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A la meva familia i amics

No te rindas, alin estds a tiempo

De alcanzar y comenzar de nuevo,

Aceptar tus sombras,

Enterrar tus miedos,

Liberar el lastre,

Retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,

Continuar el viaje,

Perseguir tus suefios,

Destrabar el tiempo,

Correr los escombros,

Y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,

Aunque el frio queme,

Aunque el miedo muerda,

Aunque el sol se esconda,

Y se calle el viento,

Aln hay fuego en tu alma

Aun hay vida en tus suefios.

Porque la vida es tuya y tuyo también el deseo
Porque lo has querido y porque te quiero
Porque existe el vino y el amor, es cierto.
Porque no hay heridas que no cure el tiempo.
Abrir las puertas,

Quitar los cerrojos,

Abandonar las murallas que te protegieron,
Vivir la vida y aceptar el reto,

Recuperar larisa,

Ensayar un canto,

Bajar la guardia y extender las manos
Desplegar las alas

E intentar de nuevo,

Celebrar la vida y retomar los cielos.

No te rindas, por favor no cedas,

Aunque el frio queme,

Aunque el miedo muerda,

Aunque el sol se ponga y se calle el viento,
AUn hay fuego en tu alma,

AUn hay vida en tus suefios

Porque cada dia es un comienzo nuevo,
Porque esta es la hora y el mejor momento.
Porque no estas solo, porque yo te quiero.

Mario Benedetti, No te rindas.
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Vincent van Gogh, The Red Vineyard.
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1.1 Les proteines del vi blanc.

Les proteines del vi blanc, han estat, sén i seran un dels temes d’estudi preferit per
molts investigadors en I'ambit de l'enologia, degut a la seva importancia tan a nivell
gualitatiu, com tecnoldgic i economic. D’on procedeixen les proteines del vi blanc?, El seu
origen és nomeés vegetal?, Quines proteines hi ha en el vi?, Quines son les seves propietats
fisico-quimiques?, Quins factors influencien quantitativa i qualitativament en el contingut
proteic del vi?, ... aguests seran els temes que estudiarem en aquest primer apartat de la

introduccid.

1.1. Origen de les proteines del vi blanc.

Les proteines del vi poden ser d’origen vegetal, procedir del raim (Vitis vinifera); poden
ser aportades pels llevats, encarregats de la fermentacié alcoholica (Saccharomyces
cerevisiae); poden provindre dels fongs patogens de la vinya (Uncinula necator, Botrytis

cinerea, Plasmopara viticola, ...), o bé poden ser d’origen bacteria (Oenococcus oeni, ...).

1.1.1. Proteines procedents del raim.

Estudis recents en els que s’ha utilitzat tecniques immunologiques han demostrat que
les proteines presents en el vi procedeixen majoritariament del raim (Dambrouck i col.,
2003). El raim es pot dividir en tres parts, la pell, la polpa i la llavor; les proteines hi estan

distribuides heterogéniament tan a

Taula 1A. Contingut en proteina soluble total del material

nivell qualitatiu com quantitatiu. Tal i e o = , . ,
bioldgic que contribueix potencialment a les proteines del vi.

com s’observa a la Taula 1A, la llavor (Ferreirai col., 2000)
és la part del raim més rica en Component Total soluble protein
(Hg/g fresh wt)
proteina, conté principalment un Grape skin 16
Fulp 956
polipéptid de 24 KDa de massa Grape seed 280.0
. Stam 7.0
molecular; la fulla és més rica en Leaf 192.0
Yeast TE0O

contingut proteic que la polpa; i la pell
només conté traces de proteina.

En estudis realitzats mitjancant anticossos policlonals altament especifics de les
proteines del vi, s’ha observat que les proteines que hi ha al vi blanc procedeixen
principalment de la polpa del raim. La polpa conté un nombre limitat de polipéptids amb
masses moleculars majoritariament entre 20 i 36 KDa. (Ferreira i col., 2000). Es a partir del
premsat del raim que s'obté el most, i aquest contindra principalment la proteina procedent

de la polpa com ja era d’esperar, malgrat no ser aquesta la part més rica en proteina.
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1.1.2. Proteines procedents del llevat.

El llevat Saccharomyces cerevisiae €s l'encarregat de realitzar la fermentacio
alcoholica del most. Al llarg de la fase estacionaria de creixement de la poblacié de llevats,
la proporcié de llevats viables va disminuint; després de la mort del llevat, aquest allibera
uns enzims proteolitics que s’encarreguen de degradar les estructures cel-lulars propies,
aguestes es desestabilitzen, tal com s’observa a la Figura 1A, i acaben trencant-se.
D’aquesta manera el llevat allibera al vi molécules de linterior de la cel-lula i de la paret
cel-lular (Bayly i Berg, 1967; Feuillat i col., 1980). Aquest és el procés mitjancant el qual el

llevat aporta les proteines i altres components al vi, €s coneix com autolisis del llevat.

kDa 1 z 3 a 5 5 kDa
'
0 — . - . | — 104
i X ) Vil s
483 — — 483
LY Py — — - . 394
28,3 m— — 28,3
104 = | i o - — 104
Figura 1A. Llevats durant la autoOlisis. Figura 1B. SDS-PAGE i Immunoblotting de les fraccions polipeptidiques en

el vi blanc procedents del llevat. (1,4 i 6) estandards; (2) most; (3) vi blang;
(5) proteines secretades pel llevat. (Dambrouck i col., 2003)

La utilitzacié d’anticossos policlonals especifics de les proteines que secreta el llevat,
ha permes identificar tres fraccions polipeptidiques en el vi blanc procedents del llevat
(Figura 1B, carrera 3), aquestes tenen una massa molecular de 20 KDa, 38 KDa i entre 80 i
100 KDa respectivament (Dambrouck i col., 2003). Les fraccions de baixa massa molecular,
segons estudis realitzats in vitro, tendeixen a degradar-se al llarg del temps (Taula 1B), tot
generant peptids de massa molecular inferior a 700 Da, i aquests péptids continuen
degradant-se fins a aminoacids (Martinez-Rodriguez i Polo, 2000).

Taula 1B. Bandes electroforetiques dectadades a diferents temps d’autdlisis.
(Martinez-Rodriguez i Polo, 2000)
relative autolysis time (h)
molecular mass 1 24 48 72 168 360

16900 -
11400

G900

GBOO

4800

4400

Ide ofs s o
{
1
1
1
1
1
1
|
|

Aquesta degradacié no s’ha descrit per a la fraccié proteica d'alta massa molecular

(80-100 KDa) formada principalment per les mannoproteines del llevat, ara bé, aquestes
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habitualment no es consideren proteines sind polisacarids, ja que la part proteica representa
un percentatge molt baix en la seva estructura (Saulnier i col., 1991; Dambrouck i col.,
2003).

La degradacio al llarg del temps de les proteines de baixa massa molecular fins a
aminoacids i el baix percentatge de proteina que hi ha en les mannoproteines ha permés
concloure que la contribucié en el contingut proteic del vi per part del llevat és menyspreable
(Dambrouck i col., 2003).

1.1.3. Proteines d’origen bacteria o procedents dels fongs patogens de la vinya.

En un vi també podem trobar proteines d'origen bacteria com per exemple procedents
de Oenococcus oeni, bacteris responsables de la fermentacié malolactica; o proteines
procedents dels fongs patogens de la vinya, els més comuns sén Uncinula necator, Botrytis
cinerea, Plasmopara viticola. Recentment Cilindre i col. (2008), han caracteritzat mitjancant
nanocromatografia liquida acoblada a un detector de masses dues proteines secretades per
Botrytis cinerea en un vi botrititzat, aquestes s6n dos enzims pectinolitics la
endopoligalacturonasa 4 (EC 3.2.1.15) i la pectinmetilesterasa (EC 3.1.1.11).

En general pero, en un vi no hi ha proteines procedents dels fongs patogens ja que la
presencia d’aquestes es deguda a infeccions, o bé a la manipulacié inadequada del raim
durant la collita (Kwon, 2004; Cilindre i col., 2008), processos que I'endleg evita per poder

aconseguir un raim de maxima qualitat.

1.2. Contingut proteic del vi blanc.

S’han utilitzat un ampli i variat rang de tecniques per tal de coneixer la composicio
proteica del vi blanc (Moreno-Arribas i col., 2002): cromatografia de bescanvi ionic (Waters i
col., 1992; Waters i col.,, 1993; Dorrestein i col., 1995); FPLC, Fast Protein Liquid
Chromatography (Dawes i col., 1994; Canals i col., 1998); HPLC, High Performance Liquid
Chromatography (Tyson i col., 1981; Acedo i col.,, 1994; Santoro, 1995; Yokotsuka i
Singleton, 1997; Sarmento i col., 2001; Kwon, 2004); cromatografia d’exclusié molecular
(Somers i Ziemelis, 1973; Pellerin i col, 1993); cromatografia d'afinitat (Pellerin i col., 1993;
Berthier i col., 1999); electroforesis bidimensional (Lamikanra i Inyang, 1988); electroforesis
capil-lar (Moine-Ledoux i col., 1992; Dizy i Bisson, 1999; Rodriguez-Delgado i col., 2002)
isoelectroenfoc (Anelli, 1977; Hsu i Heatherbell, 1987a i 1987b; Hsu i col, 1987c; Moio i
Addeo, 1989; Pueyo i col., 1993; Dawes i col., 1994; Santoro, 1995), western blotting (Hsu i
Heatherbell, 1987a i 1987b; Hsu i col., 1987c); tecniques immunologiques (Monteiro i col.,

1999; Ferreira i col., 2000; Dambrouck i col., 2003) espectrometria de masses (Kwon, 2004)
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i sequenciacio de I'extrem aminoterminal (Waters i col., 1996). Tot i I'elevat i variat nombre
de técniques utilitzades per poder conéixer les proteines del vi blanc, la separacio i
caracteritzacié d’'aquestes és una tasca forca complicada degut a la baixa concentracio en
gue es troben al vi, i a les fortes interaccions amb els polifenols o amb altres compostos
d’origen no proteic presents en el vi (Rodriguez-Delgado i col., 2002; Ferreira i col., 2002). A
més, els processos d’extraccio de proteines que s'utilitzen habitualment son llargs i tediosos
i impliquen, o bé la precipitacio d’algunes proteines o bé la degradacié i modificacio d’altres
(Ferreira i col., 2002).

Els primers investigadors interessats en conéixer el contingut proteic del vi van ser
Kock i Sajak (1959), mitjancant la técnica d’electroforesis en paper que separa en funcio del
tamany i de la carrega, van observar que en el vi hi ha entre dos i cinc fraccions proteiques.
Moretti i Berg (1965) van corroborar aquest resultat emprant la técnica d’electroforesis en
disc, en aquest estudi s’observa que el vi conté quatre fraccions proteiques, encara que
ocasionalment pot haver-n’hi cinc. Posteriorment, Bayly i Berg (1967) mitjancant la técnica
d’electroforesis en disc observen entre 6 i 10 fraccions i mitjancant cromatografia
d’intercanvi anionic obtenen quatre fraccions. No va ser fins el 1973 que es va determinar la
massa molecular d’aquestes fraccions quan Somers i Ziemelis mitjancant la técnica de
filtracidé en gel suggereixen, a partir de les especificacions de la columna que utilitzen en la
separacid, que la massa molecular d’aquestes
fraccions varia entre 10 i 50 KDa. 41 5.0 gg 70 80
Hsu i Heatherbell (1987) foren els pioners l | |
en la separacio6 i caracteritzacié de les proteines
del vi, van utilitzar I'electroforesis bidimensional,
tecnica que els va permetre coneixer la massa 92K— «
molecular i el pl (punt isoelectric) de les fraccions
(Figura 1C).
molecular dels polipéptids presents en el vi esta '
45K— §

proteiques del i La massa OOK=i8 - —

* s g

compresa entre 9 i 69 KDa i els seu punt

isoelectric oscil-la entre 3 i 9. La fraccié

polipeptidica més abundant té una massa -

molecular entre 20 i 30 KDa i un punt isoelectric
entre 4.1 i 5.8. Estudis més recents en els que

s'utilitzen técniques de separacio 4

electroforetiques ja sigui amb o sense . Y Epe

r (W=
| 2 . - * -
= i
Figura 1C. Electroforesis bidimensional de les
proteines del vi blanc. (Hsu i Heatherbell, 1987a).

fraccionament previ del vi, han corroborat

aquests resultats (Lamikanra i Inyang, 1988;
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Waters i col.,, 1992; Brissonnet i Maujean, 1993; Dorrestein i col., 1995; Santoro, 1995).
L'analisi mitjancant MALDI-TOF ha permés conéixer amb major precisio la massa molecular
d'aquests polipéptids; els polipéptids més abundants tenen una massa molecular de 21.3
KDailaresta7.2,9.1,13.1, 16.6-16.8 i 22.2 KDa respectivament (Weiss i col., 1998).

La utilitzacid de técniques immunologiques i I'analisi de la sequéncia de I'extrem
aminoterminal, han revelat que els polipéptids majoritaris difereixen poc en la seva massa
molecular i tenen estructures molt semblants. Aquest elevat grau de semblanca entre ells és
degut possiblement a que procedeixen d’'un o de pocs precursors comuns sintetitzats durant
la maduracié del raim (Monteiro i col.,, 2001). Molts estudis els han identificat com a
proteines-PR, proteines relacionades amb la patogenicitat, en el vi es troben principalment
proteines-PR de la familia de les quitinases (PR3) i de la taumatina (PR5) (Waters i col.,
1996; Peng i col., 1997; Tattersall i col., 1997; Pocock i col., 2000).

Segons aquests estudis podem concloure que el contingut proteic del vi blanc, estara
constituit per una fracciéo majoritaria de polipeptids amb massa molecular entre 20 i 30 KDa,
aquests s’han identificat com quitinases (proteines-PR3) i proteines amb estructura
semblant a la taumatina (thaumatin like proteins, proteines-PR5); la resta correspondra a
proteines amb una massa molecular superior, entre 60 i 115 KDa, la contribucio de les quals

en el contingut proteic sera menys important com més elevat sigui la seva massa molecular.

1.3. Les proteines majoritaries en el vi blanc: les proteines-PR.

Les proteines-PR, proteines relacionades amb la patogenicitat, es troben ampliament
distribuides en la naturalesa. Les plantes activen diferents mecanismes de defensa contra
I'estrés biotic o abiotic, a causa d’'aix0 es sintetitza la proteina adequada que acaba sent
essencial per sobreviure. Aguestes s’expressen a baixos nivells en les cél-lules, pero
s'acumulen com a resposta a I'atac dels fongs o d’altres inductors (Van Loon, 1985; Uknes i
col., 1992; Monteiro i col., 2003b).

Les proteines-PR del raim presenten activitat antifingica in vitro vers fongs patogens
comuns del raim com s6n Uncinula necator, Botrytis cinerea, Plasmopara viticola (Salzman i
col., 1998; Tattersall i col., 2001; Jayasankar i col., 2003; Monteiro i col., 2003b). En molts
estudis s’ha descrit que la infeccié del raim per Uncinula necator i per Botrytis cinerea,
implica un augment en la expressié dels gens que codifiquen les proteines-PR i en la
concentracié d’algunes proteines-PR en fulles i raim (Renault i col., 1996; Derckel i col.,
1998; Jacobs i col., 1999; Bézier i col., 2002; Robert i col., 2002; Monteiro i col., 2003b;
Girbau i col., 2004).
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Girbau i col., (2004) han estudiat la concentracio de proteines-PR en vins obtinguts a
partir de raim amb diferents percentatges d'infeccié per Botrytis cinerea. Si el percentatge
d’infeccid és superior al 30%, es déna un augment en la concentracio de totes les proteines-
PR del vi (Taula 1C), contrariament, a nivells d’infecci6 més elevats, la concentracié de
proteines-PR en el raim disminueix (Figura 1D), ja que hi té lloc una degradacio d’aquestes
per accid dels enzims proteolitics fungics (Marchal i col., 1998; Girbau i col., 2004; Cilindre i
col., 2008). Aixi doncs la infeccio, per Botrytis cinerea pot donar lloc a un augment o bé a

una disminucié en la concentracio final de proteines del raim en funcioé del grau d’'infeccio

)
d’aquest.
Taula 1C. Concentraci6 de proteines-PR en vins obtinguts a partir de raim amb diferent
percentatge d’infeccié per Botrytis cinerea. (Girbau i col., 2004)
Protein concentration (mg/L)® in wine
Varlety Level of Wine haze Unknown V¥TL1 VvTL2 Total TL® Chitinases Total PR!
Infection potential protein® protelns proteins
(A 540 nm)*
Chardonnay  non-infected 0.084% 17 204 114 50 ndt B 674
Chardonnay ~ 1-5% 0.008" 26" 30 14* 544 nd* 80AR
Chardonnay 10-30% 0.138* ket 3t e 71* 182 105®
Chardonnay =30% 0.281% 23" 421 68" 127" 3¢ 184"
Fe= < 0.0001 0.002 0.0007 <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Cabernet non-infected ne! nd nd nd nd nd nd
Cabernet 1-20% e nd <3 nd <5 nd <5

400 WLz
— Chitinases
= 20
E E Healthy
E
&
P il 5 fo Is o [
L1
o
£ 400
=
o
o200 Infected
=
C- —_— e
5 0 s i 5

: Retention time (min)

Figura 1D. Analisi per HPLC de la composicid proteica
del most procedent de raim sa i de raim amb Botrytis
cinerea. (Girbau i col., 2004)

Encara que la major part de les proteines del raim es sintetitzen durant el verolat
(Monteiro i col., 2006), I'expressio dels gens que codifiquen les proteines-PR augmenta
significativament durant el procés de maduracié (Tattersall i col., 1997; Derckel i col., 1996 i
1998; Robinson i col., 1997; Salzman i col., 1998), i la seva sintesis té lloc principalment en
la pell del raim (Pocock i col., 1998a).

Waters i col., (1998) han estudiat el contingut proteic del raim mitjancant HPLC (Figura
1E), i han observat que les quitinases representen aproximadament el 50% del total de
proteina i el 50% restant esta format per proteines de la familia de la taumatina (Waters i
col., 1998; Pocock i col., 2000).
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VVTLI
| concentration

:'E" protein retention time (min) (mg/L})? (e
8 VVTLI 11.0 99.3 12
£ VVTLZ + VVTL3 12 to 13 19.8 B
g ChitA 18.9 13.7 B
= . ChitlD ChitB 22.2 2L1 9
% VVTL2 m.('i:tlgtc ChitE E!HLE 23.2 zg. 1 12
2 #VVTLI  ChitA™ | | +ChitF i A =4 a3 =
< i I 'n i ChitE + ChitF 25.8 T4 3

total chitinases 117.6 50

total protein 236.7 1oo

LEL L B T 'I L B ' TTrrT I LI L l LN BN I I
5 10 15 20 25 30 # From peak areas and in cytochrome ¢ equivalents. #As a

P , orcentage of the total protein of this fraction.
Retention time (minutes) g B

Figura 1E. Separacié mitjancant HPLC de les proteines del vi blanc (esquerra) i concentracid de les diferents
fraccions obtingudes (dreta). (Chit) Quitinases; (VVTL) proteines de la familia de la taumatina. (Waters i col., 1998)

Aquesta caracteritzacid de les proteines del vi perdo no sembla ser aprovada per tots
els investigadors, Monteiro i col. (2003a), després d'analitzar mitjancant técniques
immunologiques i intercanvi cationic el perfil proteic del Moscatell de Alexandria de dues
anyades consecutives, identifica quatre polipéptids, dos d’aquests amb estructura semblant
a la osmotina i els altres dos amb estructura semblant a la taumatina, tots ells formen part
de la familia de proteines-PR5; en aquest estudi no s’identifica cap proteina-PR3 (familia de
les quitinases).

Molts autors han intentat caracteritzar les diferents varietats de raim en funci6 del
perfil de proteines-PR dels diferents vins, pero els resultats obtinguts encara sén una mica
confusos (Gonzalez-Lara i col.,, 1989; Pueyo i col., 1993; Moreno-Arribas i col., 1999;
Hayasaka i col., 2001 i 2003).

Tot seguit es descriuran les proteines-PR identificades en el vi, aquestes formen part
principalment de les families PR2, PR3, PR4 i PR5.

1.3.1. Proteines-PR2.

La familia de les proteines-PR2 té activitat 3-
1,3-glucanasa, son proteines que s’encarreguen de
la hidrolisis dels B-1,3-glucans, polisacarids presents
en la paret cel-lular de molts fongs, sén proteines
minoritaries i han estat identificades en pocs estudis
(Kraeva i col., 1998; Ferreira i col., 2002; Sarry i col,
2004; Cilindre i col., 2008). En la Figura 1F podem
observar [l'estructura quaternaria de la pB-1,3-

Glucanasa de Vitis vinifera. Figura 1F. Estructura quaternaria de la
6-1,3-Glucanase de Vitis vinifera.
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1.3.2. Proteines-PR3: les quitinases.

Les quitinases [poli(1,4-N-acetil-B-D-glucosamina) glucanohidrolasa, E.C. 3.2.1.14]
degraden la quitina. La quitina és un polimer de N-acetil-D-glucosamina, amb unions 3-1-4,
sovint situat a la paret cel-lular dels fongs patogens i als exosquelets dels artropodes
(Mauch i col., 1988a i 1988b). Aquest enzim normalment és multifuncional, i a més pot tenir
activitat quitosanasa o lisozima. Les quitosanases hidrolitzen el quitosan (quitina
desacetilada), component de la paret cel-lular dels fongs; la lisozima hidrolitza mureina (un
peptidoglica), és un component de la paret cel-lular dels bacteris. La purificacido de la
lisozima i de les quitinases, ha permes observar in vitro que inhibeixen el creixement
d’alguns fongs i d’alguns bacteris patogens (Mauch i col., 1988a i 1988b; Stintzi i col., 1993).

L'activitat quitinasa augmenta al principi de la etapa de maduracio del raim, i continua
augmentant mentre s’acumula sucre durant I'etapa de creixement del raim (Robinson i col.,
1997; Derckel i col.,, 1996 i 1998); podem observar a la Figura 1G, l'augment en la
concentracié de quitinases a partir de la desena setmana després de la floracié. Com ja

hem descrit anteriorment aquesta caracteristica és comu en totes les proteines-PR del raim.

Taula 1D. Massa molecular de les proteines-PR del vi.
(Pocock i col., 2000)

Weeks after fiowering M b}'

2 4 6 B 10 12 14 16 protein S5DS PACE= ESI-MS%
VVTL1 24 000 21 272

o minaor TL 25 000 21 260

Vvthia ChitA 32 000 25 042

o e _ ChitB 33 000 25 588

'_ _ i . ChitC 32 000 25410

Figura 1G. Expressid del gen VvChi4 al llarg ChitD 34 000 25 457

de 'etapa de maduracid del raim.

i X # Estimated from comparison to standards, +2000 Da. & L5 Da.
(Robinson i col., 1997)

“lon at 21 250 also detected 1n all samples of VVTL1 and under
all conditions of mass spectromatry.

En l'andlisi electroforetic dels teixits del raim s’ha observat fins a 13 isoformes
diferents de quitinasa, 4 d’elles amb propietats basiques i 9 amb propietats acides (Derckel i
col., 1996).

El percentatge de participacio de les diferents quitinases en el contingut proteic total
del vi es forca heterogeni tal i com es pot observar en la Figura 1E. En aquest estudi pero
s’han detectat nomeés sis quitinases, les tres més abundants son la ChitB (9%), la ChitC
(12%) i la ChitD (20%). La ChitA és minoritaria (6%), també trobem la ChitE i la ChitF, entre
les dues representen el 3% del contingut proteic (Waters i col., 1998; Pocock i col., 2000).
La massa molecular d’aquestes es pot observar a la Taula 1D. Estudis realitzats mitjancant
la técnica d’espectrometria de masses, han permés identificar fins a 9 quitinases diferents
presents en el vi, aquestes tenen una massa molecular entre 25.329 i 25.958 Da (Waters i
col., 1998; Pocock i col., 2000; Hayasaka i col., 2001).
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El grup de les proteines-PR3 esta format
principalment per les quitinases, perd les quitinases
també es troben distribuides per altres families de
proteines-PR (PR4, PR8 i PR11) (van Loon i col.,

2006). En la Figura 1H podem observar I'estructura

quaternaria de les quitinasa 3 de Vitis vinifera.

