietat Riesling observen un augment del nombre de
bandes de punt isoeléctric alt (de 6 a 9). Tampoc Correa i col. (1988) van observar
diferéncies en els perfils d'isoelectroenfoc en funcié del grau de maduresa del most.

Cal assenyalar que per a totes les varietats estudiades, excepte per a la Parellada, el
conjunt de pics és sempre el mateix al llarg de la maduracid, variant inicament les seves
concentracions relatives. El fet de que la Parellada sigui la varietat més tardana i que en ella
si que observem I’aparici6 de noves bandas durant la maduracié, fa pensar que aquest
seguiment s'hauria d'haver fet ja des d'abans del verol, per veure d'una manera més clara

I'acumulacid de proteines a la baia.
p

El Pinot noir presenta per a tots el graus de maduresa 6 pics. L’analisi de la seva
evolucié al llarg de la maduraci6 ens permet comprobar I'augment significatiu de tots els
pics excepte del darrer, que tot i augmentar no ho fa de manera significativa. També es veu
que el pic 5 sén en realitat dues proteines molt semblants, que es resolen quan n'hi ha poca
concentracié perd que l'augment del pic amb més carrega fa que l'altre quedi com una
espatlla d'aquest. També es pot observar que a partir del tercer punt les baies no han
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acumulat més proteina, doncs tots els pics son significativament iguals entre la tercera i la

quarta mostra.

En els cromatogrames del Chardonnay s’observen 7 pics clarament diferenciats, si bé
també es detecta la preséncia d’un pic després del pic 7 que apareix ja a la segona mostra i
que desapareix al final de la maduracié. No obstant, degut a la pobre resoluciédel mateix no
s’ha quantificat. L’evolucié dels diferents pics mostra la tendéncia general d’augment del
contingut proteic de la majoria, si bé en els primers estadis de la maduracié s’observen
disminucions no significatives dels pics 5, 6 i1 7, que probablement estiguin relacionades

amb una dil.lucié provocada per les importants plujes del dia 14 d'agost.

El Macabeu presenta en tots els estadis 6 pics, si bé es pot detectar la preséncia d’un
nou pic entre el 5 i el 6 en I'ultim estadi de la maduracié. No obstant i degut a la pobre
resoluci6é del mateix i al fet de que no apareix en totes les repliques no s’ha quantificat.
L’evolucié dels diferents pics presenta un cert paral.lelisme amb disminucions no
significatives al comengament de la maduracié i un posterior augment que només €s
significatiu en els pics 1, 2, 4 1 5. Aquesta tendéncia inicial de disminuci6é podria estar

relacionada també amb les plujes, ja que van caure més de 25 Vm?2,

El Xarel.lo és la varietat a on s'observen més pics, concretament 9. En quant a la
seva evoluci6 es pot dir que mostra la tendéncia general d’augment progresiu, que ja hem
observat en les altres varietats, si bé les variacions no sempre sén significatives. No obstant,
el pic 8 no presenta un increment amb el temps, mantenit-se sempre a nivells similars.

La Parellada, al ésser una varietat de maduracié més tardana, s’han pogut veure
I'aparici6 de pics. De fet en la primera presa de mostra només es detecten 4 pics, mentres
que a partir de Ia segona mostra el nombre de pics diferenciats €s de 6. Aquests dos pics sén
ben diferents, aixi un €s de la zona més conservada (el pic 2), amb poca carrega eléctrica , i
per tant amb un punt isoeléctric proper al vi, mentres que 1’altre apareix amb un temps de
retencié més alt i per tant presentara un punt isoeléctric més elevat. L’evolucié dels diferents
pics és semblant a la de les altres varietats amb una tendéncia a I’augment en els darrers
estadis de la maduracié, amb ’unica excepcié del pic 6 que es manté sense canvis

significatius.
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Figura 56: evolucié del pics de Pinot noir a la maduracié
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Figura 58: evolucié

del pics de Chardonnay a la maduracié.
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Figura 60: evolucié6 del pics de Macabeu a la maduracié
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Figura 62: evoluci6 del pics de Xarel.lo a la maduracié.
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Figura 64: evolucié del pics de Parellada a la maduracié
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4.5, Conclusions del capitol 4.

1. La concentracié de proteina augmenta al llarg de la maduraci6 en totes les varietats
estudiades. Aquest augment progresiu de la concentracié de proteina presenta una
correlaci6 estadisticament significativa amb l'evolucié del grau alcohdlic provable per a

totes les varietats, excepte el Chardonnay.

2. Aquest augment es degut majoritariament a les proteines de massa molecular al voltant
de 30 kDa, mentre que la de 60 kDa es manté a nivells similars.