Figura 1H. Estructura quaternaria de la
1.3.3. Proteines-PR4. quitinasa de Vitis vinifera (CHIT3_VITVI).

L'analisi per HPLC acoblat a masses ha permes identificar tres proteines-PR4 en el
raim amb una massa molecular de 12.905, 12.995 i 13.020 Da respectivament (Hayasaka i
col., 2001). La proteina amb massa molecular 13.020 Da s’ha caracteritzat com a VvPR-4a
per analisi de la sequéncia del cDNA, les altres dues proteines no han estat identificades; es
coneix que el gen VvPR-4a forma part d’'una familia multigénica altament relacionada en la
gue hi ha entre dos i cinc gens (Tattersall, 1999). Quitinases de la classe 1 i 2 estan incloses

en aquest grup de proteines (Ferreira i col., 2002).

1.3.4. Proteines-PR5: la taumatina. ,’“ -
En el grup de les proteines-PR5, es troben la . xﬂa r(_/\
taumatina, la osmotina i les proteines amb estructura I ' >R

semblant a la taumatina i a la osmotina; totes elles estan
presents en el vi. SOn proteines amb estructura
compacta i globular, amb pocs llocs disponibles per
'accid de les proteases (Tattersall i col., 2001). Aquest
grup de proteines s’han conservat al llarg de I'evoluci6 i
normalment tenen propietats acides. No tenen una funcio
massa coneguda, pero alguns experiments in vitro han  Frigura1l. Estructura quaternaria de les
demostrat activitat antifungica (Hejgaard i col.,, 1991; proteines-PRS. (Nicotiana Tabacur)
Vigers i col., 1991; Woloshuk i col., 1991; Abad i col., 1996).

La taumatina va ser identificada per primer cop en els fruits de la planta
monocotiledonia de I'oest d’Africa Thaumatococcus daniellii (Van der Wel i Loeve, 1972). La
taumatina és un potent edulcorant utilitzat habitualment en la industria alimentaria. Aquesta
propietat perd sembla no estar present en les proteines amb estructura semblant a la
taumatina presents en el vi, ja que no s’ha observat diferéncies significatives entre l'aigua i
laigua amb diferents dosis de la fraccid vinica que conté les proteines amb estructura
semblant a la taumatina, per tan I'efecte edulcorant d’aquestes proteines no és present als

nivells de fraccio vinica utilitzats en el tast (Peng i col., 1997). S’ha postulat que la preséencia

10
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i la posicio espaial dels residus de leucina de la taumatina, és una caracteristica important
respecte a les propietats edulcorants d’aquesta (Ogata i col.,, 1992; Van der Wel i Bel,
1976). La baixa concentraci6 d'aquests residus basics en les proteines acides amb
estructura semblant a la taumatina presents al vi, és una possible explicacié de la pérdua de
la propietat edulcorant d’aquestes. Per métodes immunologics s’han identificat dues regions
en la sequencia aminoacidica de la taumatina relacionades amb la propietat edulcorant i
potenciadora de gust d’aquesta proteina (Slootstra i col., 1995); en aquestes regions les
proteines amb estructura semblant a la taumatina que conté el vi només presenten un 37%
d’homologia. La pérdua d’homologia en aquestes regions relacionades directament amb la
propietat edulcorant i potenciadora del gust de la taumatina, ja s’han descrit en altres
plantes, com per exemple la planta del tabac (Singh i col., 1987) i el cirerer (Fils-Lycaon i
col., 1996), i com en el cas de les proteines amb estructura semblant a la taumatina del vi,
aquestes proteines no son edulcorants. Es considera que la preséncia d’aquestes regions
en la sequiéncia aminoacidica, és el tret diferenciador entre la taumatina i les proteines amb
estructura semblant a la taumatina (Peng i col., 1997). Sembla ser perd que les proteines
amb estructura semblant a la taumatina presents en el vi actuen com a potenciadors del
gust, incideixen en la percepcid dels gustos metal-lics i amargs, i actuen sinérgicament amb
altres potenciadors del gust com és el glutamat monosodic.

S’han identificat tres proteines amb estructura semblant a la taumatina en el vi (Figura
1E); la VVTLL, la VVTL2 i la VVTL3, Vitis vinifera thaumatin-like protein 1, 2 i 3
respectivament (Tattersall i col., 1997; Peng i col., 1997; Waters i col., 1998). Tal i com
s'observa en la Figura 1E, la VVTL1 és la proteina-PR5 més abundant en el vi, representa
el 42% del contingut proteic (Waters i col., 1998), mentre que les altres dues soOn
minoritaries i ambdues representen el 8% de la proteina total (Peng i col., 1997; Waters i
col., 1998). Aquestes proteines tenen una massa molecular entre 21.272 i 21.239 Da
(Pocock i col., 2000; Hayasaka i col., 2001); segons els resultats que es mostren en la Taula
1D ala VVTLL1 li correspon una massa molecular de 21.272 Da (Pocock i col., 2000).

La VVTLL1 esta codificada per un gen que forma part d'una familia multigenica, en el

raim s’expressa per combinacié de la concentracio de sucre

Weeaks post flowering

acumulat i la tovor del gra (Tattersall i col., 1997). Lafunci6 2 2 ° 89 W T BT
exacta de la VVTL1 és desconeguda, per0 la seva o4
acumulaci6 en el raim esta correlacionada amb la capacitat : iZ
de Uncinula necator a iniciar noves infeccions en aquest _ 30
(Tattersall i col., 1997). Podem observar en la Figura 1J que oy ~ 204

- 144

la VVTLL apareix en el raim 11 setmanes després de la
Figura 1J. Acumulacié de la VvTL1.

floracio i es a partir de llavors que es comenca a acumular (Tattersall i col., 1997)

1
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en el raim, ja que cada cop la banda electroforética és més intensa degut a una major
concentracié d’aquesta, caracteristica que també hem descrit en les quitinases.

Les proteines amb estructura semblant a la osmotina presents en el vi, a diferéncia de
les que tenen estructura semblant a la taumatina, s’han caracteritzat com a proteines amb
propietats basiques (Monteiro i col, 2001; Capelli i col., 1997; Takeda i col., 1991; Singh i
col., 1987).

1.4. Glicosilacio de les proteines del vi blanc.

La glicosilacié proteica té lloc normalment en el reticle endoplasmatic rugos de les
cél-lules eucariotes del raim i del llevat. Aquest procés ampliament distribuit per tota la
naturalesa, consisteix en la modificacio de l'estructura de la proteina per l'addici6 de
carbohidrats; quan el monosacarid que s’uneix €s la glucosa s’anomenara glucoproteina i
qguan és la mannosa, mannoproteina. Aquest procés normalment marca el desti de la
proteina i també ajuda en el plegament espaial de I'estructura quaternaria d’aquesta.

Tres fraccions glicoproteiques es van identificar en el vi en els primers estudis
realitzats, aquestes fraccions tenen una massa molecular de 12.6, 25 i 28 KDa,
respectivament (Hsu i Heatherbell, 1987a). Estudis més recents en els que s’ha combinat la
electroforesis desnaturalitzant amb la tincié de I'acid periodic (PAS), tincio especifica de
glicoproteines, han permes identificar quatre fraccions polipeptidiques de massa molecular

20, 25, 30 i 65 KDa respectivament, aquestes

kDa 1 2 3 4 5 4 5
fraccions ja estan presents en el most. La 104 =
utilitzaci6 de Concanavalina A (ConA) ha 433_?;-
permés aillar aquestes fraccions proteiques i
glicosilades. Els resultats obtinguts es j::_

mostren a la Figura 1K i corroboren els ja By

descrits anteriorment (Waters i col., 1993; Figura 1K. Glicoproteines del vi blanc. (1) estandards;
Marchal i col., 1996 i 1998; Weiss i col., 1998; (2)most; (3) viblanc; (4 i 5) analisi amb ConA.

" ’ " ’ (Dambrouck i col., 2003)
Dambrouck i col., 2003;).

Hi ha estudis que evidencien la glicosilacié de la major part de les proteines del vi, el
percentatge de glicosilacio pot variar entre el 0.3 i el 33,3% (Dambrouck i col., 2003). La
fraccié de glicoproteines més important quantitativament en el vi conté menys d’'un 10% de
glicosilacig, té una massa molecular entre 12.1 i 30.8 KDa i el punt isoeléctric oscil-la entre
3.7 1 4.9, els monosacarids implicats son l'arabinosa, la ramnosa, la galactosa i la glucosa

(Yokotsuka i Singleton, 1997).
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En el vi també trobem molecules amb un baix contingut proteic perd que estan
altament glicosilades; en aquest cas el percentatge de la part proteica pot ser inferior al 10%
i per aixo0 molts autors les consideren polisacarids i no proteines. Mitjancant estudis
electroforetics en condicions desnaturalitzants i utilitzant la tincié de I'acid periodic (PAS),
s’ha observat que principalment aquestes moléecules tenen un elevada massa molecular de
=100 KDa. Es tracta d’arabinogalactans, procedents del raim (Saulnier i col., 1992; Waters i
col., 1994a) i mannoproteines procedents del llevat (Waters i col., 1993; Marchal i col.,
1996; Dupin i col., 2000a; Dambrouck i col., 2003). Aquestes macromolécules a diferéncia
de les proteines o de les glicoproteines no es tenyeixen amb Coomassie Blue ni amb tincio
de plata (Waters i col., 1993; Frevert i Ballou, 1985).

S’ha descrit un perfil glicoproteic diferent al llarg de les diferents etapes de vinificacio, i
s’ha observat una marcada disminucié en la concentracio de les glicoproteines durant el
procés de la fermentacio alcoholica. Llavors la glicosilacié de les proteines no implica una
estabilitzacié d’aquestes davant de la desnaturalitzacio i posterior precipitacié per augment
de la concentracié d’etanol o per la disminucio del pH, i tampoc no esta relacionada amb la

resisténcia a la protedlisis (Yokotsuka i Singleton, 1997).

1.5. Composicié aminoacidica de les proteines del vi blanc.

A partir d’estudis realitzats mitjancant HPLC s’ha observat que entre el 65 i el 80%
dels aminoacids que formen part de la seqliiéncia aminoacidica de les proteines del vi sén
aminoacids hidrofilics, entre els quals la serina, I'aspartic i el glutamic son els aminoacids
polars majoritaris i la glicina i la alanina sén els aminoacids no polars més abundants. El
percentatge aminoacidic restant esta constituit principalment per aminoacids hidrofobics
entre els quals els majoritaris son la leucina, la valina i en alguns casos la prolina (Santoro,
1995). La composicié aminoacidica és tan semblant entre les proteines del vi que aquest
autor suggereix que o totes les fraccions proteiques del vi formen part d’'un grup similar de

proteines o totes han estat originades per hidrolisis del mateix complex proteic.

1.6. Factors que influencien en el contingut proteic del vi blanc.

Els factors que influencien en el contingut proteic del vi blanc sén diversos, i a més,
estan presents tant en el procés de formacio del raim com al llarg de I'etapa de recol-leccio i
vinificacié d’aquest. Ara bé, és durant la fermentacié alcoholica que hi té lloc la principal

disminucio del contingut proteic del vi.
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1.6.1. Factors que influencien quantitativament en el contingut proteic del vi blanc.

Existeix un ampli i variat ventall de factors que poden influenciar en la concentracio

final de proteina en el vi, a continuacio es descriuen els més importants:

La varietat de Vitis vinifera marca significativament la concentracié de proteina, no
totes les varietats donaran lloc a vins amb igual concentracié proteica (Lamikanra i Inyang,
1988). Per exemple, la concentracié de proteina en vins obtinguts a partir de la varietat
Sauvignon Blanc sera major que la dels vins obtinguts a partir de la varietat Macabeu.

Els factors mediambientals com el clima i el tipus de sol de la regié on s’ha cultivat el

raim, aixi com I'estat sanitari del raim també influencien en la concentracié proteica. Raims

de la mateix varietat de Vitis vinifera, pero d’anyades diferents, o de regions diferents, poden
tenir diferent concentracié proteica (Dizy i Bisson, 1999; Sarmento i col., 2001). En la Taula
1C i Figura 1D es pot observar com influencia I'estat sanitari del raim en el contingut proteic
del vi final (Girbau i col., 2004).

L'estat de maduresa en el que es cull el raim esta relacionat directament amb la

concentracié de proteines solubles en el vi; a més maduresa del raim més concentracio
proteica en el vi, ja que la concentracié de proteina en el raim augmenta al llarg del procés
de maduracié (Murphey i col., 1989). Aquest punt s’ha ampliat en l'apartat en el que
s'estudia les proteines-PR del vi (Figura 1G i 1J).

Estudis recents pero indiquen que els factors mediambientals i I'estat sanitari del raim,
sén més decisius que el grau de maduresa del raim en I'expressié i acumulacié de les
proteines del raim (Monteiro i col., 2003a).

El tipus de verema condiciona la concentraci6 de proteines al most; la verema

mecanica augmenta la concentracié de proteina degut a una menor integritat del gra de
raim en comparacié a la verema tradicional a ma (Paetzold i col., 1990; Derckel i col., 1996 i
1998). La verema mecanica permet el contacte del suc del raim amb la pell o altres parts del
raim, tot afavorint I'extraccid proteica i aixi augmentant la concentraciéo de proteina en el
most. La verema mecanica seguida d’un llarg transport, implica un vi més inestable degut a
'augment de la concentracid proteica en aquest (Pocock i Waters, 1998b).

L'augment de la pressié de premsat incrementa la concentracié de proteines en el

most obtingut, ja que hi té lloc un augment en I'extraccié proteica.

La maceracio pel-licular abans de la fermentacio, incrementara la concentracié de

proteina final degut al contacte del suc del raim amb les pells, s'afavoreix I'extraccié de

proteines procedents de la pell del raim (Paetzold i col., 1990); aquesta aportacié no sera

molt important perqué ja hem vist anteriorment que la pell conté poca proteina (Taula 1A).
En el desfangat s'observa activitat proteolitica degut a les proteases del raim que

degraden parcialment les proteines del most, les proteases del raim es troben en les parts
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solides i en la polpa. La sedimentacié d’aquestes parts solides juntament amb els enzims
proteolitics que contenen, afavoreix la disminucié de [I'activitat proteolitica sobre les
proteines del most.

La fermentacié alcoholica és la principal ————

. . ., . . Must after pressing
causa de la disminucioé en el contingut proteic L5 ] )
Wine after alcoholic
del vi respecte al most; l'augment de la & » fermentation
= LU -
concentracio d’etanol que té lloc al llarg de la &
-~
fermentacio alcoholica afavoreix la =95 0
. ., . . . 8 .
desnaturalitzacio proteica i posterior 0.0 e .
precipitacié per insolubilitzacié de les proteines 1 Wine after alcoholic
) 0.5 - fermentation
del most. La concentracié de proteines en el 0.4  TFinished wine

most oscil-la entre 180 i 790 mg/l, mentre que
en el vi esta entre 15 i 230 mg/l (Bayly i Berg,
1967); en el vi hi ha entre el 25-50% menys de

proteina que en el most (Kock i Sajak, 1959;

) ) L5 2.0 2.5 3.0 35 40

Murphey i col., 1989; Santoro, 1995). Canals i Elution volume (mL)

Figura 1L. Separacié mitjangant intercanvi cationic
de les proteines del most, del vi despres de la

most i del vi mitjancant cromatografia d’exclusié fermentacid i del vi acabat. (Canals i col., 1998)

col.,, (1998) en l'estudi de les proteines del

molecular i d’intercanvi cationic mostren aquesta disminucié en la concentracioé de proteines
del vi respecte al most (Figura 1L).

Els tractaments postfermentatius que s'utilitzen per estabilitzar el vi acabat abans

d’embotellar-lo també impliquen una disminucié del contingut proteic, es pot observar a la
Figura 1L. El tractament amb bentonita (es descriu més ampliament en apartats posteriors),
que es realitza en el procés de clarificacié del vi blanc implica una disminucié important de
la concentracié proteica del vi. El tractament criogénic per eliminar els solids en suspensio i
en dissolucid, aixi com I'excés de bitartrat de potassi i de tartrat neutre de calci, també té
influencia en la concentracié final de proteina en el vi.

Hem pogut comprovar que existeixen nombrosos factors que influencien en la
concentracio final de proteina del vi blanc; aquests estan distribuits al llarg de les diferents
etapes de creixement i desenvolupament del raim (en el cep), i al llarg del procés
d’elaboracié del vi. Es necessari doncs, un bon control de tots aquests factors per poder

obtindre un vi amb una concentracio proteica adequada.
1.6.2. Factors que influencien qualitativament en el contingut proteic del vi blanc.

Molts autors han estudiat la influencia en el contingut proteic del vi, de la varietat del

raim, la técnica de vinificacié utilitzada, I'anyada, la regi6 en la que s’ha cultivat el raim,... La
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utilitzacié de técniques immunologiques ha permes coneixer que vins obtinguts a partir de
varietats diferents, ja sigui de raim blanc o negre, o elaborats per diferents técniques de
vinificacid, d’anyades diferents i procedents de regions diferents, estan formats per fraccions
polipeptidiques de massa molecular similar; si la regié de la que procedeixen i 'anyada és la
mateixa llavors aquestes fraccions son idéntiques (Ferreira i col., 2000). L'analisi mitjancant
MALDI-TOF de les proteines del vi de varietats i anyades diferents, aixi com de regions
diferents i utilitzant tecniques de Vvinificaci6 diferent, corrobora que les fraccions
polipeptidiques tenen masses moleculars similars i que per tan no hi ha diferéncies entre els
perfils polipeptidics d'aquests vins (Weiss i col.,, 1998). Aixi doncs aquests factors (la
varietat de Vitis vinifera, I'anyada, la regio, el clima, el sol, la técnica de vinificaci6 utilitzada),
condicionaran la concentracio final de proteina en el vi, com ja s’ha vist anteriorment, pero
sembla que no estan tan relacionats amb el contingut proteic, o sigui sén factors importants
a nivell quantitatiu pero no tan a nivell qualitatiu.

La majoria dels estudis realitzats per tal de conéixer quins factors influencien

gualitativament en el contingut proteic del vi, han demostrat que la fermentacié alcohdlica és

el principal i més important procés implicat en la variacié de la composicié proteica final del
vi (Figura 1L).

A més a més pero, les proteines sofreixen protedlisis, hidrolisis en la seqléncia
aminoacidica que implica pérdues aminoacidiques més o0 menys importants i per tant canvis
a nivell d’estructura i principalment de carrega electrica. En el vi hi ha proteines que poden
tornar-se insolubles degut a la proteolisis perd també hi ha fraccions proteiques que en son
resistents. La proteolisis d’aquestes fraccions proteiques resistents genera una ampli i variat
rang de polipéptids que difereixen homés per alguns aminoacids en funcié del grau de
proteolisis sofert (Monteiro i col., 2001). La protedlisis enzimatica pot donar-se per accio
d’enzims procedents de llevat (Feuillat i col. 1980), d’origen bacteria (Farias i Manca de
Nadra, 2000) o bé procedents de fongs patogens (Marchal i col., 1998; Girbau i col., 2004).
La proteolisis enzimatica d’origen flungic genera canvis en el perfil proteic del vi i aquests
seran més importants com meés infectat estigui el raim tal i com s’observa en la figura 1D
(Girbau i col., 2004); aixi doncs |'estat sanitari en el que es troba el raim influeix tan
guantitativa com qualitativament en el contingut proteic del vi. Hi ha estudis que suggereixen
gue les proteines resistents a la proteolisis no posseeixen intrinsecament la propietat de ser
resistents (Dizy i Bisson., 1999), sind que I'adquireixen per associacié amb els compostos
fendlics (Heatherbell i col., 1984), o degut a la seva glicosilacié (Waters i col., 1995b); en
altres estudis s’ha demostrat que aquesta propietat no esta relacionada ni amb la presencia

d’inhibidors, ni dels polisacarids que actuen com a col-loides protectors (Waters i col., 1992).
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Llavors, tan la fermentacié alcoholica com la protedlisis son els factors responsables
del procés selectiu d’extraccié de proteines del most, en el vi trobarem principalment les
proteines resistents a aquestes condicions (Ferreira i col., 2002). Aquestes proteines ja han
estat descrites per molts autors i sén les proteines-PR, com ja hem descrit en apartats
anteriors sén aquestes les proteines majoritaries en el vi (Waters i col., 1992 i 1996;
Monteiro i col., 2006). EI mecanisme pel qual aquestes proteines son resistents a I'etanol o
a la proteolisis no esta del tot clar, perd aquestes propietats son tipiques de les proteines-
PR en general.

2. Influéncia de les proteines en les propietats organoléptiques

del vi.

Les proteines del vi poden unir-se a compostos volatils tot estabilitzant 'aroma del vi
(Lubbers i col., 1994); protegeixen el vi de la precipitaci6 tartarica (Lubbers i col., 1993;
Gerbaud i col., 1997; Moine-Ledoux i col., 1997); s6n en part responsables de la sensaci6
de untuositat i cos en els vins (Kwon, 2004); estan relacionades directament en la estabilitat
de I'escuma del cava o del champagne (Brissonnet i Maujean, 1991; Malvy i col., 1994;
Pueyo i col., 1995; Andrés-Lacueva i col., 1996); i les mannoproteines estan implicades en
la reduccio de la terbolesa dels vins inestables (Waters i col., 1993, 1994a i 1994b).

Fins ara només hem enumerat les propietats organoleptiques del vi en les que les
proteines influencien positivament, pero les proteines també estan implicades en la
inestabilitat del vi blanc, un dels problemes d'origen no microbioldogic més important del vi
blanc embotellat (Bayly i Berg, 1967; Waters i col. 1992). Un vi blanc embotellat que no sigui
estable, d’'aspecte terbol, no s’'accepta per ser venut i llavors no es pot comercialitzar.
Aquesta terbolesa, es pot observar en la Figura 2A, apareix quan les proteines deixen de
ser estables i precipiten, per aix0 aquest problema es
coneix com inestabilitat proteica. En la industria
enologica existeixen moltes técniques per tal d’eliminar
aquestes proteines inestables i aixi evitar aquesta
precipitacié en botella (s’estudia més ampliament en
apartats posteriors), perd la seva eliminacié esta

directament relacionada amb la disminuci6 de les

propietats organoléptiques en les que hi soOn

Figura 2A. Enterboliment que apareix en el
vi blanc embotellat .

beneficioses.
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3. Les proteines inestables.

Durant els darrers 50 anys molts investigadors han intentat identificar i caracteritzar
les proteines inestables del vi ja que aconseguir-ho implicaria coneixer les seves propietats
fisico-quimiques i aixi trobar un métode optim per a la seva eliminaci6. Quines son les
proteines inestables del vi?, Quina és la seva massa molecular?, Quin és el seu pl?, Quin
és el mecanisme de precipitaciéo d’aquestes?, son els temes que es tractaran en aquest
apartat.

Inicialment es creia que la precipitacié proteica estava relacionada amb totes les
proteines del vi, llavors era evident pensar que un vi amb més concentracio proteica seria
més inestable que un vi amb una concentracio proteica inferior. Pero tal i com s’observa a la
Figura 3A, no hi ha una correlacio directa entre la concentracio total de proteina en el vii la
inestabilitat d’aquest (vers la temperatura), ja que el vi B conté aproximadament la meitat de
proteina que el vi A i en canvi és lleugerament més inestable que aquest (Hsu i Heatherbell,
1987a), aquests resultats han estat corroborats per altres autors (Moretti i Berg, 1965; Bayly
i Berg, 1967; Waters i col. 1991; Dizy i Bisson, 1999; Mesquita i col., 2001). Aixi doncs, sera
I'estudi de les fraccions proteiques del vi i no la concentracio total de proteines que aquest

conté, que ens permetra coneixer les proteines inestables del vi.
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Figura 3A. Variacio en la concentraci6 de proteina i de Figura 3B. Separaci6 electroforética de les proteines
compostos fendlics, aixi com de la inestabilitat del viamb el termoinestables del vi blanc. (A i B) vi abans i després
tractament amb bentonita. (Hsu i Heatherbell, 1987b) d’aplicar calor; (C) precipitat. (Hsu i Heatherbell, 1987b)

Els estudis basats en la identificacié de les proteines inestables del vi segueixen dues

estrategies experimentals diferents: la primera consisteix en l'estudi del precipitat que
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apareix en els vins inestables després d'aplicar el test del calor (Hsu i Heatherbell, 1987b); i
la segona consisteix en I'obtencié de les diferents fraccions proteiques del vi per precipitacio
d'aquestes amb percentatges creixents de sulfat d’amoni saturat, aquestes fraccions
s'addicionen de nou al vi i s'aplica calor (80 °C, 6h) al vi enriquit amb cada fraccid, les
fraccions estables seran aquelles que després d’addicionar-les al vi no augmenten la
terbolesa d’aquest respecte el vi inicial (Waters i col., 1991). En cap dels dos casos es
treballa amb una precipitacié natural de les proteines del vi.

En la Figura 3B es mostra la separacidé mitjangant LDS-PAGE de les proteines del
precipitat obtingut després d’aplicar al vi inestable el test del calor; es pot deduir que sén
practicament totes les fraccions proteiques inicialment presents en el vi (carrera A), les que
precipiten quan s’aplica calor al vi (carrera C). Sén pero, les proteines de baixa massa
molecular (12.6, entre 20 i 30 KDa) les que estan directament implicades en la inestabilitat
proteica (Hsu i Heatherbell, 1987b).

Cinc fraccions proteiques majoritaries hi ha en el vi blanc segons Waters i col. (1991)
guan es realitza un fraccionament de les proteines del vi amb dosis creixents de sulfat
d’amoni, aquestes fraccions estan formades principalment per proteines amb massa
molecular 24, 32 i 63 KDa respectivament (Figura 3C esquerra); totes les fraccions
contribueixen en la formacid de terbolesa ja que en tots els casos al augmentar la dosis
addicionada al vi inicial s’observa un augment en la formacié de terbolesa (Figura 3C dreta).
La fracci6 E genera un 50% més de terbolesa que la fracci6 B. La fracci6 E conté
principalment les proteines de massa molecular 24 KDa, mentre que la fraccié B conté a
meés de les proteines de massa molecular 24 KDa les de massa molecular 32 KDa. Les
fraccions C i D no generen un augment de la terbolesa proporcional a l'augment en la

concentracio d’aquestes fraccions en el vi. Aquestes fraccions contenen una proteina de
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Figura 3C. Separacid electroforética de les diferents fraccions proteiques del vi obtingudes per
precipitacié mitjangant percentatges creixents de sulfat d’amoni (esquerra); influéncia de les diferents
fraccions proteiques en la inestabilitat del vi quan s’aplica calor (dreta). (A) 60% (NH,),SO,; (B) entre
65-70% (NH,),SO,; (C) fraccions que no precipiten amb un 70% de (NH,),SO, (Waters i col., 1991)
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massa molecular 63 KDa, alguns estudis suggereixen que aquesta proteina actua com a
factor protector de la terbolesa, és termostable i esta glicosilada (Bayly i Berg, 1967; Hsu i
Heatherbell, 1987b; Waters i col., 1991; Waters i col., 1993).

Ambdues estratégies descrites en aquest apartat sobre l'estudi de les proteines
inestables mostren resultats semblants, les proteines inestables del vi tenen una massa
molecular entre 20 i 32 KDa. La sequenciacio de les fraccions de 24 i 32 KDa ha permés
identificar aquestes proteines; son proteines-PR i principalment s’han trobat quitinases i
proteines amb estructura semblant a la taumatina (Waters i col., 1992), aquestes seran
doncs les proteines responsables de la terbolesa dels vins blancs embotellats (Waters i col.,
1998). Sén proteines amb propietats acides (pl entre 4.1 i 5.8) i estan glicosilades (Hsu i
Heatherbell, 1987b).

Taula 3A. Separacid de les proteines del vi segons el seu pl (dalt); tipus de sediment generat pels diferents
grups de proteines obtinguts per separacié en funcié del pl (baix). (Dawes i col., 1994)

Sample Fractionno. plrange Mo. of proteins Protein*
in each group (ug)
Group | 1-2 =7.00 16 1520
Groupll 3-6 =7.00 10 8650
Group lll 7-9 7.00-5.94 0 trace
10-12 5.94 -5.36 a8 1780
Group IV 13- 16 5.36 - 4.65 7 3790
Group V 17-31 4.65-3.80 12 3720
{frac. 31 < 3.80)
Protein fractions added Concentration of Haze after heat/cold test Protein® in supernatant
to protein-free wine protein® in sample after heat/cold test
{mg/L) visual clarity* Ao om {mg/L)
Group | 65.30 + 0.087 17493
1 mm compact sediment
Group ll 77.54 ++ 0.082 19.18
1 mmm compact sediment
Group i 69.51 + 0.042 702
5.5 mm floccular sedimeant
Group IV 75.42 + 0.111 10,59
4.5 mm fioccular sediment
Group V 75.42 += 0.041 29.10
suspended haze
Controls
Groups | -V B2.22 ++ 0.053 18.55
{in protein-free wine) 1 mm compact sediment
Groups |-V 7742 ++ 0.049 2211
(in tartrale buffer) 1 mm compact sediment
Tartrate buffer 9.33 - 0.018 5.55

{in protein-free wine)

Dawes i col. (1994), han estudiat la influencia del pl de les diferents fraccions
proteiques del vi en la inestabilitat d’aquest, també han utilitzat el test del calor com a criteri
d’estabilitat de les diferents fraccions obtingudes. Segons aquest estudi totes les proteines
del vi sén termolabils, sén inestables amb la temperatura, resultats que corroboren els
mostrats anteriorment, ara bé no totes les fraccions floculen o precipiten de la mateix
manera. Son cinc les fraccions proteiques obtingudes després de separar les proteines del
vi en funcio del seu pl; la fraccié majoritaria té un pl=7 (Grup Il Taula 3A dalt) seguit per les
fraccions amb pl entre 5.36 i 3.80 (Grup IV i V Taula 3A dalt). La concentracio proteica

d’aquestes fraccions disminueix en tots els casos quan al vi s’aplica el test del calor, ara be,
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la disminucié és més o menys accentuada en cadascuna d’elles (Taula 3A baix). La fraccio
amb pl entre 5.94 i 5.36 és la que presenta una major disminucié en la seva concentracié
respecte el vi inicial ja que desprées d’aplicar el test del calor, només hi roman el 10% de la
concentracié inicial; el 14% de les proteines del grup IV només resta en el vi després
d’aplicar el test del calor; el grup de proteines més termostables correspon al format per les
proteines més acides (Grup V), en aquest cas després d’aplicar el test del calor el 38%
d’aguestes romanen en el vi .

Ja hem vist que els diferents grups de fracciones obtingudes en funcié del pl es
comporten de manera diferent davant del test del calor, perd a més, aquestes fraccions
també donen lloc a diferents tipus de precipitat tal i com s’observa en la Taula 3A (baix) i en
les imatges de la Figura 3D. El precipitat generat per les proteines amb elevat pl (=7.0) és el
més compacte; el precipitat de les proteines amb pl intermedi (5.94-5.36 i 5.36-4.65) és
entre 4 i 5 cops superior al obtingut per les proteines amb elevat pl i és un precipitat molt
menys compacte; el precipitat de les proteines amb pl baix (<4.65) és una suspensio.
Segons aquests resultats, totes les proteines del vi s6n termoinestables perd son les que
tenen un pl entre 6 i 4.5 les més inestables. A més, també podem concloure que els

precipitats obtinguts sén més compactes com més alt és el seu pl.

Figura 3D. Aparenga dels precipitats generats al aplicar el test del calor en el vi enriquit amb els
diferents grups de proteines obtinguts per separacié en funcié del seu pl. (Dawes i col., 1994)

En tots aquests estudis s'utilitza el test del calor per valorar I'estabilitat de les diferents
fraccions proteiques del vi, no existeixen estudis en els que es demostri que el test del calor

reprodueix exactament la precipitacio natural de les proteines inestables del vi blanc, de fet
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aguest mecanisme encara és forca desconegut, encara que es creu que n'és una
aproximacio, llavors els resultats obtinguts estan relacionats principalment amb les
proteines termolabils del vi.

El mecanisme de precipitacié d’aquestes proteines inestables del vi encara és incert,
sembla que les proteines del vi sofreixen una lenta desnaturalitzacio, s'agreguen entre elles
i amb altres compostos presents en el vi, el tamany de l'agregat va augmentant
progressivament fins que es dona la floculacio, i tot seguit la sedimentacié i aparicio del
precipitat (Bayly i Berg, 1967;
Hsu i Heatherbell 1987a; Waters
i col, 1991 i 1992). Podem

observar en la Figura 3F el

Charged hvdrophilic colloid Charged hydrophobic colloid

model descrit en la precipitacio

proteica segons Ribéreau-Gayon

i col, (1976), els dos factors

Discharge
Discharge

relacionats amb la

desestabilitzacié de les proteines

. . . __d#’c“' /- H\_

del Vi que implica la P iq%% /-ﬁ.' )
: 2 P

desnaturalitzacio d’aquestes {f g e | \‘\
. M &f? Dehydrat \\J |

estan relacionats amb la oo o/

Discharged hydrophilic colloid Flocculated particles

hidrataci6 i la carrega de les ) e L .
Figura 3F. Model de precipitacié de les proteines inestables del vi.

proteines en solucié. (Ribéreau-Gayon i col., 1976)

4. Els tests d’estabilitat.

Després de la fermentacié alcohodlica el vi blanc s'estabilitza front possibles
precipitacions en botella, com és la precipitacio proteica. Un vi blanc embotellat que no sigui
estable, d’aspecte térbol, no s’accepta per ser venut i llavors no es pot comercialitzar,
aguest fenomen es coneix com inestabilitat proteica i tal com ja hem comentat en I'apartat
anterior és un dels problemes d’origen no microbiologic més important del vi blanc
embotellat.

La estabilitzacié del vi blanc vers la precipitacié proteica es dona per addicié de
determinades substancies que es coneixen com a clarificants (se’'n parla més ampliament
en 'apartat seglient), amb capacitat per flocular i sedimentar tot emportant-se les proteines
presents en el vi. Cada vi inestable perdo necessita una dosi de clarificant diferent,
habitualment s'utilitzen els tests d’estabilitat proteica per tal de coneixer quina és la dosi

necessaria de clarificant que hem d’'addicionar al vi per tal d’estabilitzar-lo.
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Els tests d'estabilitat provoquen la precipitacié de les proteines presents en el vi, i
assumeixen que la terbolesa que apareix a posteriori reflexa el potencial d’inestabilitat
d'aquest. Si després del tractament amb una dosi determinada de clarificant, apliquem el
tests d’estabilitat i ens déna que el vi és inestable, aixd ens indica que la dosi no ha estat la
adequada i que cal augmentar-la; pero si pel contrari el resultat és un vi estable, aixd no ens
assegura que el contingut proteic del vi no acabi precipitant a la botella, només ens indica
qgue en aquests moments el vi és estable. Cada test precipita les proteines basant-se en
criteris diferents i llavors els resultats entre tests no tenen perqué ser comparatius, de fet
normalment tests diferents ens donen resultats diferents. Ja hi ha nombrosos estudis que
classifiguen aquests tests en funcié de la seva sensibilitat, i aixi doncs, del grau de
credibilitat dels resultats finals (Dubourdieu i col., 1988; Toland i col., 1996).

Es considera que un vi és estable, quan l'increment de NTU (unitats de mesura de la
terbolesa) entre el vi inicial i el vi després d’aplicar el test d’estabilitat, és inferior a 2 (Moine-
Ledoux i Dubourdieu 1999).

De quins tests d'estabilitat disposem per tal de predir la inestabilitat proteica del vi

blanc? Com actua cada test? Tot seguit donarem resposta a aquestes preguntes.

4.1. El test del calor o test termic.

Aquest test va ser descrit per primer cop per Pocock i Rankine I'any 1973. El test del
calor o test térmic es considerat per la majoria d’autors test estandard d’estabilitat proteica.
No existeix una temperatura de treball i un temps d’aplicacié d’aquesta definit, ara bé en
general podem parlar de test del calor o test térmic rapid i lent (Sarmento i col., 2000a).

Existeixen nombrosos estudis en els

gue s'intenta optimitzar la temperatura i el

temps d'aplicacié d'aquesta, ja que el test oe *‘
NN . T N T 0 i |
del calor esta ampliament distribuit pero les 2 f 4 ;
. . : £2 08| &al O !
condicions en les que s’aplica ho segueixen z = | FE0
o . 5205 D ¢ | o
una distribucié homogeénia. En tot cas el que s B 0 aspr
&7 0440 4%
s’ha observat és que laugment en la §= |
= 0.3 g2
. o]
temperatura de treball i en el temps 02 I
. ., y . . ) o K ! i
d’aplicacié d’aquesta, implica un augment en oo E s b
Elapsed time once Rmserature
la terbolesa formada i per tan en la dosi final was reached hours)

Figura 4A. Influéncia de la temperatura i del temps
de bentonita a utilitzar per estabilitzar el vi  d’aplicacié d’aquesta en la dosi de bentonita a utilitzar

(Pocock | Waters, 2006), aquesta tendéncia segons el test del calor. (Pocock i Waters, 2006)

es pot veure representada a la Figura 4A.
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El calor aplicat al vi genera una desnaturalitzacid de les proteines termolabils, i

accelera 'oxidacio6 i la condensacio dels

Taula 4A. Variacié en la concentracid de proteines i de

compostos fenolics amb les proteines. compostos fenolics de dos vins blancs després d’aplicar el

Podem observar a la Taula 4A la test del calor. (Hsu i Heatherbell, 1987b)
o . .. Bample Prot JLF  Phenol img/LE
disminucié en el contingut proteic i = —FPromein (moit}h Phenol img)
Ewilrziramanar
. - . . fiora | £ B A T
polifendlic de dos vins de la varietat  aper pesimen ez e
L . . . %% Femowal 51.7 6.4
Riesling i Gewdrztraminer  waae Riesling
. . . Blone reatmeant 381 & 0.7 3713 = 34
respectivament; després d’'aplicar el test  attar treatment 17.8 + 0.8 123 5 1.3
% Ramaoval 50.7 ra

del calor (6h a 80C, 12h 4<), hi ha una  Heal tasi for dedermining protein s1ability (6 h. 80 *C; 12 h, 4 °C),
b piean of triplicate determinations 2+ standard deviation.

disminucié de aproximadament el 51%

en proteina i del =7% en polifenols.

Sarmento i col. (2000a) postulen que aquest test només esta influenciat pel contingut
en proteina i compostos fenolics del vi; els compostos fenolics interferiran en la mesura de
terbolesa final tot augmentant-la.

Normalment les dosis de clarificant que s’apliquen en funcié dels resultats obtinguts a
partir d’aquest test s6n excessives, malgrat ser molt més grans en la resta de tests. El test

del calor és el que dona dosis de bentonita menys elevades (Pocock i Waters, 2006).

4.2.El Bentotest i el test del TCA (acid tricloroacétic).

El Bentotest i el test del TCA precipiten les proteines del vi mitjancant la
desnaturalitzacié quimica d’'aquestes. Aquests tests no prediuen exactament la inestabilitat
proteica sind que s6n més aviat una estimacio de la proteina total, ja que desnaturalitzen la
totalitat de les proteines del vi donant lloc a lectures de terbolesa molt altes (Berg i
Akiyoshi., 1961; Somers i Ziemelis, 1973; Dawes i col., 1994; Toland i col., 1996).

El Bentotest és el segon test d’estabilitat més utilitzat en la inddstria enologica.
Bentotest és el nom comercial que rep la solucié formada per acid fosfomolibdic (5%), sulfat
de sodi (5%), glucosa (0.25g) i acid sulfaric(15%); és una solucié ja preparada per ser
aplicada directament en el vi i poder predir I'estabilitat d’aquest. Aquest test és molt rapid i

senzill.

4.3. El test de I’etanol i test del tani.

El test de I'etanol i test del tani es basen en la disminucié de la solubilitat de les
proteines en solucié per augment en la concentracié d’etanol (Boulton, 1980) i de tani

(Mesrob i col., 1983) respectivament.
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L’addicié d’etanol disminueix la constant dielectrica de la mostra i aixi disminueix la
solubilitat de la proteina (Lehninger, 1981) que acaba precipitant, aquest test precipita fins i
tot les fraccions proteiques més estables al pH del vi. En el test de I'etanol interfereix la
concentracié de proteina total, el calci i el pH; la dosi de clarificant necessaria per
estabilitzar el vi prenent com a criteri el test de I'etanol sera superior degut a la precipitacio
induida pel calci que fara augmentar la terbolesa (Sarmento i col., 2000a).

L’addici6 de tani afavoreix I'augment d’interaccions entre les proteines i els tanins, el
compost que es forma va augmentant de tamany fins que deixa de ser estable en suspensio
i tendeix a precipitar. En el test del tani influeixen el pH, el contingut en proteina total i la
concentracio de ferro, potassi i coure. Aquest test esta influenciat per molts factors
intrinsecs del vi i llavors és molt poc recomanable utilitzar-lo com a indicador de la dosi de

clarificant a utilitzar (Sarmento i col., 2000a).

4.4. El test del sulfat d’amoni.

Aquest test presenta resultats similars al test del calor, aixo es degut a que el test del
sulfat d’'amoni produeix més aviat un “salting out” que aglomera i precipita les proteines i no
pas una desnaturalitzaci6 massiva de les proteines del vi (Toland i col., 1996). Tot i aixi no

és un test ampliament utilitzat en la industria enologica.

4.5. El Prostab.

Borrot i Gresser (2000) han posat a punt un kit per tal de predir la inestabilitat proteica
del vi blanc. Aquest kit conté dos reactius (la composicié dels quals no es pot consultar),
que s’addicionen al vi inestable. Es un kit poc estudiat i el mecanisme d’accié per tal de

predir la inestabilitat proteica no ha estat publicat.

4.6. L'Immunotest.

Recentment, Manteau i Poinsaut (2010) han desenvolupat un test basat en la deteccio
de les proteines inestables, quitinases i Thaumatin-like proteins, mitjancant anticossos anti-
quitinases i anti-thaumatin like proteins. El vi s’afegeix a unes tires de nitrocel-lulosa, es
realitza la fixacié dels anticossos, i el revelat; es treballa amb un vi inestable i un d’'estable
com a controls positiu i negatiu respectivament. Si el vi mostra presenta una coloracio

parpura negre sera indicatiu d’un vi inestable.
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5. Metodes d’estabilitzacio del vi vers les proteines inestables.

En I'etapa de la clarificacioé del vi, s'addiciona a aquest un compost adsorbent amb la
capacitat de precipitar i emportar-se aixi les proteines inestables del vi. L'addicié de
bentonita en el vi inestable, és la tecnica més utilitzada en la indastria enoldgica per tal de
preveure 'aparicié de terbolesa en el vi blanc embotellat (Blade i Boulton 1988; Ferreira i
col., 2002).

Qué és i com actua la bentonita en el procés d’estabilitzacio del vi vers la precipitacio
proteica? Quins inconvenients i avantatges proporciona aquest tractament? Quines
tecniques alternatives a I'is de la bentonita es poden utilitzar? En que consisteixen?

Aquests temes es descriuran en aquest apartat.

5.1. La bentonita.

La bentonita és una argila col-loidal que fou descoberta
'any 1888 a Fort Benton (Wyoming, Estats Units). Es pot veure
una representacio tridimensional de la bentonita en la Figura 5A.
Segons el Codex enologic internacional, la bentonita és un silicat
d’alumini hidratat, la forma mineral del qual és, principalment, la

montmorillonita. La seva estructura és laminar i esta formada per

capes de tetraedres en les que s’hi troba intercalada una capa
d'octaedres (cada lamina té l'estructura Te-Oc-Te). Al centre Figura 5A. Estructura 3D

R . . . , . de la bentonita.
dels tetraedres hi trobem els ions Si**, de vegades també ions

** o Mg*. A més, en un de

AP*, mentre que en el centre dels octaedres hi ha els ions A
cada tres octaedres aquests dos ions estan absents. Globalment hi ha, doncs, un deficit de
carrega positiva el qual és compensat pel conjunt de cations intercanviables (Ca?*, Na* i
Mg?* principalment) situats als espais interfoliars, en aquests espais és on es troben també
les molécules d’aigua. Existeixen nombrosos estudis en els que es compara la capacitat de
desproteinitzacié dels diferents tipus de bentonites que existeixen en el mercat; les que
contenen sodi normalment sén més efectives que les que tenen calci, tot i que les més
eficients sén les bentonites calciques activades (Dawes i col., 1994; Lubbers i col., 1995;
Poinsaut i Hardy, 1995; Leske i col., 1995; Blade i Boulton, 1988; Sarmento i col., 2000b).

El déficit en carrega positiva que presenta la bentonita en la seva estructura és el que
li permet actuar com a intercanviador cationic, quan s’afegeix al vi, adsorbeix a la seva
superficie les proteines amb carrega positiva al pH d’aquest (Blade i Boulton, 1988; Ferreira
i col., 2002). En la Figura 5B es mostra la evolucio de les diferents fraccions proteiques del

vi al addicionar dosis creixents de bentonita en aquest. Es pot observar que el tractament
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amb dosis baixes de bentonita (20 g/hl, carrera B) A B COD E
s'emporta les proteines més carregades positivament, 200K-
fraccio de proteines amb elevat pl (5.8-8.0) i amb massa 116K—
molecular entre 32 i 45 KDa, aquesta fraccidé proteica i
representa només una petita part de les proteines 66K— A e
solubles del vi blanc. Proteines amb massa molecular
entre 60 i 65 KDa i amb pl entre 4.1 i 8.0 s6n molt e
resistents a aquest tractament i necessiten dosis de
bentonita molt elevades per ser eliminades (80 g/hl, 31K~ 5
carrera E), per aix0 normalment romanen en el vi
estabilitzat. La fraccio de les proteines inestables que és . . .
la que ens interessa eliminar, amb una massa molecular :::
entre 20 i 30 KDa i un pl entre 4.1 i 5.8 que esta formada - e

per glicoproteines, necessita dosis de bentonita Figura 5B. Disminucio del contingut
proteic del vi per addicié de dosis

elevades (70 g/hl, carrera D) i normalment despres del creixents de bentonita. (0, 20, 50,70 i
tractament roman en el vi (Hsu i Heatherbell, 1987b). 8o glh). (Hsu iHeatherbel, 1987b)

Moine-Ledoux i col. (1992) conclouen en el seu estudi que les proteines inestables
son molt dificils d’eliminar, ja que son proteines molt acides, amb pl molt baix; algunes
d’elles amb pl inferior al pH del vi i llavors amb carrega neta neutra o negativa en el vi, no
estara afavorida la interaccié amb la bentonita que actua com a bescanviador cationic i no
anionic.

Dawes i col., 1994, estudien la influéncia del pl dels 5 grups de proteines presents en
el vi per ser adsorbits per la bentonita (Taula 5A). La bentonita adsorbeix proteines de tots
cinc grups, pero és el grup |, format per les proteines amb pl més alt el que presenta una
davallada més accentuada. Amb una dosi de 400 mg/l de bentonita en el vi hi roman el 72%
de proteina, i amb 1000 mg/l només hi queda el 22% . Aquests resultats confirmen els
obtinguts anteriorment per Hsu i Heatherbell; la utilitzaci6 de bentonita implica una

disminucio en el contingut proteic total del vi i no només de les proteines inestables.