3. El conjunt de proteines d'entre 20 i 30 kDa no augmenten d'una manera uniforme sino
que les de menys carrega eléctrica augmenten significativament mentre que les de més

carrega, tot i augmentar, no ho fan de manera clara.
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Resultats i discussio. Capitol 5.
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5. Identificacio varietal

La identificaci6 de la varietat vinifera per la caracteritzaci6 de les proteines del vi ha
estat una questié ampliament estudiada a la bibliografia cercada. La utilitzacié de les
proteines com a eina de caracteritzacié varietal ha reeixit amb exit a la classificaci6
d'especies de Vitis a través de l'estudi d'enzims del floema (Bachmann i Blaich, 1988) i
foliars (Benin i col., 1988) per isoelectroenfocament.

Ja I'any 1959 Kock i Sajak observen diferéncies entre mostos de diferents varietats
utilitzant com a suport la cromatografia de paper. Coincidint amb aquests autors, Radola i
Richter (1972) diferencien mostos austriacs de varietats diferents per mitja de PAGE, amb la
separacid de fins a 15 bandes. En varietats viniferes espanyoles Correa i col. (1988) detecten
diferents bandes en diferents varietats, independentment de la maduresa de la mostra.
Gonzdilez-Lara i col. (1988) troben perfils similars per PAGE-SDS en diferents varietats,
amb la dnica diferéncia d'algunes bandes que podrien atribuir-se a la varietat vinifera. Pueyo
i col. (1993) troben perfils diferents per Macabeu, Xarel.lo, Parellada i Malvar utilitzant la
separacio per electroforesi nadiua i PAGE-SDS, a la vegada també veuen diferencies entre el
most i el vi. Aquests mateixos autors no observen una caracteritzaci6 per IEF.

En canvi, altres estudis tenen visions oposades de la diferenciacié varietal per mitja
de les proteines del most o vi. Moretti 1 Berg (1965) van observar, en separacions fetes amb
PAGE, una gran variabilitat entre l'origen, 1'anyada i el nivell de maduraci6; aquesta
variabilitat era molt més gran que la diferéncia entre varietats. En separacions per IEF no hi
massa diferéncies en el perfil segons la varietat vinifera (Moio i Addeo, 1989). En un estudi
de vins portuguesos Dorrestein i col. (1995) no consegueixen separar varietats pel perfil de
masses moleculars, ja que totes tenen un perfil molt similar. Santoro (1995) arriba a les
mateixes conclusions i entre varietats sols observa diferéncies a nivell d'intensitat d'algunes

bandes.

Com es pot observar, a la bibliografia no hi ha acord per la caracteritzaci6 varietal
mitjangant el contingut proteic, tot i que sembla que tots el vins tenen una distribucié de
masses moleculars semblans. Les possibles diferéncies entre varietats sén per l'aparici6
d'alguna banda o per la diferent intensitat d'algunes bandes.
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perfils varietals en el primer any a la separacié per bescanvi cationic del conjunt proteines de
baixa massa molecular, encara que no tenia perque ésser atribuible a la varietat vinifera.

Al comparar els perfils de separacié per bescanvi cationic de la fraccié de 20-30 kDa
a la maduracié de l'any 96 amb els obtinguts pel most recent premsat de I'any 95 s'han
observat una série de semblances a les mateixes varietats viniferes en els dos anys i s'ha
confirmat la diferéncia varietal suposada pel conjunt de cromatogrames de l'any 95.
Aquestes diferéncies entre varietats permeten establir una certa classificaci6 varietal, amb la
precaucio6 obligada degut al nombre reduit de mostres i el mateix origen de totes elles, tot i

que la climatologia dels dos anys va ésser molt diferent.

A la figura 65 es poden veure els perfils de la fraccié6 F3 separada per bescanvi
catidonic de les cinc varietats viniferes estudiades en dos anys. Les mostres corresponen al
most recent premsat en en cas de la verema 95 i a la darrera mostra de maduracié pel perfil
de la collita 96. Tots els perfils s’han normalitzat a absorbéncia 1 per una millor comparaci6.
Per l'analisi dels pics s'ha escollit una representacié de barres de la mitjana de 3
cromatogrames, situant cada barra al volum d'elucié del pic i 1'algada al percentatge d'aquest
pic sobre el total de pics d'aquella fracci6 (figura 66).

De les dades d'aquestes figures es pot intuir una gran semblanga entre els perfils dels
dos anys. A la vegada es poden dividir les cinc varietats en tres families si considerem la

distribucié de pics que s'elueixen a la franja de 1,5 a 2 ml.

* Les varietats viniferes Parellada i Macabeu establirien la primera familia, caracteritzada
per la preseéncia de dos pics entre 1,5 i 2 ml; hom pot veure algunes semblances
organoleptiques en les dues varietats, tot i les diferéncies de grau alcohdlic i acidesa
total.