Taula 5A. Variacié en la concentracié de proteina quan s’aplica el tractament amb bentonita. (Dawes i col., 1994)

Sample Unfined wine Bentonite fined wine (400 mg/L) Bentonite fined wine (1000 mg/L)
Total protein* Total protein* % protein Total protein® % protein
(ug) (ug) remaining (ng) remaining
Groups | -V 1215.40 880.00 724 269.50 222
Group | 130.70 74.60 57.1 12.10 9.3
Group Il 442 60 303.00 685 95.20 21.5
Group Il 230.80 187.00 85.3 72.70 31.5
Group IV 188.50 149.10 79.1 31.60 167
Group V 22270 156.20 701 60.10 270

*Protein determined by Coemassie blue assay.
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La capacitat d'absorcié de la bentonita és independent de la temperatura en la que
s'aplica (Blade i Boulton, 1988), pero varia en funcié del contingut proteic, del pH, de la
concentracié d’etanol i del métode en el que s’addiciona al vi (Achaerandio i col., 2001;
Weiss i col., 2001).

La bentonita necessita una etapa prévia d’hidratacio, després s’afegeix al vi, flocula, i
tot seguit sedimenta de forma natural. Quan es recupera el vi clarificat s’observen pérdues
de entre el 5 i el 10% del volum inicial, aquestes pérdues de vi representen peéerdues
economiques importants (Lagace i Bisson, 1990; Tattersall i col., 2001). Aquest procés
d’estabilitzacié en discontinuo implica temps llargs de sedimentacid, grans quantitats de
bentonita a utilitzar, i un dificil control de la qualitat del producte final (Pashova i col., 2004a).

La bentonita també absorbeix altres compostos relacionats amb I'aroma i el sabor del
vi, si hi sumem la forta desproteinitzacié que hi té lloc, podem dir que el tractament amb
bentonita implica una alteracio negativa de les propietats sensorials d’aquest (Miller i col.,
1985; Voilley i col., 1990; Lubbers i col., 1996; Guillou i col., 1998; Martinez-Rodriguez i col.,
2003; Vanrell i col., 2007).

5.1.1. Procés d’estabilitzacié en continuo del vi mitjan¢ant bentonita.

Degut als nombrosos inconvenients relacionats amb el procés d’estabilitzacié en
discontinuo del vi mitjangant bentonita, molts estudis s’han centrat en 'optimitzacié d’aquest
procés mantenint la bentonita com a estabilitzant pero realitzant el procés d’estabilitzacio en
continuo.

Blade i Boulton (1988) van observar que el maxim d’adsorcio de les proteines a la
bentonita s’assoleix for¢a rapid, en 30 segons; si el procés d'estabilitzacié del vi amb
bentonita es realitza en continuo, ja es pot reduir un dels inconvenients del procés en
discontinuo que és el temps de sedimentacié de la bentonita (aproximadament dues
setmanes).

Recentment, Muhlack i col., (2006) han proposat un procés d’estabilitzacié del vi en
continuo, en aquest procés la bentonita préviament afegida al vi s’elimina d’aquest
mitjancant centrifugacio. El vi roman estable si s'utilitza el test del calor com a indicador de
la inestabilitat entre 30 segons i 2 minuts després de la injeccié de bentonita. En aquest
procés es redueix el volum que es perd quan s'aplica el tractament en discontinuo de la
bentonita, ja que s’aplica la centrifugacié com a tecnica per separar la bentonita del vi,
aguesta tecnica permet recuperar més volum de vi que la sedimentacié natural. El principal
inconvenient d’aquesta técnica és que un 30% de la bentonita afegida resta en el vi després

de la centrifugacio.
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El petit tamany de particula i la capacitat d’hidratacio de les bentonites comercials son
dues de les limitacions del procés en continuo, aixi com també ho és la regeneracié de la
bentonita (Pocock i Waters, 2006). Per tan aquest procés d’estabilitzacié en continuo del vi

encara necessita millores abans de poder ser ampliament acceptat en la industria enologica.

5.2. Tecniques alternatives a la bentonita.

En l'apartat anterior ja s’ha estudiat els inconvenients i avantatges que presenta I'Us
de la bentonita en el procés d’estabilitzacié del vi, de fet és la técnica més ampliament
utilitzada en la industria enologica. La ultrafiltracid, I'addici6 d’enzims proteolitics, la
pasteuritzacié, la crianca amb lies, la utilitzaci6 d'altres adsorbents com son les
procianidines immobilitzades, el dioxid de zirconi o la quitina, la utilitzacié d’anticossos
especifics de les proteines-PR, son técniques alternatives a I'is de la bentonita per tal

d’estabilitzar el vi front la precipitacié de les proteines inestables.

5.2.1. Laultrafiltracié.

La ultrafiltraci6 és una técnica que s’'esta estudiant des de ja fa molts anys com a
substitut al tractament amb bentonita en la estabilitzacié proteica del vi blanc (Hsu i col.,
1987c; Flores i col., 1990).

Aquest procés consisteix en fer passar el vi a través d’'una membrana amb un
determinat tamany de porus; les molecules amb una massa molecular superior al tamany
del porus, hi queden retingudes mentre que les particules de massa molecular inferior,
passaran a través del porus; en funcio de la membrana que utilitzem podem conéixer quina
massa molecular tenen les particules que no queden retingudes en el filtre. Quan s'utilitza
aquesta tecnica per estabilitzar el vi blanc, s’observa una disminucié en el contingut proteic
del vi ultrafiltrat proporcional a la disminucié de la massa molecular de tall de la membrana
utilitzada en la ultrafiltracio, o sigui, a menys tamany de porus de la membrana més
particules retingudes i per tan menys contingut proteic en el vi. Si es treballa amb
membranes que retenen compostos amb massa molecular superior a 10 KDa, s’observa
qgue més del 99% de les proteines solubles del vi queden retingudes. Tot i aixi, entre 3 i 20
mg/l de proteina roman al vi ultrafiltrat. Aquestes proteines que encara estan presents en el
vi estabilitzat son proteines inestables, ja que quan s'utilitza el test del calor com a criteri per
determinar la estabilitat del vi ultrafiltrat aquest continua sent inestable (Hsu i col., 1987c);
sera necessari afegir sobre els 5 g/hl de bentonita per poder estabilitzar el vi ultrafiltrat. Aixi,
la ultrafiltracié ens permet reduir entre el 80 i el 95% la dosis de bentonita que necessita un

Vi per ser estable.
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La preséncia de les proteines inestables en el vi ultrafiltrat i la possible perdua de
compostos amb elevada massa molecular relacionats amb altres propietats organoleptiques
del vi (polisacarids), fa que la ultrafiltracié no sigui una bona alternativa a la bentonita i per

aixo el seu Us en la industria enologica no esta extensament difés (Miller i col., 1985).

5.2.2. Ladigesti6é enzimatica.

L'addicié d’enzims proteolitics d'origen endogen o exogen al vi per degradar les
proteines en general, és una técnica forca estudiada com a alternativa al tractament amb
bentonita (Feuillat i Ferrari, 1982; Heatherbell i col., 1984; Waters i col., 1992).

Manca de Nadra i col. (1997 i 1999) han estudiat I'efecte dels enzims proteolitics de
Leuconostoc oenos i Oenococcus oeni en el perfil proteic del vi blanc i han confirmat la
degradacié d’algunes fraccions proteiques. Lagace i Bisson (1990) estudiaren I'efecte de les
proteases de vuit llevats diferents i els seus resultats confirmen [I'activitat proteolitica
d'aquestes sobre les proteines del vi. Girbau i col. (2004), han observat ens els seus
experiments que els raims molt infectats amb Botrytis cinerea redueixen la seva
concentracio proteica degut a la degradacié de les proteines pels enzims proteolitics que
secreta el fong; aquests enzims tenen doncs el potencial per reemplacar el tractament amb
bentonita i aixi estabilitzar el vi.

Pero la digestiéo enzimatica de les proteines del vi, és una técnica poc efectiva a la
temperatura normal de vinificacio (Heatherbell i col., 1984; Waters i col., 1992; Waters i col.,
1995b) ja que les proteines-PR soOn resistents a I'atac proteolitic en aquesta temperatura.
Per aix0 s’ha intentat combinar aquest procés de digestio enzimatica amb altres processos
que préviament desnaturalitzin la proteina i facilitin aixi I'atac dels enzims (Pocock i Waters,
2006). Per tal d’afavorir la digestié enzimatica de les proteines del vi es necessari treballar a
una temperatura >35 °C, a un pH elevat o bé precipitar les proteines del vi amb etanol al
50% (v/v); tots aquests factors impliquen la prévia desnaturalitzacié de les proteines per
poder ser atacades pels enzims proteolitics (Ferreira i col., 2004).

La digestié enzimatica implica tractaments previs que influencien negativament en les
propietats organoleptiques del vi, i per aixd €s una técnica que s’ha d'optimitzar per tal de

ser aplicada en la industria enologica.

5.2.3. La pasteuritzacid.
Ferenczy (1966) va ser el primer investigador interessat en la técnica de la
pasteuritzacio rapida com alternativa al tractament amb bentonita. S’ha observat que si el vi
es posa a 90 °C durant un curt periode de temps, es redueix entre el 50 i el 70% la dosi de

bentonita necessaria per estabilitzar el vi i no hi ha efectes adversos en les propietats
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sensorials d'aquest (Francis i col., 1994; Pocock i col., 2003), aquests resultats pero s’han
dut a terme només a nivell experimental. Caldra observar si realment el tractament del vi a

una temperatura tan elevada modifica o no les propietats sensorials d’aquest.

5.2.4. Els compostos fenolics immobilitzats.

L’as de compostos fenolics immobilitzats també ens permet I'estabilitzacié del vi en
front la precipitacié proteica (Weetall i col., 1984). Hi ha compostos fendlics com les
procianidines (tanins condensats) que interaccionen amb les proteines en un ampli rang de
temperatura i pH; les proteines s’'uneixen a les procianidines i com a resultat obtenim un vi
estable, utilitzant com a criteri d’estabilitat el test de I'acid tricloroacetic (Powers i col., 1988).
El principal inconvenient d’aquesta técnica és la reutilitzacié de les procianidines, ja que
perden la seva capacitat d'unié a les proteines i llavors s’ha d'optimitzar el procés de

regeneracio d'aquestes (Powers i col., 1988).

5.2.5. Lacrianca amb lies.

Les mannoproteines del llevat exerceixen un efecte protector davant de la precipitacio
de les proteines inestables (es descriu ampliament en I'apartat 6), per aixo, I'enriquiment del
vi amb mannoproteines de la paret cel-lular del llevat, o bé la prolongacié del contacte entre
el vi i els llevats morts (lies), sén tecniques utilitzades pels enolegs per tal de millora
I'estabilitat proteica del vi blanc i reduir aixi la dosi de bentonita a utilitzar. El tractament del
vi inestable amb lies, disminueix la inestabilitat d’aquest sempre i quan s'utilitzi el test del
calor com a criteri d'estabilitat proteica, ja que els resultats amb el Bentotest son
contradictoris (Zamora, 2005).

La crianca amb lies, és una tecnica molt utilitzada en vins blancs, ja que, a més
d’estabilitzar el vi vers la precipitacié proteica, les lies consumeixen oxigen tot evitant aixi
processos indesitjats d’oxidacié del vi (Fournarion i col., 1999 i 2002; Zamora, 2002). A més
a més les mannoproteines del llevat, exerceixen altres efectes positius sobre el vi: milloren
I'estabilitat tartarica (Moine-Ledoux i col., 1997; Moine-Ledoux i Dubourdieu, 2000, 2002a i
2002b), milloren I'estabilitat de la matéria colorant (Feuillat i col., 2001; Fuster i Escot, 2002),
disminueixen l'astringencia dels vins negres (Fuster i Escot, 2002), milloren la persisténcia
aromatica, milloren les caracteristiques escumants dels caves (Vanrell i col., 2005) i
augmenten la untuositat del vi (Zamora, 2002; Vidal i col., 2004).

Aquesta tecnica pero també pot exercir efectes negatius com és el risc de reducci6 del
vi (Chattonnet, 2000; Feuillat i col., 2001), o l'aparici6 de desviacions de caracter

microbiologic (Chattonnet, 2000; Zamora, 2002). A més, la crianca amb lies és una practica
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complicada ja que implica la immobilitzacié dels estocs i una important dedicacio dels
recursos del celler (Zamora, 2005).

Sembla ser doncs que aquest tractament és una alternativa forca interessant per tal
d’estabilitzar el vi front la precipitacié proteica, tot i aixi seria interessant obtindre un
producte que s’addicioni al vi i confereixi totes les millores que s’adquireixen despres de la
crianca sobre lies, aquest producte estabilitzara el vi front la precipitacio proteica perd no
presentara els inconvenients que té la crianca amb lies esmentats anteriorment (Zamora,
2005). Existeixen molts estudis en els que s’intenta optimitzar el procés d’extraccio de les
mannoproteines de la paret cel-lular del llevat (Dupin i col., 2000b), o bé coneixer quins
gens estan implicats en la produccié de mannoproteines per tal d’augmentar-ne I'expressio i

aixi la concentracié d’aquestes en el vi (Gonzalez-Ramos i col., 2006; Brown i col., 2007).

5.2.6. El dioxid de zirconi.

El dioxid de zirconi té una elevada estabilitat termica i és quimicament inert, s'utilitza
com a catalitzador i en molts processos de separacié com és la cromatografia liquida i la
filtraci6 amb membrana. La seva superficie presenta propietats acides i basiques,
caracteristica que el fa idoni per ser utilitzat com adsorbent, a més les proteines es poden
adsorbir a la superficie dels oxids metal-lics com ja han demostrat molts estudis (Fukuzaki i
col., 1996; Hughes-Wassell i Embery, 1996; Giacomelli i col., 1997; Pashova i col., 2002).

Estudis realitzats per Pashova i col. (2004a i 2004b), en els que utilitzen el dioxid de
zirconi empaquetat en una columna com a estabilitzant del vi en un procés en continuo,
conclouen que la proteina total disminueix el 50 o el 70% en funcid del tipus de dioxid de
zirconi que utilitzen (n’estudien dos de diferents). Inicialment s’observa la disminucio de les
fraccions de massa molecular entre 20 i 50 KDa i entre 50 i 70 KDa, mentre que la fraccié
de 15 KDa i la de massa molecular >70 KDa s’eliminen despres. La fraccidé proteica amb
massa molecular 15 KDa no afecta a la inestabilitat proteica, mentre que la de 70 KDa
sembla que hi estigui relacionada. Aquesta técnica és selectiva amb la fraccié proteica de
massa molecular entre 20 i 30 KDa, fracci6 en la que es troben les proteines inestables.

Salazar i col., 2006, comparen els efectes sobre I'estabilitat proteica i les propietats
sensorials del vi quan aquest es tracta amb dioxid de zirconi i amb bentonita, conclouen que
el tractament amb dioxid de zirconi del vi és comparable amb el tractament amb la
bentonita, o sigui, les propietats fisico-quimiques i sensorials del vi tractat amb dioxid de
zirconi sén similars a les del vi tractat amb bentonita. Aquesta tecnica perd només s’ha

estudiat a nivell experimental.
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5.2.7. La Quitina.

La Quitina [poli(N-acetil-1,4-B-D-glucopiranosamina)], és un polimer natural i insoluble
present en I'exosquelet de molts crustacis i invertebrats.

Vincenzi i col. (2005), son els primers en proposar aquest polimer com alternativa a la
bentonita en el procés d'estabilitzacié del vi blanc front la precipitacié proteica. Quan
s'afegeix 1.0 g/l de quitina al vi, la terbolesa d’aquest després d’aplicar el test térmic s’ha
reduit a la meitat respecte el vi inicial i la proteina total ha disminuit només un 14%. Aquests
resultats indiquen que la quitina és més especifica que la bentonita en la eliminacié de les
proteines inestables, ja que redueix molt poc el contingut proteic i en canvi redueix molt la
terbolesa. La quitina elimina principalment la fraccié proteica amb massa molecular 9 KDa
guan s'utilitzen dosis molt baixes; amb dosis més elevades, s’observa una progressiva
reducci6 de la fraccio proteica de 31 KDa, aquesta fraccio s’elimina totalment amb una dosis
de 20g/I de quitina. La quitina també redueix el contingut en polifenols entre 0.2 i 0.15 g/l; un
25% del contingut total en polifenols es redueix amb una dosis de 20g/I de quitina.

Dosis elevades de quitina (20g/l) redueixen entre el 70-80% la terbolesa que genera el
vi quan s’aplica el test térmic com a criteri de mesura de I'estabilitat proteica del vi, es
necessita 0.5 g/l de bentonita per eliminar la mateixa quantitat de proteina; la quantitat de
quitina necessaria per eliminar la mateixa quantitat de proteina que la bentonita és molt més
elevada, aquest és un dels principals inconvenients en I'is de la quitina com a substitut de
la bentonita, pero és un problema moderat tenint en compte que la quitina es pot regenerar

simplement netejant-la amb solucid salina i metanol, a més és barata d’obtenir.

5.2.8. Els anticossos.

L'eliminacié de les proteines inestables mitjancant anticossos immobilitzats també
s’esta estudiant com a possible procés per eliminar les proteines inestables del vi. El
principal inconvenient perd d’aquesta tecnica és el baix pH del vi que desafavoreix les
interaccions antigen-anticos, ja que la conformacié de les immunoglobulines s’altera de
forma reversible a pH 2.5-3.0 i llavors a aquest pH no poden interaccionar amb els antigens
(Ferreira i col., 2004).

6. Influencia dels components del vi d’origen no proteic en la

inestabilitat proteica.

La composici6 del vi influeix en la inestabilitat proteica d’aquest com ja s’ha demostrat

en apartats anteriors, existeixen components que exerceixen un efecte protector tot
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disminuint la inestabilitat proteica del vi i d’'altres que pel contrari afavoreixen I'aparicié de
precipitat. Els principals components del vi implicats en la precipitacio de les proteines
inestables sén les mannoproteines i els polifenols. Ara bé, hi ha altres components com
I'etanol, els metalls, I'oxigen, o factors intrinsecs o extrinsecs, com el pH i la temperatura
gue poden influenciar en la interacci6 d'aquests components amb les proteines, tot
augmentant o disminuint la seva capacitat protectora o potenciadora de la inestabilitat
proteica. En aquest apartat es descriura la participacié d’aquests components d’origen no

proteic en la precipitacio proteica.

6.1. Els polisacarids: les mannoproteines.
Ja s’ha descrit en l'apartat de la glicosilacié de les proteines del vi, la preséncia en
aguest de moléecules majoritariament d’elevada massa molecular amb un elevat contingut de
monosacarids i un baix contingut en aminoacids, aquests col-loides es coneixen com

arabinogalactans (procedents del raim) i

mannoproteines  (procedents del llevat). 05
¥ = 041512 * 10M-1.13140-28)
Existeixen nombrosos estudis que demostren la " “
capacitat que tenen alguns daquests E
polisacarids per actuar com a col-loides <
w
protectors de les proteines inestables vers la %
formacio de precipitat. En la Figura 6A s’observa
la progressiva estabilitzacié d'un vi inestable per
addicio de dosis creixents d’'una mannoproteina ° 200 400 800 800
bl . HPE (H crude HPF (ugémL)
termostable que es coneix com (Haze Figura 6A. Disminucid de la terbolesa per
Protector Factor) (Waters i col., 1993). Tot addicic de dosis creixents de
mannoproteina termostable (HPF) en un vi
seguit descriurem els principals estudis sobre inestable. (Waters i col., 1993)

col-loides protectors de la inestabilitat proteica.

Moine-Ledoux i Dubourdieu (1999), identifiquen una mannoproteina aminoglicosilada
de 31.8 KDa que es coneix com a MP32 que actua com a col-loide protector; correspon a un
fragment de la invertasa de Saccharomyces cerevisiae, aquesta mannoproteina s’allibera al
vi per combinacio de les B-glucanases de la paret cel-lular i la proteasa A vacuolar del llevat
(enzims proteolitics presents en l'autolisis del llevat). En aquest estudi s’ha caracteritzat les
diferents mannoproteines del llevat; per una banda les obtingudes a partir de la hidrolisis de
la paret cel-lular del llevat, i per altra les obtingudes a partir del vi en el que s’ha aplicat calor
durant 30 min a 80 °C. Ambdues fraccions de mannoproteines obtingudes son diferents. La

fraccié obtinguda a partir de la digestié enzimatica conté mannoproteines amb un 27% de
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proteina i la part polisacaridica només esta formada per mannosa; aquesta fraccio té més
poder estabilitzant que la fraccié obtinguda despres d’aplicar calor al vi. Aix0 es degut a que
la fraccié obtinguda a partir de la digestié enzimatica conté una concentracié més elevada
de MP32, aixi a més concentracié de col-loide protector en el vi, més estabilitat vers la
precipitacié proteica.

Waters i col. (1993) analitzen les mannoproteines presents en el vi despres d’aplicar-li
calor per aixi poder estudiar les mannoproteines termostables. En aquest estudi es realitza
una electroforesis desnaturalitzant i s’aplica la tincié de I'acid periodic (PAS). Apareix una
ampla banda al principi del gel, aquesta banda es difusa cosa que marca una

heterogeneitat de masses moleculars, no es

Taula 6A. Composicié quimica de la mannoproteina

tenyeix ni amb Coomassie Brillant Blue ni amb HPF (Haze Protector Factor), (Waters i col., 1993)

la tincio de nitrat de plata. Correspon a una rel %
ca.rbo_l‘lyd:at.e 96
mannoproteina que conté un 96% de protein 4
. . . . Neutral Sugar Compesition?
monosacarids i un 4% de amlnoé.CIdS; la Sugar % molar ratio sugar % molar ratio
.., L. , mannose* 78 galactose® 3
composicié quimica d’aquesta es mostra en la glucose® 13 arabinose* 2
apiose* 3 hexosamine* 1
Taula 6A. La proporcio dels dos aminoacids Amino Acid Composition?
.. . . . . amino acid % muolar ratio amino acid % molar ratio
majoritaris i el fet de que principalment Sor 3 T .
. . . . , Thr 13 Tyr 5
contingui mannosa, indica que €és una Asx 9 Leu 4
& 3 b
mannoproteines de la paret cel-lular del llevat Val 8 Pro nde
Ala =]

(Frevert i Ballou, 1985). Aquest polisacarid es
troba en tots els vins.

Waters i col. (1994b) identifiquen una mannoproteina en vi negre present a una
concentracid6 molt baixa (traces), també amb la propietat d’estabilitzar les proteines
inestables del vi. AQuesta mannoproteina té una massa molecular de 420 KDa, el 70% son
carbohidrats i el 30% restant correspon a aminoacids. El 98% dels monosacarids son
mannosa i el 2% restant glucosa; la part proteica esta formada principalment per serina,
glicina, treonina i alanina.

Pellerin i col., (1994), en l'estudi dels arabinogalactans han conclos que aquests
col-loides també exerceixen un efecte protector en I'estabilitat proteica, per6 menys efectiu
que el de les mannoproteines. Altres autors també han estat estudiant I'efecte protector dels
arabinogalactans (Waters i col., 1994a).

Les mannoproteines, descrites com a col-loides protectors del vi davant de la
inestabilitat proteica, tenen la capacitat de reduir el tamany de particula de I'agregat que es
forma abans de precipitar. Hi ha una relacié exponencial entre 'augment en la concentracio
d'aquest col-loide protector i la disminucié del tamany de I'agregat que precipita, tal i com

s'observa en la Figura 6B (Waters i col., 1993). A menys tamany d’agregat menys
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precipitacié i aixi menys terbolesa. Quan

e ]
s'addiciona  dosis  elevades  d'aquest o 1, e e
polisacarid, hi ha una disminucié per sota de £
5um del tamany de particula que precipita; ;; 151
particules amb un tamany inferior a 5um es TE
considera comercialment insignificants per ser 2 ™ N
detectades pels consumidors. 2
El  mecanisme pel qual les o R i e T e 5 P, M

mannoproteines actuen com a col-loides crude HPF Gupimk)

protectors de la inestabilitat proteica no esta Figura 6B. Disminucié del tamany de particula de
I’agregat format per addicié de dosis creixents de

del tot clar, sembla ser que Iles mannoproteina termostable (HPF) en un vi
mannoproteines i les proteines inestables del inestable. (Watersi col, 1993)

vi competeixen per unir-se al mateix o mateixos components del vi, llavors les
mannoproteines entren en competéncia amb les proteines inestables del vi i aixi disminueix
el tamany de I'agregat format amb les proteines del vi, llavors aquest és més estable en
soluci6 i no acabara precipitant. Pocock i Waters (2006) suggereixen que les
mannoproteines competeixen amb altres proteines del vi per unir-se a un component
d’'origen no proteic present en el vi de forma natural que anomenen “Factor X”, necessari
per a que es formin els grans agregats insolubles de proteina que donen lloc a la terbolesa.

Més endavant parlarem d’aquest “factor X".

6.2. Els compostos fenolics.
Ja hem anat introduint en alguns dels apartats anteriors la presencia dels compostos
fenodlics en la precipitacié proteica; I'aparicio de terbolesa en el vi blanc embotellat esta

relacionada tan amb les proteines inestables com Taula 6B. Compostos fendlics del vi blanc,

amb la interaccié proteina-polifenol (Heatherbell, (Ribéreau-Gayon i col., 2006)
Dry white wine Sweet white wine
1976; Goertges, 1982). {botrytized)
Les proantocianidines, tot i estar presents en Comtent % Content %
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majoritaris del vi blanc, seguides del tirosol, la (-)- ?}I'“' 133 12 02 03
[ . ] g
epicatequina i (+)-catequina, 'acid cafeic i el p- ~ Fipeoumnessd
< . epe . in s . Free 1.0 £
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percentatge en el que participen en el contingut
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polifendlic total d’un vi blanc es mostra en la Taula 6B. La concentracié de polifenols en vins
blancs és molt inferior a la dels vins negres, en vins blancs els compostos fenolics no es
troben molt polimeritzats, principalment es troben formant dimers i trimers.

Van ser Koch i Sajak (1959) els primers investigadors en descriure I'associacié de les
proteines del vi amb els polifenols. Més tard, Somers i Ziemelis (1973) van observar que el
50% de les proteines estan associades a flavonoids. Els flavonoids en el vi blanc estan
representats principalment per la catequina i la epicatequina, tots els respectius derivats
glicosilats i les proantocianidines amb baix grau de polimeritzacio. Waters i col., (1995a) han
descrit la preséncia de proantocianidines en precipitats naturals i en precipitats obtinguts
després d'aplicar el test del calor en el vi; aquesta determinacio es va realitzar per analisi
quimica i per pirolisis DI-EI MS/MS. La degradacié per oxidaci6 en medi acid de les
proantocianidines trobades en el precipitat, ha permés conéixer la presencia de la cianidina
en aquests, tot confirmant la presencia de les procianidines en el precipitat. Aquestes
procianidines normalment es troben entre <0.02 i 4.9% (p/p) en el precipitat obtingut
despres d’aplicar calor al vi.

En estudis recents de Pocock i col., (2007) s’ha afegit acid caftaric, acid cafeic,
epicatequina, epigal-locatequina, acid gal-lic, una barreja de tots cinc, acid ferdlic, i tanins de
la llavor del raim, a una solucié sintética amb 500 mg/l de taumatina i s’ha aplicat el calor
per poder estudiar la inestabilitat de les diferents solucions. En cap cas s’ha observat una
augment en la terbolesa formada si es compara amb el control (sense addicié de cap
compost fenolic). Amb aquests resultats conclouen que aquests compostos fenolics no son
els desencadenants de la precipitacio proteica, almenys a les dosis de treball (dosis en les
gue els trobem al vi). No es descarta que altres compostos fenolics diferents als utilitzats en
aquest estudi presents en el vi puguin estar implicats directament en la precipitacié proteica.
De fet, en el mateix estudi es demostra la influencia dels compostos fendlics en la
precipitacié proteica; a vuit vins diferents se’ls aplica el tractament del PVPP (polivinil
pirrolidona) per tal d’eliminar els compostos fenolics i després en aquests mateixos vins ja
tractats s'aplica calor, s'observa que els vins en els que s’ha eliminat part del seu contingut
fenolic es forma menys terbolesa desprées d’aplicar calor, o sigui, s6n vins més estables que
els vins control (sense tractament amb PVPP). Per tan és evident que els compostos
fenolics estan implicats directament amb la precipitacié proteica malgrat no ser aquests els
iniciadors o segons aquest estudi, el “factor X".

Molts investigadors han intentat estudiar el mecanisme d'interaccid entre les proteines
i els polifenols aixi com la naturalesa dels polifenols que interaccionen amb les proteines,
s’ha treballat majoritariament amb solucions sintétiques i els resultats s’han extrapolat al vi.

Les interaccions entre la proteina i el polifenols tenen lloc quan la proteina esta
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desnaturalitzada ja que €s en aquest estat en el que les proteines tenen més accessibles
els llocs d’'unié6 amb els polifenols (Pocock i Waters, 2006). Aixi doncs és necessari una
prévia desnaturalitzacié en la que es desestabilitza I'estructura espaial de la proteina, tot
afavorint I'exposicié als polifenols de les parts reactives d’aquesta.

Els polifenols del vi blanc no presenten carrega al pH del vi, llavors la seva reactivitat
amb altres molécules del vi no estara determinada per forces de caracter ionic o
electrostatic (Ferreira i col., 2002). Per a que es formi un enllag de caracter ionic entre la
proteina i el polifenol, I'oxigen hidroxilic de I'anell aromatic del polifenol, ha tenir carrega
negativa o bé densitat de carrega negativa per poder interaccionar amb el nitrogen que
forma I'enllag aminoacidic, que ha tenir carrega positiva; és molt dificil que al pH del vi es
trobin ambdues molécules amb aquesta carrega, aquest tipus interaccio esta representada
en la Figura 6C que es mostra tot seguit. Els polifenols normalment adquireixen carrega
negativa per pérdua de I'hidrogen hidroxilic a pH més elevats al pH del vi, aquests protons

son lleugerament acids.
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Figura 6C. Possibles d’interaccions entre compostos fendlics i proteines.
(Asanoii col., 1982).

La interaccid entre les proteines i els polifenols del vi blanc es creu que té lloc

principalment mitjancant la formacié d’enllacos d’hidrogen i per interaccions hidrofobiques
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(Ohicol., 1980; Hagerman i Butler, 1981; Asano i col., 1982), es mostra a la Figura 6C. Els
enllacos d’hidrogen poden ser intermoleculars (entre proteines) o bé intramoleculars (entre
proteina i polifenol). L'enlla¢ d’hidrogen intermolecular es déna entre I'hidrogen del grup
amino i l'oxigen carboxilic. Els enllacos d’hidrogen intramoleculars poden ser de dos tipus;
entre els hidrogens dels hidroxils dels anells aromatics del polifenol i els oxigens carboxilics
dels aminoacids; o bé entre els oxigens hidroxilics dels compostos fenodlics i I'hidrogen del
grup amino de I'enllag aminoacidic. La interaccié proteina-polifenol sera més forta com més
hidroxils tingui el polifenol, ja que podra formar-se més enllagos d’hidrogen. Les interaccions
hidrofobiques entre les proteines i els polifenols, tenen lloc mitjancant la formacié d’enllagos
T entre els anells aromatics dels aminoacids aromatics que formen la sequéncia
aminoacidica de la proteina i els del polifenols (Baxter i col., 1997; Bianco i col., 1997).
Gardner i McGuinness (1977) van proposar dos possibles mecanismes de formacié de
complexos proteina-polifenol, tots dos impliquen la formacié de grans agregats que
finalment donaran lloc a la formacio de precipitat. En la Figura 6D es poden veure tots dos
mecanismes; el mecanisme de l'esquerra es basa en la polimeritzacié dels compostos
fendlics simples per donar lloc als tanins, aquests polimers es complexaran amb les
proteines i formaran agregats, aquests es combinaran entre ells i el seu tamany creixera fins
gue acabara precipitant; el mecanisme de la dreta s'inicia per activacié dels compostos
fendlics, per exemple mitjancant oxidacié, aquests compostos fenolics actius es
complexaran amb les proteines i mitjancant consecutives activacions aniran formant
complexos cada cop més grans fins que també acabaran precipitant. Tots dos mecanismes
estan influenciats per factors intrinsecs com és el pH, I'etanol, els metalls, I'oxigen o bé per

factors extrinsecs com és la temperatura.

Simple Phenalics Preformed Complex Phenaolics
FPolymerization "Activation”
l (Various Mechanisms) l (e.g., by oxidation)
Complex Phenolics ("Tannins") "Active” Phenolics
+ Complex Nitrogenous + Complex Nitrogenous
Material l Material

Tannin-Nitrogen Complexes "Phenol-Nitrogen Gomplexes”

l Combination and

Further "Activation”
"growlh" l

and "Growth"

Haze Material .
Haze Material

Figura 6D. Dos possibles mecanismes de formacié de complexos proteina-polifenol.
(Gardner i McGuinness, 1977).

Segons estudis realitzats per Siebert i col., (1996a i 1996b), existeix una relacioé entre
la concentracié de proteina i de polifenols en la formacié d’agregats més o menys grans, i
per tan, amb més o menys tendéncia a precipitar. S’ha descrit que quan la concentracioé de

proteina (possibles llocs d’'unié d’aquesta amb els polifenols), és igual a la concentracio de
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polifenols (possibles llocs d'unié d’aquestos a la

proteina), es formen grans col-loides i es dbna la

maxima formacioé de precipitat (Figura 6E dalt); si la [Polyphenol] = Protein]
concentracié de polifenols o de proteina és superior
respectivament, els agregats que es formen tenen
un tamany més petit i per tan hi ha menys Polyphenol] << [Protein]
=1
precipitacio. En els vins blancs trobem concentracio R
semblants de proteina i de polifenols, ambdues pero
T
forca baixes (Siebert i col., 1996c). [Polyphencl] »> [Protein]
Mesquita i col.,, (2001) han observat que == Polyphencl moiecule
malgrat ser imprescindible la preséncia de proteines Protein molecule with fixad
number of palglrphsnal binding
. ., sites (i.e. haze-active)
en el vi per tal de desencadenar-se la formacié de
precipitat, el patré de formacio de terbolesa del vi no Figura 6E. Mecanisme conceptual de [a
interaccid proteina-polifenol.
esta relacionat amb la proteina sind amb altres (Siebert i col., 1996a)

compostos d’'origen no proteic presents en el vi. La desproteinitzacié d'un vi 1 i posterior
addici6 de I'extracte proteic a un vi 2, no implica variacions en el patré de terbolesa generat
pel vi 1, tenint en compte que el vi 2 genera un patré de terbolesa diferent a la del vi 1; és en
la formacié d’aquest patro de terbolesa tipic de cada vi en el que estan directament implicats
els compostos fenolics.

La possibilitat de que un polifenol interaccioni amb una proteina esta relacionat amb la
disposicié espaial d’aquest i amb el nombre i posicié dels grups hidroxil en I'anell aromatic
(McManus i col., 1985). Si els grups hidroxil els trobem en posicié orto, I'energia necessaria
per trencar I'enlla¢ que es forma entre el polifenol i la proteina és molt més gran que la que
es necessita quan els grups hidroxil del polifenols estan en posici6 meta, I'enllag entre el
polifenol amb els grups hidroxil en orto és molt més estable. Si el polifenol té tres hidroxils
en posicions veines, forma un enllag més estable que el polifenol amb dos grups hidroxil en
orto.

La interacci6 de les proteines amb els polifenols esta influenciada per factors

intrinsecs i extrinsecs que tot seguit descriurem.

6.2.1. ElpHil’etanol.

Alguns estudis demostren que en la formacio dels complexos proteina-polifenol, hi ha
una marcada influéncia del pH de la solucié i de la concentracié en etanol d'aquesta (Siebert
i col., 1996b). Amb una concentracid6 d'etanol al 12% (v/v), s’assoleix el maxim de
precipitacié quan el pH esta entre 4.0-4.2 tal i com es pot observar a la Figura 6F, a pH

inferiors 0 superiors a aquest hi ha una disminucié en la terbolesa generada després
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d'aplicar el test del calor. Aquest efecte

s'associa amb 'augment de la carrega de la (20 e A
proteina a aquest pH, encara que la interaccié =100
proteina-polifenol no és de caracter ionic, quan % 801°

augmenta la carrega de les proteines hi ha un % iz .

augment en la repulsio entre elles i per tan 20 ’{

estan més accessibles per poder interaccionar
B

amb els compostos fenolics. Tot i aixi, al pH alcohol 8

del vi, la concentracio d’etanol no influencia en

la formacio dels complexos proteina-polifenol. Figura 6F. Influéncia del pH i de la concentracid

d’etanol en la formacid de precipitat.
(Siebert i col., 1996b).
6.2.2. Latemperatura

Els estudis realitzats per Mesquita i col.,, (2001) confirmen la influéncia de la
temperatura en 'augment de terbolesa formada en el vi blanc, aquest estudi s’ha realitzat
amb sis varietats de raim diferents i el rang de temperatura aplicat és de 30 a 80 °C. Tal i
com s’observa a la Figura 6G, amb l'augment de la temperatura a la que s’incuba el vi,
augmenta la quantitat de terbolesa formada en aquest. Aquest augment en la formacio de
terbolesa podria estar relacionat amb el fet de que al augmentar la temperatura les

proteines tenen més predisposicio a

desnaturalitzar-se, llavors hi haurd més llocs oz} A

més precipitacio. A meés, la temperatura tambeé

8 |
disponibles d’'uni6 amb els polifenols i per tan 0.1 ~ --_r‘-"/. ‘
es formaran rapidament agregats més grans i oot w |

ozt C D
pot influir en la composicio en polifenols inicial E
[ =2 % | |
del vi, de fet amb la temperatura s’observa un '_/ '
L
. ., . ey § P
canvi de coloracié del vi, de groguenc a 00 1 &% l
marronoés, donant lloc doncs a una modificacio oz E F o8
. r as
dels compostos fenolics presents en aquest. o1 b -
7z . 3 oz
També és pot observar a la Figura 6G que ol o -—— _/"‘\- o
laugment de terbolesa al augmentar la S —
30 50 To X o 1]
temperatura es dona en tots els vins utilitzats Temperature (*C)

Figura 6G. Influéncia de la temperatura en
I'augment de terbolesa generada en sis vins

mateix patr6 en la formacié de terbolesa. blancs. (Mesquita i col., 2001)

en l'estudi, perd no tots els vins segueixen el

6.2.3. L’oxigen

L'oxigen molecular és necessari per a que es doni les reaccions d’'oxidacio en el vi,
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aguest pero, no actua directament sobre els substrats sind que forma radicals amb un elevat
potencial d'oxidacié i sén aquests radicals els que estaran implicats en les reaccions
d’oxidacio dels components del vi. En un vi principalment hi té lloc I'oxidacidé del etanol a
acetaldehid i I'oxidacié dels compostos fenolics per donar lloc a quinones, espécies molt
reactives que tendiran a polimeritzar per tal d'aconseguir estructures meés estables.
Ambdues oxidacions estan implicades en el mecanisme de precipitacio dels complexos
proteina-polifenol. L'airejacid dels vins blancs potencia la precipitacio proteica i

I'enfosquiment del vi blanc. (Waterhouse i Laurie, 2006).

6.2.4. Els metalls.

Els metalls presents en el vi procedeixen directament del raim, per tan, la seva
composicio estara marcada per la regié en la que ha crescut el cep; aixi doncs el tipus de
sol, les condicions climatiques de I'anyada, la varietat i la maduresa del raim en el moment
de la collita, seran els factors que determinaran la concentracié del diferents metalls en el vi
(Gonzalez i col., 1996; Kment i col., 2005).

Els metalls majoritaris sén el Ca, K, Na i Mg, la seva concentracié en el vi pot oscil-lar
entre 10-10° pg/mL. El K és el metall que normalment presenta un concentracié superior en
el vi; les concentracions de Ca i Mg s6n comparables pero inferiors en un ordre de magnitud
a la del K; el Na es troba en concentracio igual o inferior a les del Ca i Mg. L'Al, Cu, Fe, Mn,
Rb, Sr i Zn es troben en una concentracio entre 0.1-10 pg/mL. En el vi es troben traces de
Ba, Cd, Co, Cr, Li, Ni, Pb i V, la seva concentracié oscil-la entre 0.1-100 ng/mL o inferior
(Pohl, 2007).

La concentracid dels diferents metalls en el vi respecte el most, decreix al llarg de la
fermentacio degut a la precipitacié dels tartrats de K i Ca (Gonzalez i col., 1996; Rodriguez i
col., 1999; Sauvage i col., 2002;) o d'altres precipitats insolubles de Al, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb i Zn (Rodriguez i col., 1999; Galani-Nikolakaki i col., 2002). Aquesta precipitacié
s'accelera amb l'augment del pH i del percentatge d’alcohol (Rodriguez i col., 1999). A més,
el llevat capta Ca, Cu, Fe, K, Mg i Zn al llarg de la fermentaci6 alcoholica i per tan ajuda en
la disminucié de la concentracid d’aquests metalls (Rodriguez i col., 1999). Aixi doncs els
metalls, malgrat estar presents en el vi a baixes concentracions, estan implicats en molts
dels processos de precipitacié que es donen al llarg del procés d’elaboracio, a més, es
troben units tan a proteines com a polisacarids i compostos fendlics, tots ells compostos del
vi importants en el desenvolupament de la precipitacié proteica.

La precipitacio dels tartrats de K i Ca canvia el pH del vi, tot afavorint I'oxidacio del Cu
i el Fe i conseqlentment I'aparicio de terbolesa que afecta a la conservacio del vi (McKinnon
i Scollary, 1997; Rodriguez i col., 1999).
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El Cu, el Fe i el Mn sbén els metalls responsables de la estabilitat del vins blancs
embotellats (Palacios i col., 2001). Aquest fenomen que es coneix com a enfosquiment del
vi, consisteix en un cadena de reaccions d'oxidacié dels components organics del vi que
implica la péerdua de frescor i d’aroma i I'aparici6 de tanins condensats que acaben
precipitant (Palacios i col., 2001; Benitez i col., 2002). El mecanisme és forca complex; Cu*?,
Fe*® i Mn*? activen I'oxigen molecular i tot seguit es dona I'oxidaci6 dels compostos organics
a aldehids i cetones per formacié d’especies reactives d’oxigen (radicals hidroxil) (Benitez i
col., 2002; Lara i col., 2005; Danilewicz, 2003 i 2007). A més a més el Fe actua com a
catalitzador en les reaccions d’oxidacio dels polifenols, i el Mn esta implicat en la formacié
d’'acetaldehid; l'acetaldehid reacciona amb els polifenols amb l'ajuda del Fe com a
catalitzador i es formen grans polimers que acaben precipitant (Benitez i col., 2002).

El Cu™ i Fe™ també estan implicats en la precipitacié ciprica i férrica (Kment i col.,
2005). L’'associacio d’aquests metalls amb quelants organics és un dels més importants
mecanismes antioxidants que té lloc en el vi per tal de reduir la formacié d’especies
reactives (Cacho i col., 1995; Waterhouse i Laurie, 2006).

Aixi doncs el Fe, el Cu i el Mn, estan implicats en la polimeritzacio i en l'activacio
mitjancant oxidacioé dels compostos fenolics, tots dos processos implicats en la formacio de
grans complexos per unié a les proteines del vi, donant lloc finalment a la formacié de
precipitat. Aquests dos mecanismes s’han descrit en I'apartat dels compostos fendlics i es
mostren a la Figura 6D.

Estudis realitzats per Besse i col. (2000), mostren la precipitacié del coure juntament
amb les proteines i els polifenols quan s’aplica el test del calor al vi. Els nivells de coure en
el vi després d’'aplicar el test del calor disminueixen en tots els vins estudiats, a més la
disminucié es quasi proporcional a la disminucié en proteina, a més proteina precipitada
més coure precipitat. Suggereixen que el coure es combina amb la proteina per donar lloc a
la formacio de productes implicats en I'enfosquiment del vi, i aixi és com acaba apareixen la
terbolesa.

Pocock i col., (2007) en la cerca del “factor X” han estudiat la influéncia del Fe™, Fe®,
Cu* i Cu*? en la formacié de precipitat després d’aplicar el calor a una solucié sintética que
conté 500 mg/l de taumatina. Tan l'addici6 de Fe™ com de Fe™ implica un augment en la
terbolesa formada si es compara amb el control (sense I'addicié de cap metall); en el cas de
Cu* i Cu*® no s’han observat diferéncies. Malgrat tenir lloc un augment en la terbolesa en el
cas de Fe™ i Fe*®, aquest metall no es troba en estat lliure en el vi i a més, les dosis
utilitzades en les que hi ha augment en I'aparicié de terbolesa s6n més elevades que la
concentracié en la que normalment es troba en el vi, per tan aquest autor suggereix que

Fe*?, Fe™, Cu" i Cu*? no sén els factor que desencadena la formaci6 del precipitat proteic.
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6.3. Elsulfat.

Els primers estudis en els que s’atribueix la influéncia de I'ani6 sulfat en la precipitacio
proteica han estat publicats recentment per Pocock i col., (2007). Dosis creixents d’aquest
anié (entre 0.5-2.0 g/l), s’han afegit a una solucié sintetica en la que hi ha 500 mg/l de
taumatina, s’ha aplicat calor i s’ha comprovat si hi ha diferéncies en la terbolesa generada
comparant-ho amb el control (0 g/l sulfat). S’ha observat que al augmentar la dosis de sulfat
afegida hi ha un augment en la terbolesa que es forma, per tan hi ha un augment en la
precipitacié proteica. Aquest estudi proposa que el sulfat és el “factor X" o sigui l'iniciador de
la precipitacio proteica tenint en compte I'efecte modulador per part dels compostos fenolics
en aquesta. El sulfat esta present en el vi en les dosis que s’ha estudiat en aquest treball.

Les proteines estan carregades al pH del vi, i la solubilitat d’aquestes depén de la
concentraci6 de sals dissoltes en el vi, de la polaritat de la solucid, del pH i de la
temperatura. La solubilitat de les proteines es pot veure modificada si en el vi hi tenen lloc
variacions en els factors que hem citat anteriorment; aquestes variacions poden afavorir la
solubilitat de la proteina o pel contrari disminuir-la. L’addicié de sulfat implica un augment en
la concentracio de sals dissoltes, que a la vegada implica una disminucio en la solubilitat de
la proteina, el que es coneix com precipitacio salina o “salting-out”. De fet el sulfat d’amoni
és la sal més utilitzada en els processos de purificacio de proteines per precipitacié salina.
Per aquest motiu al afegir dosis creixents de sulfat a la solucié sintética que conté 500 mg/I
de taumatina hi ha un augment en la precipitacio proteica i aixi en la terbolesa.