» Lasegona familia la integrarien les varietats Chardonnay i Xarel.lo, amb 4 pics entre 1,5
i 2 ml; es pot veure que quasi sempre tenen la mateixa distribuci6é d'algcada entre ells,
amb un pic petit a I'inici, un altre més gran i dos de petits. Es curiosa aquesta familia ja
que els enolegs sempre han trobat semblances organoléptiques entre aquestes dues
varietats viniferes, doncs moltes vegades es diu col.loquialment que el Xarel.lo
"xardoneja" quan fa olors "a farmacia", olor que sovint es troba en el Chardonnay.

* Una darrera familia seria el Pinot noir, que presenta 3 pics en la franja de 1,5 a 2 ml, amb
una gran similitut entre els dos anys. Ala vegada en aquesta varietat es conserven també
els pics de 2 a 2,5 ml en els dos anys. Cal assenyalar també que el Pinot Noir, I"linica
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* Una darrera familia seria el Pinot noir, que presenta 3 pics en la franja de 1,5 a2 ml, amb
una gran similitut entre els dos anys. Ala vegada en aquesta varietat es conserven també
els pics de 2 a 2,5 ml en els dos anys. Cal assenyalar també que el Pinot Noir, 1'tnica
varietat negra d’aquest estudi, no presenta el primer pic del cromatograma, mentres que
la altres cuatre varietats blanques si que ho presenten.

Es molt interessant el fet de discriminar per les fraccions de menys carrega eléctrica,
doncs com s'ha vist en el capitol 2, aquestes fraccions es conserven fins i tot en vins
estabilitzats, pel que aquest meétode es podria aplicar a tota mena de vins i mostos en
qualsevol estadi de l'elaboracié.

Caldria un treball més profund per confirmar aquestes hipdtesis i poder arribar a tenir
les dades de l'origen varietal en funcié del contingut en proteines d'un vi. L'aplicacié
d'aquest metode de separaci podria aplicar-se a la classificacié de les varietats a més gran
escala i es podria establir una arbre de varietats amb caracteristiques comuns.
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Conclusions del capitol 5.

1.

Els perfils de separacié per bescanvi cationic de la fraccié de baixa massa molecular de

les varietats viniferes estudiades es conserven en els dos anys estudiats.

Aquests perfils semblan caracteristics de cada varietat i malgrat I’existéncia de petites
diferéncies entre les dues collites, poden permetre establir una classificacié de les
varitats en funcié dels pics i apunten capa la possibilitat de que aquest metode serveixi

per a la identificacié varietal.
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Conclusions generals.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS
Joan Miquel Canals Bosch

DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACIO DE TECNIQUES DE CROMATOGRAFIA LTQUIDA DE PROTEINES (FPLC) A L'ESTUDI DE VINS BLANCS
Joan Miquel Canals Bosch

DL:T-1570-2009/ISBN: 978-84-692-4529-3

Conclusions generals 171

1.

La separaci6 de les proteines del vi mitjangant exclusié molecular dona lloc a dos pics
(de 60 i 30 kDa) que corresponen exactament a les bandes obtingudes per PAGE-SDS.

La separaci6 per bescanvi catidnic demostra que el pic 2 és una sola proteina de 60 kDa
de massa molecular, mentre que el pic 3 €s un conjunt heterogeni de proteines de massa

molecular semblant i diferent carrega eléctrica.

Aquest meétode presenta 1'avantatge respecte les tecniques electroforetiques d'una més
elevada precisi6 i repetibilitat. A més, permet recuperar la mostra fraccionada per

posteriors analisis.

El procés de vinificacié implica la disminucié de la proteina total i de les dues fraccions
separades per exclusié molecular observant-se que disminueixen preferentment les

fraccions amb més carrega electrica.

La conservaci6 del vi després de la fermentacié alcoholica comporta 1’augment de totes
les proteines almenys durant els cinquanta dies segiients, essent més baix aquest
increment en el cas dels vins conservats en barrica. La permanencia del vi en contacte
amb les lies (llevats) no comporta 1'aparicié de cap proteina de massa molecular més
gran de 15 kDa i més petita de 70 kDa.

La concentracié de proteina augmenta al llarg de la maduracié en totes les varietats
estudiades. Aquest augment es degut majoritariament a les proteines de massa molecular
al voltant de 30 kDa, mentre que la de 60 kDa es manté a nivells similars. El conjunt de
proteines d'entre 20 i 30 kDa no augmenten d'una manera uniforme sino que les de
menys carrega eléctrica augmenten significativament mentre que les de més carrega, tot i

augmentar, no ho fan de manera clara

Els perfils de separacié per bescanvi cationic de la fraccié de baixa massa molecular de
les varietats viniferes estudiades es conserven en els dos anys estudiats. Aquests perfils
semblan caracteristics de cada varietat i malgrat I’existéncia de petites diferéncies entre
les dues collites, poden permetre establir una classificacié de les varitats en funcié dels
pics i apunten capa la possibilitat de que aquest métode serveixi per a la identificacié

varietal.
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