Aquests resultats s’han obtingut per addicié de sulfat en una solucié sintética que
conté 500 mg/l de taumatina, la concentracié proteica en la que s’ha treballat és molt
elevada en comparacio a la concentracié que sol haver-hi en un vi blanc, a més en el vi no
s’ha descrit la presencia de taumatina, sind de proteines amb estructura semblant a la
taumatina i per tan s’hauria de treballar directament amb el vi per tal de verificar I'efecte del

sulfat.
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Justificacio i Objectius

Malgrat que evitar I'aparicié d’enterboliments proteics en el vi blanc és relativament
senzill, tots els processos destinats a I'estabilitzacié del vi comporten un minvament de la
seva qualitat. Els tractaments amb bentonita, ampliament utilitzats per la indastria del vi, no
son prou especifics i eliminen també altres molécules. Es per aix0, que la filial vitivinicola ha
cercat i encara cerca tractaments alternatius més especifics que puguin selectivament
eliminar aquelles proteines responsables de I'enterboliment sense afectar la resta de la
matriu. No obstant, el possible disseny de nous tractaments d'estabilitzaci6 més
respectuosos amb la qualitat implica un millor coneixement de la realitat quimica de
I'enterboliment i dels mecanismes que provoquen la seva aparicio. La bibliografia existent
sobre el tema és amplia perdo encara manté molts punts foscos. De fet les proteines
identificades com responsables de la precipitacié proteica, les Thaumatin like proteins i les
quitinases, han estat identificades en precipitats forgats pel calor o en extractes préviament
precipitats amb sulfat amonic, i no en precipitats espontanis que son els que veritablement
provoquen l'enterboliment. D’altra banda, molts autors han suggerit que a més de les
proteines, altres molécules, entre les que destaquen els compostos fenolics per la seva
afinitat per les proteines, poden estar presents en el precipitat i fins i tot ésser els
desencadenants del procés. Es per aquest motiu que en aquest treball ens plantegem els

seglients objectius concrets:

Caracteritzar quimicament I'enterboliment proteic espontani del vi blanc.
Identificar les proteines presents a I'enterboliment proteic espontani del vi blanc.
Comparar la composicié quimica dels precipitats generats pels tests d'estabilitat
proteica més usuals amb la del precipitat natural. Determinar la fiabilitat real de
cadascun dels tests.

4. I|dentificar els compostos fenolics presents a I'enterboliment proteic espontani del vi
blanc.
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Capitol 1:

Identificacio de les proteines
inestables del vi blanc.

Janis Miglavs, Vineyard in Carnaros area of Napa Valley.

1.1. Caracteritzacié de I’enterboliment proteic espontani en vi blanc de la varietat
Sauvignon Blanc.

1.2. ldentificacid de les proteines inestables mitjancant la técnica MALDI-TOF/TOF.

1.3. ldentificacid de les proteines de les fraccions obtingudes per FPLC-IC.
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En aquest primer capitol, Identificacié de les proteines inestables del vi
blanc, s’engloben tots els resultats obtinguts en l'estudi de les proteines
inestables presents en I'enterboliment proteic espontani del vi blanc de la
varietat Sauvignon Blanc. Aquest primer estudi ha permes la publicacio
cientifica d’alguns dels resultats obtinguts; apartat 1.1 d’aquest capitol,
Characterization on natural haze protein in Sauvignon white wine. No
obstant, la limitaci6 d'espai a la que obliguen les revistes cientifiques, ha
deixat en el tinter molta informacié que només es descrita de forma molt
breu. Es per aquesta rad que s’ha cregut convenient incloure nous
subcapitols en que es descriuen totes les experiéncies realitzades i es

mostren tots els resultats obtinguts.
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Abstract

The natural precipitate of a white Sauvignon wine was dissolved, lyophilized and
analyzed by molecular exclusion FPLC and/or electrophoresis (SDS-PAGE, native and
isoelectrofocusing) using three types of stains (Coomassie Blue, silver stain and PAS stain).
The protein spots were digested and analyzed by MALDI-TOF/TOF MS. Direct analysis of
the precipitates by SDS-PAGE gave no bands with Coomassie Blue stain and five bands
with silver stain. It was not possible to identify these bands by MALDI-TOF/TOF MS.
However, applying molecular exclusion FPLC prior to SDS-PAGE improved sensitivity and
enabled three bands to be identified. These were the previously described thaumatin-like
protein (VVTL1) and two proteins that to our knowledge have never been described as
components of protein haze: B-(1-3)-glucanase and ripening-related protein grip22

precursor.

Keywords: Haze proteins; White wine; Electrophoresis; FPLC; MALDI-TOF/TOF.

Introduction
One of the main factors affecting the stability of white wine during storage is the
instability of proteins (Bayly & Berg, 1967; Hsu & Heatherbell, 1987a). Though wine proteins
are usually found at very low concentrations, some of them may precipitate due to lack of
stability (Bayly & Berg, 1967; Waters et al., 1991). The appearance of haze in a bottle of

wine can seriously harm the image of the wine and affect its acceptance by the consumer.
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The wine industry systematically tries to stabilize white wines and prevent protein
precipitation. Currently the best way to eliminate the risk of protein precipitation is bentonite
fining (Hsu & Heatherbell, 1987b; Pocock & Waters, 2006). Alternative methods such as
ultrafiltration (Hsu, Heatherbell, Flores, & Watson, 1987) and zirconium oxide treatment
(Salazar, Achaerandio, Labbe, Guell, & Lépez, 2006) can also be effective but their use is
still experimental.

Bentonite interacts electrostatically with proteins and this produces flocculation (Hsu &
Heatherbell, 1987b; Hsu et al., 1987). However, protein instability does not correlate well
with total protein concentration because individual proteins behave differently (Bayly & Berg,
1967; Hsu & Heatherbell, 1987a). Other factors may also have a role in protein precipitation
(Siebert, 1999; Waters et al., 1995). It has recently been suggested, for example, that sulfate
may be a key factor (Pocock, Alexander, Hayasaka, Jones, & Waters, 2007).

The literature contains several tests for determining the stability of wine proteins and
there are even some commercial tests on the market. However, these tests sometimes
provide different results, which create uncertainty for the winemaker (Dubourdieu et al.,
1988; Sarmento et al., 2000; Toland et al., 1996). As there is no clear criterion for selecting
the correct dose of bentonite to stabilize a wine, winemakers usually treat wine with high
doses.

However, an excess of bentonite can have negative effects on wine aroma (Lubbers,
Charpentier, & Feuillat, 1996) and mouthfeel (Guillou, Aleixandre, Garcia, & Lizama, 1998).
Bentonite also affects the foaming properties of sparkling wines (Martinez-Rodriguez & Polo,
2003; Vanrell et al., 2007). For these reasons, the chemical nature of protein precipitates is
still a subject of great interest in oenology.

Several techniques have been used to study the protein fraction of white wines: gel
electrophoresis, isoelectric focusing (Dawes, Boyes, Keene, & Heatherbell, 1994), capillary
electrophoresis (Dizy & Bisson, 1999), HPLC (Kwon, 2004), affinity chromatography, FPLC
(Canals, Arola, & Zamora, 1998) and chromatofocusing on FPLC (Dawes et al., 1994). More
recently, N-terminal sequencing (Ferreira et al., 2000, Waters et al., 1998; Waters et al.,
1996) and mass spectrometry (Hayasaka et al., 2001) methods have been used.

Few of these techniques have been used to study unstable proteins, however. Bayly
and Berg (1967) reported that the proteins with the lowest pl were the most unstable against
the heat test. These data were confirmed by Hsu and Heatherbell (1987b), who reported that
unstable proteins have a low isoelectric point (4.1-5.8) and a low relative molecular mass
(13-30 kDa). More recently Waters et al. used the back-addition technique (Waters et al.,
1991, Waters et al., 1996; Waters et al., 1998) to identify pathogenesis-related proteins

(thaumatin-like proteins and chitinases) as causes of haze.
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All the above studies were conducted using heat forced precipitates (Hsu &
Heatherbell, 1987b) or back-addition techniques (Waters et al., 1991). To our knowledge
only Koch and Sajak (1959) and Sarmento et al. (2000) have analyzed the naturally
occurring precipitate. The aim of the present study was to characterize the proteins in a

natural precipitation of a white Sauvignon wine.

Materials and methods

Chemicals. All products were of high purity and suitable for fast protein liquid
chromatography (FPLC) and electrophoresis. All solutions were previously filtered through
0.22 um acetate cellulose filters (Millipore GSE) and degassed using an ultrasonic water
bath.

Sample preparation. Unfined Sauvignon white wine, produced in 2006 at the
experimental cellar of the Tarragona Enology Faculty (Rovira i Virgili University) in Constanti
(A.O.C. Tarragona), was centrifuged (10 min at 12.000 g), filtered (0.45 um), bottled (375

mL) and stored at room temperature until natural precipitation appeared.

Wine before and after natural precipitation. For wine analysis, aliquots of 30 mL of
wine before and after precipitation were centrifuged (10 min at 12.000 g) and dialyzed in
tubes of a molecular weight cut-off of 3500 Da (Membrane Filtration Products Inc., San
Antonio, TX, USA). The dialyzed samples were lyophilized and preserved at -20 T until the

time of analysis.

Natural precipitate. For analysis of the precipitate, the bottles were vigorously stirred and
all their contents homogeneously distributed in eight centrifuge tubes. The tubes were then
centrifuged (10 min at 12.000 g) and the eight pellets were directly dissolved with a total
volume of 2 mL of 50 mM disodium phosphate solution (pH 9.23). These precipitates were
not dialyzed in order to prevent some of their components (e.g. phenolic compounds) from
being lost. Aliquots of this sample were used for protein estimation. The rest of the sample

was lyophilized and stored at -20 C.
Determination of protein concentration. The protein concentrations of the various

samples were determined by the Bradford dye-binding microassay method (Bradford, 1976).

These analyses were carried out after dialysis, lyophilization and dissolution in 0.3 M
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ammonium acetate solution (pH 6.80) in the case of the wines and after resuspension in 50
mM disodium phosphate solution (pH 9.23) in the case of the precipitate. These data were

used to select the correct dilution factor for electrophoresis of the different samples.

Chemical analysis of the natural precipitate. Aliquots of the lyophilized precipitate
were weighed and used for protein determination by the Bradford dye-binding microassay
method (Bradford, 1976), for polysaccharide determination by the phenol-sulphuric acid
assay method (Segarra, Lao, Lopez-Tamames, & De la Torre-Boronat, 1995), for phenolic
compound determination by the Folin-Ciocalteau microassay method (Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventds, 1999) and for organic elemental analysis. All results are expressed in
percentages of the various substances with respect to the original dry weight of the

precipitate.

Organic elemental analysis. Samples of the natural precipitate were analyzed with an
organic elemental analyzer equipped with a gas chromatograph and a thermal conductivity
detector (Thermo Quest 1108, Carlo Erba, Milan, Italy). Samples were combusted at 1020
T in a tin capsule with oxygen injection. Helium w as then used to carry the generated gases
through specific reactants and convert them into N,, CO,, H,O and SO, which were

immediately measured.

Gel filtration chromatography on FPLC. The wine lyophilized samples (before and
after natural precipitation) were resuspended in 1.2 mL of 0.3 M ammonium acetate solution
(pH 6.80). The lyophilized precipitate was dissolved in an appropriate suitable volume of 0.3
M ammonium acetate solution (pH 6.80) to obtain a protein concentration of 0.25 pg/ul. The
samples were centrifuged (5 min at 12.000 g, 4 €C) and the supernatant was used directly
for FPLC analysis (Canals et al., 1998). Analyses were carried out with a Superdex 75 PC
3.2/30 column on a fast protein liquid chromatography system (Smart System, Pharmacia,
Uppsala, Sweden). The samples (50 pl) were injected and eluted with a 0.3 M ammonium
acetate solution (pH 6.80) with a flow rate of 40 pl/min. The column eluents were
continuously monitored at 280 nm using a yPeak Monitor (Pharmacia, Uppsala, Sweden).
The various fractions (F1, F», F3 and F4;) were collected and lyophilized for later protein

determination and electrophoresis.
Cation exchange chromatography on FPLC.  The wine lyophilized samples (before

and after precipitation) were resuspended in 1.2 mL of 0.05 M acetic acid-HCI buffer (pH

2.0). The previously lyophilized samples were dissolved in a suitable volume of 0.05 M
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acetic acid-HCI buffer (pH 2.0) to obtain a protein concentration of 0.5 ug/l. The samples
were centrifuged (5 min at 12.000 g, 4 ) and the supernatant was used directly for FPLC
analysis (Canals et al., 1998). Analyses were carried out with an ion exchange column Mono
S PC 1.6/5 on a fast protein liquid chromatography system (Smart System, Pharmacia,
Uppsala, Sweden). The initial buffer was 0.05 M acetic acid-HCI (pH 2.0). The elution buffer
was the initial buffer with sodium chloride 1 M. The column was equilibrated with the initial
buffer at a flow rate of 100 pl/min. Fifty microlitres of the samples were loaded into the
column. The bound proteins were eluted with a gradient of elution buffer and continuously

monitored at 280 nm.

SDS-PAGE. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis was performed
using a precast discontinuous gel buffer system (Laemmli, 1970). PhastGel Homogeneous
20 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) was used to adequately separate the proteins.

Samples of the wines (before and after natural precipitation) previously dialysed,
lyophilized and dissolved in 0.3 M ammonium acetate solution (pH 6.80). These samples,
the dissolved precipitate and their corresponding fractions obtained from FPLC (Fi+F,, F3
and F,) were lyophilized and resuspended in a buffer containing 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8),
2% SDS, 5% [(-mercaptoethanol, 10% glycerol, and 0.002% bromophenol blue, thus
assuring an SDS/protein ratio greater than three. The buffer volume was selected so as to
obtain a protein concentration of 100 ng/ul for silver staining and 500 ng/ul for Coomassie
Blue and PAS stain. The samples were boiled for 5 min and subjected to electrophoresis.

Two molecular weight standards calibration kits for SDS-PAGE were used to
determine the molecular weights (ref. 161-0304 and ref. 161-0326, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). The low range molecular weight standards calibration kit was made up of
phosphorylase b (97.400 Da), serum albumin (66.200 Da), ovalbumin (45.000 Da), carbonic
anhydrase (31.000 Da), trypsin inhibitor (21.500 Da) and lysozyme (14.400 Da). The
polypeptide molecular weight standards calibration kit was made up of triosephosphate
isomerase (26.625 Da), myoglobin (16.950 Da), a-lactalbumin (14.437 Da), aprotinin (6.512
Da), insulin b chain oxidized (3.496 Da) and bacitracin (1.423 Da). Electrophoresis was
performed using a PhastSystem apparatus (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) and

PhastSystem Separation Technique File No. 111 (Pharmacia LKB Biotechnology, 1990).

Native-PAGE. PhastGel Homogeneous 20 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) was used to
adequately separate the proteins. The gels were run with PhastGel Native Buffer Strips
(Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden). Samples of the wines (before and after natural

precipitation) previously dialysed, lyophilized and dissolved in 0.3 M ammonium acetate
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solution (pH 6.80). This samples, the dissolved precipitate and their corresponding fractions
obtained from FPLC (F1+F», F3; and F,) were lyophilized and resuspended in an appropriate
volume of MilliQ to obtain a protein concentration of 100 ng/ul for silver staining and 500
ng/ul for Coomassie Blue and PAS staining. Electrophoresis was performed using a
PhastSystem apparatus (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) and PhastSystem Separation
Technique No. 121 (Pharmacia LKB Biotechnology, 1990).

Isoelectrofocusing.  PhastGel IEF 3-9 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) was used to
adequately separate the proteins. Samples of the wines (before and after natural
precipitation) previously dialysed, lyophilized and dissolved in 0.3 M ammonium acetate
solution (pH 6.80). These samples, the dissolved precipitate and their corresponding
fractions obtained from FPLC (F;+F,, F; and F,) were lyophilized and resuspended in a
suitable volume of MilliQ to obtain a protein concentration of 100 ng/ul for silver staining and
500 ng/ul for Coomassie Blue and PAS staining. A broad range pl (pH 3-10) calibration kit
for pl determinations (ref. 17-0471-01, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden)
was used to determine the pl of the proteins. This kit was made up of amyloglucosidase (pl
3.50), methyl red (pl 3.75), soybean trypsin inhibitor (pl 4.55), B-lactoglobulin A (pl 5.20),
carbonic anhydrase B bovine (pl 5.85), carbonic anhydrase B human (pl 6.55), myoglobin
horse acidic (pl 6.85), myoglobin horse basic (pl 7.35), lentil lectin acidic (pl 8.15), lentil
lectin middle (pl 8.45), lentil lectin basic (pl 8.65) and trypsinogen (pl 9.30). Electrophoresis
was performed using a PhastSystem apparatus (Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) and

PhastSystem Separation Technique No. 100 (Pharmacia LKB Biotechnology, 1990).

Stains. The protocols for silver and Coomassie Blue R-250 stains are described in
Amersham Biosciences automated staining of polyacrylamide gels with Processor Plus
(Pharmacia LKB Biotechnology, 1990). The reagents used for silver staining were prepared
according to Plus One Silver Stain Kit protein instructions (Pharmacia LKB Biotechnology,
1990). The reagents used for Coomassie Blue R-250 stain were prepared according to Fast
Coomassie Staining Development Technique File No. 200 (Pharmacia LKB Biotechnology,
1990). A modified silver staining protocol (Yan et al., 2000) was used in the gels, by which
their spots were removed for analysis by MALDI-TOF/TOF MS. Periodic acid Schiff (PAS)
stain was carried out using the Sigma Glycoprotein Detection Kit (SIGMA, Saint Louis,
Missouri, USA).

MALDI-TOF/TOF MS. Protein identification by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry was

carried out according to Fernandez-Acero et al. (2006). Protein spots were excised manually
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and then digested automatically using a Proteineer DP protein digestion station (Bruker-
Daltonics, Bremen, Germany). Digestion was carried out with modified porcine trypsin
(Sequencing Grade, Promega, Madison, USA) at 37 T for 6 h (Shevchenko, Wilm, Vorm, &
Mann, 1996). The digestion solutions were collected, vacuum-dried and kept frozen for later
MS analysis.

Peptide mass fingerprint spectra were measured on a Bruker Ultraflex TOF/TOF
MALDI mass spectrometer (Bruker-Daltonics) in a positive ion reflector mode (Suckau et al.,
2003). Internal calibration was done with mass signals of trypsin autolysis ions to reach a
typical mass measurement accuracy of 625 ppm. For fragment ion analysis in the TOF/TOF
mode, precursor ions were selected according to their intensity and resolution using a timed
ion gate. The measured tryptic peptide masses together with the corresponding MS/MS
spectra were transferred through the MS BioTools program (Bruker-Daltonics) as inputs to
protein identification in the NCBInr database using MASCOT software (Matrix Science,
London, UK) (Perkins, Pappin, Creasy, & Cottrell, 1999).

Statistical analysis. All numerical data are expressed as the arithmetic average +
standard deviation from three replicates. Statistical comparisons between means were

established with Student’s t-test using Statview (software for Macintosh).

Results and discussion
Table 1 shows the proteins, phenolic compounds and polysaccharides in the natural
precipitate’s composition. Direct protein analysis of the natural precipitate by the Bradford
dye-binding assay indicated that the proportion of protein was only 10.3%. On the other
hand, direct determination of phenolic compounds and polysaccharides presented
guantitatively comparable levels (7.2% and 4.4%, respectively). However, we should point
out that as the spectrophotometric methods are not very specific, these results should be

interpreted with caution.

Table 1

Chemical composition of natural predpitate

Substance &

Protein 10314
Phenolic compounds 72204
Polysaccharides 44+02
All data are expressed as the average of three replicstes sstandard deviation

Surprisingly, the addition of percentages of proteins, polysaccharides and phenolic

compounds barely exceeds 20% of the dry weight of the natural precipitate. The reasons for
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this low proportion are the limitations of spectrophotometric methods mentioned above and
the presence of other compounds in the natural precipitate such as metals and tartaric acid
salts. Since the wine was not stabilized and the precipitate was not dialyzed, it is quite
probable that significant amounts of tartaric acid salts were present. In fact, Correa-Gorospe,
Polo & Hernandez (1991) found proteins and phenolic compounds present in tartaric
sediments from wines.

Even so, the low proportion of proteins in the natural precipitate was also confirmed by
organic elemental analysis (Table 2), which indicated that the proportion of nitrogen was
extremely low (2.24%). When a standard factor of 6.25 was applied, the percentage of
protein (14.02 + 0.45%) was similar to that obtained by the Bradford method.

Table 2

Organic elemental composition of natral predpitate

Element £

MitroEen 224 + 007
Carban 3544 036
Hydrogen 6.73+09
Suilfus .03 001
All data are expressed as the average of three replicates =standard deviation.

However, according to these data, the natural precipitate in wines seems to be made
up not only of proteins but also of polysaccharides and especially of phenolic compounds.
Dadic and Belleau (1980) obtained similar results in precipitates of beer. They found
significant amounts of polysaccharides (15-40%) and phenolic compounds (25-30%), and
deduced that proteins and metals are only the remaining proportion (30-60%). These results
are higher than our results in wine, but they are proportionally similar.

Sarmento et al. (2000) found that the percentage of initial wine protein that precipitated
was higher than 50%, which suggests that there is a greater proportion of protein in the
precipitate. However, they obtained this data by calculating the difference between the
protein concentration of wine before and after precipitation instead of directly measuring it
from the natural precipitate.

Koch and Sajak (1959) found a higher proportion of proteins in natural precipitates.
However, they used the Biuret method which is more affected by interferences than the
Bradford dye-binding assay (Williams, Fox, & Marshall, 1995).

In a previous study (Canals et al., 1998) we proposed a method that used FPLC to
separate white wine proteins into several fractions. In all the wines studied, three or four
fractions were obtained by molecular exclusion chromatography (Fi, F,, Fs and Fy).
Depending on the protein wine concentration, F; and F, were either one or two single peaks.

In the present study, these fractions were subsequently analyzed by SDS-PAGE and
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cationic exchange chromatography. The results indicated that the high molecular weight
fraction (F;) had a molecular weight of over 100 kDa. The intermediate molecular weight
fraction (F,) was a single protein with a molecular weight of around 60 kDa, which according
to the literature is probably invertase. The low molecular weight fraction (Fs;) consisted of
several different proteins with molecular weights of between 20 and 30 kDa. Finally, the very
low molecular weight fraction (F,) included polypeptides with molecular weights of less than
20 kDa and phenolic compounds.

Fig. 1 shows the molecular
exclusion chromatograms of the white : Fy

Sauvignon wine before and after natural 10 - PR

280 nm
-
e

protein  precipitation and of the

A2
-
-

precipitate using the above method. No ' s F, A

great differences were found between o ’

the chromatograms of the wine before

and after natural precipitation, which 0 : : : : :

indicates that only a small proportion of R i i iﬁummﬂ_f'j o

protein was precipitated. Ag 1. Molecular exclusion chromatograms. (---} Wine before natural precipitation:
(——) wine after natural precipitation; (—) natural precipiate,

Fig. 2 shows the protein

concentration of the wine measured by

120 -

the Bradford dye-binding assay and ;,m

their  different molecular exclusion E 80 "

fractions before and after natural - ; 2

precipitation. A significant decrease in ; fr’ .

total protein concentration was detected - _: . LALAL . . |_\y_\| .
after natural precipitation. This decrease Wine F+ I, Fy Fy

was a|mOSt Completely due to the IOW FAg 2. Protein concentration of the wine and their different molecular exclusion

fractions before () and after () the natural precipitation. Egeal letters AB indicare
the 2hsence of statistically significant differences (p> 0,05 ) among the samples

molecular weight fraction (F3). These
data are in agreement with results previously published by Hsu and Heatherbell (1987b),
who reported that unstable proteins were those with a molecular weight of between 13 and
30 kDa.

The fact that there were no differences in the exclusion molecular chromatograms of
wines before and after natural precipitation but a significant decrease with the Bradford dye-
binding assay may be related to the greater specificity of the latter method. Absorbance at
280 nm, used for detecting peaks in molecular exclusion chromatography, detects many

other substances such as phenolic compounds.
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Fig. 1 also shows the molecular exclusion chromatogram of the natural precipitate.
There are three clear peaks corresponding to the high and intermediate molecular weight
fractions (F1+F,), the low molecular weight fraction (F3), and the very low molecular weight
fraction (F4). However, there is no clear quantitative relationship between the changes in the
profile of the natural precipitate and the small differences in wine after natural precipitation. It
should be noted that the concentration factor applied in the natural precipitate was 7.5 folds
higher than in wines. Therefore, it is not possible to quantitatively compare the
chromatograms of natural precipitates and those of wines.

Fig. 3 shows the cationic exchange chromatograms of the white Sauvignon wine
before and after natural protein precipitation and of the precipitate. Twelve peaks were
detected in the wine before natural precipitation and two of these (peaks 6 and 9) clearly
decreased after precipitation. Five peaks were detected in the natural precipitate. It is difficult
to determine the exact correspondence between the peaks of the precipitate and those of
the original wine because their retention times do not coincide exactly. One possible
explanation for this phenomenon may be that the association of phenolic compounds in the
protein binding sites may lead to changes in the protein charge. However, it appears that the
first three peaks of the precipitate correspond to peaks 1, 2 and 3 of the original wine. The
fourth and fifth peaks of the precipitate should correspond to peaks 6 and 9 of the wine since

they decline more sharply.

— 100

— 75
H =
Z .
=50 9
< 3
.-

-

0

4.0
Elution volume (mL)
Fg. 3. Cationic exchange chromatograms, (-} wine before natural precipitation; {(——) wine after natural precipitation: {—) Natural precipitate; {—-—) NaCl gradient.

We should point out that the first peak was eluted before the saline gradient started. It
therefore corresponds to substances that were not retained by the cationic exchange
column. This peak, which is present in both the wines and the precipitate, did not originate a
band when SDS-PAGE and silver stain were applied (data not shown). Therefore, peak 1 is
probably made up of polysaccharides and/or phenolic compounds but not of proteins. This

peak is much higher than the other four peaks detected in the natural precipitate, which
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suggests, as we observed in our previous analysis (Table 1 and Table 2), that the proportion
of protein in the precipitate is relatively low.

Fig. 4 shows the SDS-PAGE analysis of the natural precipitate and its molecular
exclusion fractions using three different stains. The precipitate did not give any band when
Coomassie Blue R-250 and Periodic Acid-Schiff were used as stains. However, when silver
stain was used, four bands were detected at 69, 41, 20 and 18 kDa, which coincided with the
number of peaks retained by cation exchange chromatography.

The high and intermediate molecular weight fractions (F;+F;) only gave a band at 69
kDa with silver stain but not with Coomassie Blue R-250. This fraction also gave a narrow
band at the beginning of the gel when periodic acid-Schiff was applied. These data again
confirm the presence of polysaccharides in the natural precipitate.

The low molecular weight fraction (F3) originated five bands at 69, 53, 41, 26-18 and
14 kDa when silver stain was applied. However, only the two major bands (41 and 26-18
kDa) were clearly detected when Coomassie Blue R-250 was used. Although no clear bands
were detected with periodic acid-Schiff stain, a diffuse band could be seen between 26 and
18 kDa, which indicates the presence of glycoproteins.

The very low molecular weight (F4;) only originated a band at 22-20 kDa with both
protein stain methods. However, this band is probably the tail of F; as the peak has the

same molecular weight as its major band.

A. Coomassie Blue B. Silver Stain C. Periodic Acid-Schiff
St1 P Fq+F, F, F, S22 St1 P FaF, F, F, S P Fq+F, F, F,
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Fig. 4. SD5-PAGE of precipitate and their molecular exclusion fractions., St1: low molecul ar weight standards; P: natural pred pitate; Fry + F2: high and inte rmediate molecular
welght fractions: Fy: low molecular weight fraction; Fa: very low molecular weight fraction: St2: polypeptde molecular weight sandards,

The separation of the precipitate by FPLC improved the resolution of the gel spots
obtained by SDS-PAGE. It has been reported that the elimination of phenolic compounds
with PVPP (polyvinyl pyrrolidone) improved the resolution of bands in gel electrophoresis
(Charmont, Jamet, Pont-Lezica, & Canut, 2005). FPLC separation of the fractions may have

eliminated some of these compounds, thus enhancing the resolution of the various bands.
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Fig. 5 shows the Native-PAGE analysis of the natural precipitate and its molecular
exclusion fractions when the three different stains were used. No bands were detected when
the natural precipitate was directly analyzed with any of the stains.

However, Fi+F, originated a narrow band at the beginning of the electrophoregram but
only when periodic acid-Schiff stain was used. These data again confirm the presence of
polysaccharides in the natural precipitate.

Moreover, F; originated seven well-defined bands in the gel (Rf: 0.28, 0.40, 0.50, 0.55,
0.60, 0.65, 1.00) with both protein stain methods, though in this case the resolution was
better with Coomassie Blue R-250. The bands with Rf 0.40, 0.55, 0.65 and 1.00 were also
detected in F4 but only when Coomassie Blue R-250 was used. On the other hand, the
periodic acid-Schiff stain generated a diffuse smear along the gel for both fractions (F; and

F).

A. Coomassie Blue B. Silver Stain C. Periodic Acid-Schiff
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Fig. 5. Mative-PAGE of precipitate and their molealar exclusion fracions P: narural precipitare; F; + Fo: high and intermediare molecul ar weight fractions: Fy: low molecular
weight fraction; Fy: very low molecul ar weight fraction,

Fig. 6 shows the electrofocusing analysis of the natural precipitate and its molecular
exclusion fractions when the three different stains were used. As with the other
electrophoretic techniques, none of the staining methods revealed any band when the
natural precipitate was directly applied to the electrofocusing gel. Neither F;+F, nor F,
originated any band when silver or Coomassie Blue R-250 stains were used. In F;+F,,
however, a smear towards the acid area of the gel was detected when periodic acid-Schiff
stain was used, which again confirms the presence of polysaccharides in the high molecular
weight fraction of the natural precipitate.

Again it was the low molecular weight fraction where most of the proteins were
detected. Both protein stain methods originated seven bands with fraction Fs. In this case,
periodic acid-Schiff stain did not reveal any bands. All protein bands were detected in the
acid area and their isoelectric points corresponded to 5.0, 4.8, 4.6, 4.5, 4.4, 4.3 and 4.2.
These data are also in agreement with Hsu and Heatherbell (1987b), who reported that

unstable proteins have a low isoelectric point (4.1-5.8).
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Fig. 6. IEF of precipitate and their molecular exclusion fractions, St: lsoelectrie point standards: P: natural precipitate: Fo+ &2 high and intermediate molecular weight
fractions: Fs: low molecolar weight fraction: Fy: very low molecular weight fraction

Table 3 summarizes the overall results for protein band identification by MALDI-
TOF/TOF mass spectrometry. None of the protein bands from natural precipitate or from
F.+F, fraction were identified by this technique. However, three proteins were identified in
Fs. Specifically, the Vitis vinifera thaumatin-like protein 1 (VVTL1) was identified in the main
band (26-18 kDa) of the SDS-PAGE, in three bands of the Native-PAGE (Rf: 0.40, 0.50 and
1.00) and in four bands of the lIsoelectrofocusing (pl: 4.8, 4.5, 4.4 and 4.3). Two other
proteins were recognized in this fraction: a band at 41 kDa of SDS-PAGE was identified as
B-1,3-glucanase and a band at Rf 0.28 of Native-PAGE was identified as ripening-related
protein Grip22 precursor. VVTL1 was also identified in the Rf 0.40 of Native-PAGE of the

fraction F,.

Table 3
Surmmarized results corres ponding to the protein band identification by means of by MALDI-TOFTOF mass spectromerry
Electrophoretical anal ysis P F+F Fz Ey
Banids MS Bands MS Bands MS Bands MS
SDS-PAGE (kD) 9 £ i - ni + ni nd i
53 nd nd 3 + i nd
4 + i el i ++ F1.3-glucanase il
26-18 ++ i nd . ++ WVWTL1 + i
14 nd ndd + i nd
Native-PAGE (RT) 0.28 nd . nd X ++ Grip 22 o
0,40 nd - nd ; e WL B YVTLY
0.50 it} = nd 3 ++ WTL1 nd
0,55 nd = nl s + ni + i
0.60 nd - nid ; + i nd
0.65 nd = i 7 +4 ] + i
1.00 ud nid ¥ VWL - ; i
1EF {pl} 5.0 nd nd : - il nd g
4.8 nd = nd : + WIL1 i
46 nd . nd . + ni nd
45 nd 3 nd & + WITLT mud
4.4 nd 3 nd 3 + WWTL1 nd
43 nd . nd . * WTLL nd
4.2 nd nd + i nd

P: natural precipitate: Fy + Fo: high and fntermediate molecular welght fractions: Fs: low molecular welght fracion; Fs: very low molecular weight fraction: MS: mass
spectrometty; nd: not detectable: (+): low intensity band; (++) intermediate intensity band ; (+++) high intensity band: ni: not identfed.

Finally, Fig. 7 shows the electrophoregram of wine before and after natural
precipitation took place using Coomassie Blue R-250 for SDS-PAGE and native
electrophoresis and silver stain for isoelectrofocusing.

These results confirm all the data discussed above. Fig. 7A shows that the 41 kDa

band nearly disappeared and the 28-18 kDa clearly decreased in the wine after natural
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precipitation. These bands were the major bands detected in the natural precipitate (Fig. 4A)
and correspond to 3-1,3-glucanase (MW: 37.5 kDa) and VVTL1 (MW: 24.9 kDa).

On the other hand, native electrophoresis (Fig. 7B) indicated that the band with Rf 0.40
disappeared completely after natural precipitation. This band is precisely the major band
obtained in the natural precipitate (Fig. 5A) and has been identified as VVTL1. Moreover,
three other bands (Rf: 0.50, 0.55 and 0.60) clearly decreased in the wine after natural
precipitation and they are present in the natural precipitate (Fig. 5A).

The results obtained by isoelectrofocusing (Fig. 7C) are not so clear. However, it
seems that all bands present in the natural precipitate (Fig. 6B) decreased in the wine after
precipitation. Nevertheless, a band with a pl of 8.1, which was present in the original wine

but not in the wine before natural precipitation, is not detected in the natural precipitate.

A. SDS-PAGE B. Native-PAGE C. IEF
WB WA MW WB WA Rf WB WA pl
| 974602 : - 8.30
~ 66.2KDa - B.65
_ C g2
- 45KDa . : : - 7.35
| - - : =

~31KDa . —_—
. .

I 0.50

[ JEE z S5 -
1 - A -

k- 0.65 ) - 5.20

14 4KDa . : I 0.68 .- | 45

Fig. 7. Electrophoregrams of wine before {WB) and after (WA} natural precipi@tion, (A) SDS-PAGE with Coomassie Bl ue R-250; (B} Native-PAGE with Coomassie Blue R-250;
(€} lsoeletrofocusing with silver stain.

Conclusions

We can conclude that protein represents only a relatively small proportion of natural
protein precipitate, which is also made up of phenolic compounds and polysaccharides.
Proteins with a molecular weight of between 18 and 26 kDa make up most of the natural
protein precipitate but some proteins of 14, 41, 53 and 69 kDa are also present. All unstable
proteins have an isoelectric point between 4.2 and 5.0. The application of MALDI-TOF/TOF
MS has identified some of these proteins. As reported previously with other techniques
(Waters et al., 1998 and Waters et al., 1996), the presence of VVTLL1 in several bands
confirms their participation in natural haze. Note that chitinases were not identified in any of
the bands despite the fact that some authors have described their participation in protein
precipitation (Waters et al., 1998 and Waters et al., 1996). However, the fact that several
bands could not be identified does not mean they are not present. To our knowledge,
however, this is the first time that B-1,3-glucanase and ripening-related protein Grip22

precursor have been reported to participate in the natural protein haze of white wines.
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Capitol 1.2:

Identificacié de les proteines
inestables mitjancant la tecnica
MALDI-TOF/TOF.

1. Analisi de les bandes electroforetiques del precipitat total.
2. Analisi de les bandes electroforétiques de la fraccid F,+F, del precipitat natural.
3. Analisi de les bandes electroforetiques de la fraccid F; del precipitat natural:
identificacid de les proteines inestables.
3.1. Electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE.
3.2. Electroforesis en gel en condicions no desnaturalitzants: Native-PAGE.
3.3. Isoelectroenfoc: IEF-PAGE.

4. Analisi de les bandes electroforétiques de la fraccid F, del precipitat natural.
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En l'apartat 1.1 d’aquest capitol, “Caracteritzacié de I'enterboliment proteic espontani
en vi blanc de la varietat Sauvignon Blanc”, s’han mostrat els resultats obtinguts en la
identificacié d’'algunes de les proteines presents en el precipitat natural mitjangant la técnica
de MALDI-TOFOF/TOF. Aquest apartat 1.2 pretén ésser un complement del 1.1; inclou els
espectres de masses, aixi com els alineaments obtinguts en la identificacié de les proteines
inestables, dades que per motius d’espai no s’han pogut incloure en la publicacio cientifica.

Abans de comencar a mostrar els resultats, es descriura breument el procediment
experimental que s’ha realitzat per tal d’obtenir les bandes electroforétiques, que s’han
identificat mitjangcant la técnica de MALDI-TOF/TOF. El precipitat es dissol amb fosfat
disodic 50 mM, i tot seguit s’analitza mitjangant cromatografia liquida d’exclusi6 molecular
tal i com s’indica en 'Annex 1 Materials i Metodes. Aquesta técnica ens permet separar el
precipitat en tres fraccions F;+F,, F3 i F,. Aquest mateix precipitat i les diferents fraccions
obtingudes mitjangcant cromatografia liquida d’exclusié molecular (Fi+F,, F3 i Fy), es
processen i s'analitzen mitjancant electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants
(SDS-PAGE), no desnaturalitzants (Nativa) i per isoelectroenfoc (IEF), utilitzant la tincié amb
plata, la tinci6 de Coomassie Blue i la tincié de I'’Acid Periodic, tal i com s’ha descrit en
'annex 1 Materials i Métodes. Aixi doncs, tenim 4 mostres, de les quals en deriven 9 carrils
electroforetics diferents per mostra, ja que s’aplica tres técniques electroforetiques amb tres
tincions.

En el cas de que per a una mateixa mostra, s’obtingui perfils electroforetics semblants,
amb tincié6 de Coomassie Blue i amb la tincié de plata, s’ha optat per identificar la banda
tenyida amb la tinci6 de Coomassie, ja que presenta menys interferéncies per part dels
solvents utilitzats en la tincié i a més conté més concentracié de proteina que la banda
tenyida amb la tincié de plata. La tincié de I'Acid Periddic no és compatible amb la técnica
de MALDI-TOF/TOF, i per aix0 aquestes bandes no es poden analitzar per aquesta técnica.
Les bandes escollides es processen i s'analitzen mitjancant MALDI-TOF/TOF, seguint el
procediment descrit en 'Annex 1 Materials i Metodes.

Els pics que s’observen amb una relacié carrega/massa 845 i 2211 corresponen a
fragments procedents de la hidrolisis de la tripsina, sén dues senyals de referéncia que

apareixen en casi tots els espectres de masses que es mostraran a continuacio.

1. Analisi de les bandes electroforetiques del precipitat total.

En la Figura 1 es mostren els 9 carrils electroforétics obtinguts en I'analisi del
precipitat total. Només s’observen tres bandes en el carril electroforétic corresponent a la

separacié en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) i amb la tinci6é de plata. Aquestes
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bandes tenen una massa molecular de 69, 41 i 26-18 KDa respectivament. S6n aquestes
bandes les que s’han analitzant mitjiancant MALDI-TOF/TOF. A continuacié es mostren els

espectres de masses corresponents a la banda de 69, 41 i 26-18 KDa respectivament.

SDS-PAGE Nativa Isoelectroenfoc
ot o
97.4 KDa 5.20
66.2 KD i ..,
45KDa - 5.85
6.55

31 KDa sm——

M

6.85
21.5KDa

7.35

[' R - 8.65
U — : 9.30
Figura 1: Analisi del precipitat total mitjangant les tres técniques electroforétiques, SDS-PAGE, Nativa i
Isoelectroenfoc, emprant la tincié amb plata (marrd), la de Coomassie Blue (blau) i la de I’Acid Periddic (rosa).

14.4 KDa

600

TOF 1 (banda 69 KDa) TOF 1 (banda 41 KDa)

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 220 200
miz miz

Practicament no s'observen pics en cap  ~ TOF 1 (banda 26-18 KDa)
dels espectres de masses que es mostren, a =

banda dels dos corresponents a la hidrolisis

Intensity

de la tripsina. Els pics tenen una intensitat

molt baixa i de fet es confonen practicament

amb el SorO” de fons de Ia‘ Iinla base AIXO pOt a MMWWMWMm.LmuMMummmu]u.mm.u..hmm L

Ykl dlararm_my
800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200 24m

miz

ser degut a que la mostra no s’ha digerit bé, i
per tan no tenim possibles fragments per analitzar; o bé a que la concentracio en proteina
de la mostra és molt baixa, i després de la digesti6 no hi ha prou senyal en el pic
corresponent per ser detectat; o bé la fragmentacio en el TOF1 ha donat lloc a pics amb una
relacié carrega/massa que no esta inclosa en el rang de treball. Aixi doncs, en el precipitat

total no hem pogut identificar cap de les bandes obtingudes.
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2. Analisi de les bandes electroforetiques de la fraccié F,+F, del

precipitat natural.

En la Figura 2 es mostren els 9 carrils electroforétics obtinguts en I'analisi de la fraccio
Fi+F, del precipitat, només s’obté una banda en el carril electroforétic corresponent a la
separacié en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) i amb la tincié de plata. Aquesta

banda té un massa molecular de 69 KDa .

SDS-PAGE Nativa Isoelectroenfoc

W P ——————
3 e—
97.4KDa ‘z
66.2 KDa e .

L
= - ;
45 KDa o ﬁ- o, .

1

5.20

5.85

6.55

31KDa m—

21.5KDa

14.4 KDa

. : 8.65
" s 9.30

Figura 2: Analisi de la fraccid F,+F, del precipitat mitjancant les tres técniques electroforétiques, SDS-PAGE, Nativa i
Isoelectroenfoc, emprant la tincié amb plata (marrd), la de Coomassie Blue (blau) i la de I’Acid Periodic (rosa).

Tot seguit es mostra I'espectre de masses corresponent a la banda de 69 KDa.
Podem observar que igual com passava en els espectres corresponents al precipitat total
(apartat anterior), els pics obtinguts tenen una intensitat molt baixa i a més les masses dels
fragments obtinguts s6n molt petitesinoens = TOF 1 (banda 69 KDa)
permeten la identificaci6 de cap proteina. .

Aquesta banda de 69 KDa també es detecta
en el precipitat total i no es pot identificar en

cap de les dues mostres. Aixi doncs, en el

cas de la fraccio Fi+F, del precipitat no s’ha

L L i L e

pog Ut |dent|f|Car Cap protelna. 600 1000 1200 1400 muum/l 1800 2000 2200 2400

3. Analisi de les bandes electroforetiques de la fraccié F; del precipitat

natural: identificacié de les proteines inestables.

Tal i com es descriu en la publicacid cientifica, les proteines inestables estan presents

en aquesta fracci6. Com que es detecten varies bandes en les respectives técniques
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electroforetiques utilitzades, es mostren els resultats obtinguts per a cada técnica per

separat per tal de facilitar la descripcié dels resultats.

3.1. Electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE.
Els resultats  obtinguts  mitjancant
electroforesis en gel en condicions -
desnaturalitzants (SDS-PAGE) es mostren en la

Figura 3. Amb la tincié de plata s’observen cinc

97.4 KDa
bandes amb un massa molecular de 69, 53, 41, 66.2 KDa e
26-18 i 14 KDa respectivament. Amb la tincié de 45KDa .
Coomassie Blue només s’observen dues de les 31 KDa

bandes, la de 41 i 26-18 KDa. Aquestes cinc 21.5 KDa
bandes sbn les que s’han analitzat mitjancant 14.4 K
MALDI-TOF/TOF.

Tot seguit es mostren els espectres de

masses corresponents a les bandes amb una

massa molecular de 69. 53 i 14 KDa. Figura 3. Analisi de la fracci6 F; del precipitat
' mitjancant SDS-PAGE emprant la tinciéd amb
La banda de 69 KDa, present en el plata (marrd), la de Coomassie Blue (blau)ila

- . . - de I’Acid Periddic (rosa).
precipitat total i en la fraccio F,+F, del precipitat,

també esta present en aquesta fraccié. En

aquest cas tampoc no s’ha pogut realitzar la TOF 1(banda 69 KDa)

3000

identificacid, ja que els pics obtinguts tenen

2500

una massa molecular molt petita i no ens

permeten identificar cap proteina.

1000

Les bandes de 53 i 14 KDa, presenten

un perfil de pics amb una intensitat i una m
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massa molecular molt baixa. No hem pogut

identificar cap proteina en cap de les dues bandes.
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180
160

140

120

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 241 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

miz miz

74



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CARACTERITZACIO QUIMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC
Mireia Esteruelas Coma
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010
Capitol 1. Identificacié de les proteines inestables del vi blanc.

La banda de 41 KDa presenta .. TOF 1 (banda 41 KDa)

'espectre de masses que es mostra

2500

a continuacié. En aquest espectre

2000

podem observar que els pics dels

1500

Intensity

fragments obtinguts tenen una

1000

intensitat i una massa molecular

que ens permeten la identificaci6 de ™ ’ } H i ' | l
prote'l'na. Mitjan(}ant Ia. base de ot Ll [— l | m .ll bl lh.llm l l]i Jl l

800 1000 1200 1400 1600 1600 2000 2200 2400

miz

dades Mascot Search Results

podem assignar aquest espectre de masses a la B-1,3-Glucanase de Vitis Vinifera. La
segliéncia aminoacidica que es mostra a continuacio correspon a la -1,3-Glucanase de
Vitis Vinifera i els aminoacids en negreta corresponen als dels peptids alineats de la
proteina present en la banda de 41 KDa. En la identificacié d’aquesta proteina ja ha estat
suficient 'empremta peptidica que ens dona el TOF1 i no ha estat necessari analitzar-la pel
TOF2.

Nunber of nass val ues searched: 15
Nunber of nass val ues matched: 10
Sequence Coverage: 36%
Matched pepti des shown in Bol d Red
1 MAMFDSTVKS SSRMAILLLV FGLLMASLHL TVAQTGVCYG MEGNLPPPG
51 QVVAYNQYS | RRMRLYDPN QAALQALRGS N ELM GVPN DALQONI ASI Q
101 GNANSW/QNN | KNYGNVRFR YVAVGNEVSP TGPTAQFVLP AMRNI FNAI S
151 AAGLGNQ KV STAI DTGVLG TSYPPSKGAF KPEVTSFLNP | | SFLVKNRA
201 PLLVNLYPYF SYI GNTRDI R LDYALFKAPG WVQDGQLGY KNLFDAI LDA

251 VYSALERVGG GSLQVVI SES GWPSAGGTAT TVGNAKTYNS NLI QHVKGGT
301 PKKPGGPI ET YVFAMFNENR KSPEYEKHWG LFLPNKQAKY PI NFN

Accession Mass  Score Description
1. gi]| 7801384 37489 150 beta 1-3 gl ucanase [Vitis vinifera]

Podem observar que 'espectre de masses d’aquesta banda no té res a veure amb el
descrits fins ara, per aix0 fins ara no s’havia pogut arribar a identificar cap proteina i en
aquest cas si que ha estat possible.

La banda de 26-18 KDa TOF 1(banda 26-18 KDa)
presenta els seglient espectres de
masses. Aquesta banda també

estava present en el precipitat total,

Intensity

pero I'espectre corresponent no ens =~ =

ha permés identificar-la. En aquest

cas, I'espectre de masses presenta J | h Hl
m FITRT. A | J i

pics amb una intensitat i una massa e e e
m/z

molecular que ens permeten la

identificacié de proteina; tot i aixi ha estat necessari analitzar els fragments obtinguts en el
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TOF1 pel TOF2 per tal de poder descartar ambiglitats en l'assignacié.En I'espectre de

masses del TOF2, obtenim informacié sobre la seqtiéncia del pic base obtingut en el TOFL1.

Aquest i6 és molt estable i no TOF 2 (banda 2618 KDa)

ens permet obtenir fragments

R ed)

de massa molecular inferior,

#

per aixd cal procedir a una

segona fragmentacio. Segons

-yl

la base de dades Mascot

TT-C0,05-C0,y(L)
“9%C3Y | 0sBO-0, 5603, TTNA-CO, Y3

-SW-CO,yc2)

-uiddy ak(dd)

y(3

Search Results aguest

nes
A - - h(5), TITY¥N-CO

- === - - - - - - - PGTTNAUNPETT-CO
- - - === =Tt - u6), SEOSUT-CO

- 2B akemn,ucad

I ———————— "

- QSWTI-CO.boa)

—— - ucton

— -yc1z)
YL

espectre de masses correspon h ‘
ala VVTL1 de Vitis Vinifera. 200 400 500 500 1000

T T T T 1
1200 10 100 1500

Sequence Coverage: 42%
Matched peptides shown in Bol d Red

1 MRFTTTLPIL I PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWI'I TVN PGTITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NQPNNLDYI D | SLVDGFNI P MDFSGCRGI Q CSVDI NGQCP
151 SELKAPGGCN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description
1. gi| 2213852 24866 288 WTL1 [Vitis vinifera]

Mitjancant la técnica de MALDI/TOF-TOF hem pogut identificar les dues bandes
majoritaries que hem obtingut mitjancant electroforesis en gel en condicions
desnaturalitzants (SDS-PAGE), emprant la tinci6 amb plata i la de Coomassie Blue de la
fraccio F3 del precipitat, aquestes bandes corresponen a la p-1,3-Glucanase i a la VVTL1 de
Vitis vinifera. La B-1,3-glucanase té una massa molecular de 37.489 Da i la VVTL1 de
24.886 Da, dades comparables a les obtingudes en la separacio electroforética realitzada.

La tinci6 amb plata, és una tinci6 amb una sensibilitat molt més baixa que la tincio
amb Coomassie Blue, de fet la concentracido de proteina no és la mateixa en ambdues
tincions, 100 i 500 ng/ul de proteina total respectivament. A més, la tinci6 amb plata no
només detecta proteines mentre que la de Coomassie Blue és més especifica de proteines.
Les dues bandes identificades es tenyeixen en ambdues tincions, mentre que les bandes no
identificades es tenyeixen principalment amb la tincié de plata, la qual cosa ens suggereix,
bé que sbén proteines que es troben a molt baixa concentracié, o bé la possible preséncia
d’altres compostos que poden ser d’origen no proteic.

Amb la tincié de l'acid peridodic s'observa una lleugera coloracié de les bandes
identificades, la qual cosa ens suggereix pensar la possible glicosilacié d'aquestes

proteines.
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3.2. Electroforesis en gel en condicions no desnaturalitzants: Native-PAGE

Els resultats obtinguts mitjangcant electroforesis en gel en condicions no
desnaturalitzants es mostren a la Figura 4. En aquestes condicions s’han obtingut les
mateixes bandes tan amb la tinci6 de plata com amb la tinci6 de Coomassie Blue,
s’observen set bandes amb un recorregut electroforétic de 0.28, 0.40, 0.50, 0.55, 0.60, 0.65
i 1.00 respectivament.

La resolucio de les bandes amb la tincié de Coomassie Blue és molt millor gue amb la
tincié de plata, a més la tinci6 amb Coomassie Blue presenta menys interferéncia que la
tincié de plata en I'analisi per espectrometria de masses, per aixo la identificacio es realitza
de les bandes tenyides amb Coomassie Blue. Tot seguit es mostren els espectres de

masses corresponents a les bandes amb recorregut electroforétic 0.55, 0.60 i 0.65.

0 TOF1 (banda Rf: 0.65)

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

- © TOF1 (banda Rf: 0.60)

e 3 R Ll
Figura 4: Analisi de la fraccid F; del precipitat 1 Ul \

mitjangant electroforesis en condicions no

o ol s b i i bt At b d L L
desnaturalitzants (Nativa) emprant la tincié amb ” o = e - e = e
plata (marrd), la de Coomassie Blue (blau)ila de
I’Acid Periodic (rosa). & TOF1 (banda Rf: 0.55)

800

700

Els pics corresponents als fragments =
obtinguts en tots tres casos tenen una ¢

= a0

300

intensitat molt baixa o bé les seves masses

200

s6n molt petites i no ens permeten la =

1400 1600 1800 2000 2200 2400

identificacio de cap proteina. o w
La banda amb recorregut electroforétic 0.28 presenta els seglient espectres de
masses, per poder realitzar-ne la identificaci6 ha estat necessari generar I'espectre de

masses mitjancant el TOF2 que també es mostra a continuacié. La base de dades Mascot
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Search Results ens indica que n TOF1 (banda Rf: 0.28)

aguest espectre de masses

500

correspon a Ripening-related

400

protein grip22 precursor de Vitis

Intensity
m
]
=]

Vinifera. Aquesta proteina no

200

s’havia identificat en cap banda

de les obtingudes per

electroforesis en gel en

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

condicions desnaturalitzants. m

TOF2 (banda Rf: 0.28)

Z=VA -y(1)
- WAL

h(z)
-y(2)
]
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y(a)

—y(3)
—-y(9)
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Sequence Coverage: 15%
Mat ched peptides shown in Bol d Red

1 MAKSALVWA SVCLVFNI LS LPFLALGLSS GGGSCQQTLND YEGQLI A NG
51 ECNDDPEVGT HI CGGNSSTP SPPPPSTQOQP SGTLACKGGK PKNTYTCSPP
101 | TSSTPAVLT NNNFEKGGDG GGPSACDNKY HDNSERI VAL STGAYNGGSR
151 CGKM RI TAQ NCRSVLAKVV DECDSMHGCD KEHAGQPPCD NNI VDGSNAV
201 WNALGLDI NI GEVDVTWSMA

Accessi on Mass  Score Description

1. gi] 75184387 23669 122 R pening-related protein grip22 precursor

La banda amb recorregut TOF1 (banda Rf: 0.40)

electroforetic 0.40 presenta els seguent

3600

espectre de masses, per poder

il
2
=}

realitzar-ne la identificaci6 ha estat

Intensity

2000

necessari generar l'espectre de

1500

500

masses mitjancant el TOF2 que també = =
es mostra a continuacié. La base de | Lol

TR T |
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

dades Mascot Search Results ens

indica que aquest espectre de masses correspon a la VVTL1 de Vitis Vinifera.
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TOF2 (banda Rf: 0.40)
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Sequence Coverage: 54%

Matched peptides shown in Bold Red
1 MRFTTTLPIL I PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWII TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NGPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSQCRG Q CSVDI NGQCP

151 SELKAPGECN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description

1. gi|2213852 24866 407 VVTL1 [Vitis vinifera]

Aquesta proteina ja ha estat identificada en la banda majoritaria obtinguda per
electroforesis en condicions desnaturalitzants tan amb la tincio de plata com amb la de
Coomassie Blue, en aquest cas també és la banda majoritaria. Aixi doncs, la identificacié
d’'aquesta proteina en condicions no desnaturalitzants ens corrobora la seva preséncia en
aquesta fracci6 i en el precipitat natural.

La banda amb recorregut TOF1 (banda RF: 0.50)
electroforetic  0.50 presenta els
seglient espectre de masses, per
poder realitzar-ne la identificacié ha
estat necessari generar I'espectre de
masses mitjancant el TOF2 que

també es mostra a continuacio. La

base de dades Mascot Search Results

ens indica que aquest espectre de

. TOF2 (banda Rf: 0.50
masses també correspon a la VVTL1 ( 50)

g
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Sequence Coverage: 15%
Matched pepti des shown in Bol d Red
1 MRFTTTLPI L | PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWI'I TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NGPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSGCRG Q CSVDI NGQCP

151 SELKAPGECN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC (PTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Descri ption

1. gi|2213852 24866 129 VVTL1 [Vitis vinifera]

La banda amb recorregut electroforetic 1.00 presenta els seglent espectre de
masses, en aquest cas no ha estat necessari generar I'espectre de masses mitjancant el
TOF2 per tal de poder-la identificar. La base de dades Mascot Search Results ens indica
gue aguest espectre de masses també corresponen a la VVTL1 de Vitis Vinifera.

B0

TOF1 (banda Rf: 1.00)

Sequence Coverage: 40%
Matched pepti des shown in Bol d Red

1 MRFTTTLPI L | PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWI'I TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NCPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSGQCRG Q CSVDI NGQCP
151 SELKAPGXN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description

1. gi|2213852 24866 130 VVTL1 [Vitis viniferal

La VVTL1 I'hem pogut identificar en tres bandes, el recorregut electroforétic de les
quals és forga diferent (0.40, 0.50 i 1.00), tenint en compte que la separacio es realitza en
condicions no desnaturalitzants, aquests resultats ens indiguen que aquesta proteina
presenta mobilitat diferent al llarg del gel ja sigui per la seva carrega, el seu tamany o la
seva estructura quaternaria. En condicions desnaturalitzants només la trobem a la banda de
26-18 KDa, pero en aquest cas, la separacié es déna en funcio de la seva massa molecular
i no depén de la seva carrega ni de la seva estructura tridimensional. Aquesta variacié en la

mobilitat pot estar relacionada amb la interaccié6 amb altres compostos d’origen no proteic.
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La banda amb recorregut electroforétic 1.00 mostra una banda intensa quan s'utilitza la
tincié de l'acid periodic, la qual cosa ens suggereix una elevada glicosilacié d'aquesta
proteina, aquesta banda rosada no s'observa en les altres dues bandes que també
corresponen a la VVTL1,; la diferent mobilitat també podria estar relacionada amb el grau de
glicosilacié d’aquest proteina.

Mitjangant la técnica de MALDI-TOF/TOF hem pogut identificar la VVTLL1 i el Ripening-
related protein Grip22 precursor en les bandes obtingudes per electroforesis en condicions
no desnaturalitzants. La B-1,3-Glucanase no ha estat identificada en aquest cas. El
Ripening-related protein Grip22 precursor no s’havia trobat en la identificacio de les bandes
obtingudes per SDS-PAGE, aquesta proteina té una massa molecular de 23.669 Da, llavors

el trobarem a la banda de 26-18 KDa en la que hem identificat la VVTL1.

3.3. Isoelectroenfoc: IEF-PAGE.

Els resultats obtinguts mitjancant

isoelectroenfoc es mostren a la Figura 5. En

aquestes condicions s’han obtingut les mateixes o
bandes tan amb la tincio de plata com amb la tincio >0
de Coomassie, s’observen set bandes amb punt e 6:95
isoeléctric (pl) 5.0, 4.8, 4.6, 4.5, 4.4, 43 i 42 6.85
respectivament. Malgrat que la resolucié de les 7.35
bandes amb la tinci6 de plata és molt millor que

amb la tinci6 de Coomassie Blue, el protocol 2:22

utilitzat per a la tincié de plata no és compatible _ -
amb MALDI-TOF/TOF i per aixo la identificaci6 es ~ Figuras. Analisi dela fraccid F; del precipitat
mitjancant Isoelectroenfoc emprant la tincié
va realitzar de les bandes tenyides amb amb plata (marrd), la de Coomassie Blue
] (blau)ila de I’Acid Periodic (rosa).

Coomassie Blue.

Tot seguit es mostren els espectres de masses corresponents a la banda amb pl 5.0,
4.6 i 4.2. Les masses dels fragments obtinguts en tots tres casos s6n molt petites i ho ens

permeten la identificacié de cap proteina.

“ TOF1 (banda pl: 5.0)

TOF1 (banda pl: 4.6)
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B TOF1 (banda pl: 4.2) . TOF1 (banda pl: 4.8)

em 1000 120 1400 1600 1800 2000 2 2400

La banda amb pl 4.8 presenta I'espectre de masses que es mostra a la imatge, per
poder realitzar-ne la identificacid6 no ha estat necessari generar I'espectre de masses
mitjangant el TOF2. La base de dades Mascot Search Results ens indica que aquest
espectre de masses corresponen a la VVTL1 de Vitis Vinifera. Finalment, aquesta proteina
també la identifiguem els gels d'isoelectroenfoc, aixi doncs podem confirmar la seva
preséncia en el precipitat i en aquesta fraccio mitjancant les tres tecniques electroforetiques

utilitzades en l'estudi.

Nunber of nass val ues searched: 7

Nunber of mass val ues matched: 6

Sequence Coverage: 35%

Matched pepti des shown in Bol d Red

1 MRFTTTLPI L | PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD

51 SGQSWI'I TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NGPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSGCRG Q CSVDI NQAQCP
151 SELKAPGECN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description

1. gi|2213852 24866 157 WVTL1 [Mitis vinifera]

Les bandes amb pl 4.5, 4.4 4.3
es van processar juntes en la TOF1 (banda pl: 4.3, 4.4, 4.5)
identificacié per MALDI-TOF/TOF ja

que com es pot observar en el gel son

1000

molt fines i estan molt juntes, era molt

Intensity

dificil de tallar-les per separat. Es

mostra l'espectre de masses del

TOF1 d'aquestes bandes, no fou v T— i R |

necessari aplicar el TOF2. La base de '

dades Mascot Search Results ens indica que aquest espectre de masses correspon a la
VVTLL1 de Vitis Vinifera. Tot hi haver-hi tres bandes, I'espectre de masses nomeés ens va

identificar una sola proteina.
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Nunmber of mass val ues searched: 9
Nunmber of nmass values matched: 8
Sequence Coverage: 45%

Matched pepti des shown in Bold Red

1 MRFTTTLPIL | PLLLSLLFT STHAATFDI L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWI'I TVN PGTTNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NOQPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSGCRGI Q CSVDI NGQCP
151 SELKAPGGCN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description
1. gi|2213852 24866 126 VVTL1 [Vitis vinifera]l

La VVTL1 s’ha identificat en quatre bandes diferents, totes elles amb un pl entre 4.8 i
4.3, llavors tot i ser la mateixa proteina presenta carrega diferent ja que en el gel s’observa
una mobilitat diferent. Aquesta heterogeneitat en el gel també s’observava en condicions no
desnaturalitzants. Aquesta proteina té un pl de 5.09.

La tecnica de MALDI-TOF/TOF ens ha permes identificar la VVTL1 en les bandes
obtingudes mitjancant isoelectroenfoc. En aquest cas, perd no s’ha pogut identificar ni la -
1,3-Glucanase ni tampoc el Ripening-related Grip22 protein precursor, aquestes proteines

tenen un pl de 9.45 i 4.83 respectivament.

4. Analisi de les bandes electroforétiques de la fraccié F, del precipitat

natural.

En la Figura 6 es mostren els 9 carrils electroforétics obtinguts en I'analisi de la fraccio
F, del precipitat. En condicions desnaturalitzants s’observa majoritariament una banda a 26-
18 KDa en ambdues tincions, amb plata i Coomassie Blue. En condicions no
desnaturalitzants s’observa tres bandes amb recorregut electroforetic (Rf) 0.40, 0.55i 1.00.

SDS-PAGE Nativa Isoel ectroenfoc

5.20

97.4 KDa
66.2 KDa W

5.85

6.55

6.85

7.35

8.65
9.30

Figura 6. Analisi de la fraccid F, del precipitat mitjangant les tres técniques electroforétiques, SDS-PAGE, Nativa i
Isoelectroenfoc, emprant la tincié amb plata (marrd), la de Coomassie Blue (blau) i la de I’Acid Periddic (rosa).
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Tot seguit es mostra I'espectre de masses corresponent a aquesta banda entre 26-18
KDa. Les masses dels fragments obtinguts
s6n molt petites i no ens permeten la TOF1 (banda 26-18 KDa)
identificacié de cap proteina. Sembla ser pero
gue aquesta banda en la fraccié F,; del
precipitat correspondria a la cua de la fraccio
F3 del precipitat, llavors tot sembla indicar que

malgrat no poder-ne realitzar la identificacio

800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 20 2400
miz

correspondria a la VVTLL.

Les masses dels fragments obtinguts en els espectres de masses corresponents a la
banda amb recorregut electroforetic 0.55 i 1.00 sén molt petites i no ens permeten la
identificacié de cap proteina. Aquestes dues bandes també estan presents en la fraccio F;
del precipitat quan s'analitza per electroforesis en condicions no desnaturalitzats; la banda
de Rf 0.55 tampoc no s’ha pogut identificar pero la banda amb recorregut electroforétic 1.00
si, correspon a la VVTLL, llavors no seria d’estranyar que en el cas de la banda amb Rf 1.00

de la fraccié F, del precipitat també hi estigués present la VVTLL.

TOF1 (banda Rf: 1.00) TOF1 (banda Rf: 0.55)

il I I il 1
‘ 11 L1 LA

. MMMMMMMMMMMMMLM‘ldum.u...lumm.l.h b

2400

miz

La banda amb recorregut - TOF1 (banda Rf: 0.40)
electroforetic  0.40 presenta el 0
seglent espectre de masses. No ha =
estat necessari realitzar un TOF2 per .=
poder identificar-la. La base de dades 0

Mascot Search Results ens indica =

que aquest espectre de masses "
corresponen a la VVTL1 de Vitis “an T TE S S R
Vinifera. Aquesta proteina també s’ha identificat en la fraccié F; del precipitat i presenta el

mateix recorregut electroforétic. La identificacié del la VVTL1 en aquesta banda ens indica

84



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CARACTERITZACIO QUIMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC
Mireia Esteruelas Coma
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010
Capitol 1. Identificacié de les proteines inestables del vi blanc.

la possible preséncia en la banda de 26-18 KDa obtinguda en condicions desnaturalitzants,

tal i com ja haviem suggerit.

Nunber of mass val ues searched: 6
Nunber of nmass val ues mat ched: 6
Sequence Coverage: 35%
Mat ched peptides shown in Bol d Red
1 MRFTTTLPI L | PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWII TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NGPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSQCRG Q CSVDI NGQCP

151 SELKAPGECN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description

1. gi]2213852 24866 134 VVTL1 [Vitis vinifera]

Mitjangant la técnica de MALDI-TOF/TOF, no hem pogut identificar totes les bandes
electroforetiques que s’obtenen per a les diferents fraccions del precipitat despres de
separar-lo per exclusio molecular, ni del precipitat total. Gracies a la separacio del precipitat
total per exclusi6 molecular hem pogut identificar algunes de les proteines presents en la
Fraccio F3 i F,4, identificacié que no s’hagués pogut dur a terme sense aquest tractament
previ de la mostra. Podem observar que en el precipitat total no es detecta cap banda quan
s'analitza en condicions no desnaturalitzants, i només s’observen bandes quan s'utilitza la
tinci6 amb plata en condicions desnaturalitzants. La separacié per exclusié molecular ens
permet separar els diferents compostos que formen part del precipitat en funcié de la seva
massa molecular, aixi les diferents fraccions contenen menys interferencies quan s’'analitzen
per electroforesis i obtenim una separacié molt més completa i sense smears. La VVTL1 és
la proteina majoritaria present en el precipitat natural de la varietat Sauvignon blanc, és una
Thaumatin-like protein. A més també hi trobem la (-1,3-Glucanase i el Ripening-related
Grip22 precursor, aquest Ultim més minoritari. En la publicacio cientifica, apartat 1.1 es
mostra el quadre resum de les bandes identificades (Table 3).

Tot seguit es mostra la Informacié que ens dona la base de dades NCBI (National

Centre for Biotechnology Information) de les proteines identificades.
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LoaUs CAB91554 345 aa I'i near PLN 15- APR- 2005
DEFI NTION beta 1-3 gl ucanase [Vitis vinifera].
ACCESSI N CAB91554

VERSI ON CAB91554.1 @3 :7801384
DBSOURCE embl accession AJ277900. 1
KEYWCORDS .

SOURCE Vitis vinifera

CRGANISM  Vitis vinifera
Eukaryota; Viridipl antae; Streptophyta; Enbryophyta; Tracheophyta;
Sper nat ophyta; Magnol i ophyta; eudicotyledons; core eudi cotyl edons;
Vitales; M taceae; Vitis.
REFERENCE 1
AUTHORS Sei bicke, T., Buchholz,G, Ruegner,A and Kasseneyer, H.H.
Tl TLE Investi gati ons of PR gene expression in grape
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (residues 1 to 345)
AUTHORS  Sei bicke, T.
Tl TLE D rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (10- MAY-2000) Seibicke T., Pflanzenschutz, St aatl.
Vi nbauinstitut, Merzhauserstr. 119, 79100 Freiburg, CERVANY
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..345
/organi sn¥"Vitis vinifera"
/cultivar="Pinot Noir"
/db_xref="taxon: 29760"
/country="Germany"

Prot ein 1..345

/product="beta 1-3 glucanase"
DS 1..345

/gene="gl1"

/ coded_by="AJ277900. 1: 1. . 1038"
/db_xref=" GOA QIM3U4"
/db_xref="HSSP: ®22317"
/db_xref="1Inter Pro: | PRO0O0490"
/db_xref="Uni Pr ot KB/ Tr EMBL: Q@ MBU4"
CRIGIN
1 manfdstvks ssrmailllv fgll masl hl tvaqt gvcyg megdnl pppg qvvgl ynqys
61 irrnrl ydpn gaalgal rgs niel m gvpn dal gniasiq gnanswvgnn iknygnvrfr
121 yvavgnevsp tgptaqgf vip amnifnais aaglgngikv staidtgvlg tsyppskgaf
181 kpevtsflnp iisflvknra pllvnl ypyf syigntrdir |dyalfkapg vvvqgdgqgl gy
241 knlfdailda vysal ervgg gslqvvises gwpsaggtat tvgnaktyns nliqghvkggt
301 pkkpggpiet yvfamfnenr kspeyekhwg |flpnkgaky pinfn
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LOCUS AAB61590 222 aa i near PLN 25-JWN- 1997
DEFINTION WTL1 [Vitis vinifera].
ACCESSI ON AAB61590

VERSI CN AAB61590.1 d:2213852

DBSOURCE | ocus AF003007 accession AF003007.1
KEYWCRDS .

SOURCE Vitis vinifera

CRGANISM Vitis vinifera
Eukaryota; Viridipl antae; Streptophyta; Enbryophyta; Tracheophyta;
Sper mat ophyta; Magnol i ophyta; eudicotyledons; core eudi cotyl edons;
Vitales; Vitaceae, M tis.

REFERENCE 1 (residues 1 to 222)

AUTHORS Tattersall, D B., van Heeswijck, R and Hoj,P.B.

Tl TLE Identification and characterization of a fruit-specific
thaunatin-like protei n which accunul ates at very high levels in
conjunction with the onset of sugar accunul ation and berry
softening in Vitis vinifera

JOURNAL Pl ant Physiol. (1997) In press

REFERENCE 2 (residues 1 to 222)

AUTHORS Tattersal |, D B.

Tl TLE D rect Subm ssion

JOURNAL Submtted (07- MAY-1997) Horticulture, Mticul ture and Oenol ogy, The
University of Adelaide, Pl ant Research Center, PMB 1, G en Osnond,
SA 5064, Australia

COMVENT Method: conceptual translati on supplied by author.
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..222

/organi sme"Vitis vinifera"
/cultivar="Muscat of Alexandria"
/db_xref="taxon: 29760"
Prot ein 1..222
/product="WTL1"
/name="osmotin-li ke protein, PRR5 protein"
DS 1..222
/ coded_by="AF003007.1: 76..744"
/note="thaumati n-1i ke protein"
RIGIN
1 nmrftttlpil iplllsllift sthaatfdil nkctytvwaa aspgggrrld sggswitvn
61 pgttnariwg rtsctfdang rgkcetgdcn gl l ecqgygs ppntlaefal ngpnnldyid
121 islvdgfni p mdfsgcrgiq csvdinggcp sel kapggen npctvf kt ne ycct dgpgsc
181 gpttyskffk drcpdaysyp gddktslftc psgtnykvtf cp
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LOoQuUs Q@wH 220 aa I'i near PLN 24-JW-2007
DEFI NTION R pening-related protein grip22 precursor.
ACCESSION  Q@MiH4
VERSI CN Q@MIH. 1 Gl:75184387
DBSOURCE swissprot: locus GRI22_VITVI, accession QOM4H4
cl ass: standar d.
created: Jan 24, 2006.
sequence updat ed: Oct 1, 2000
annotation updated: Jul 24, 2007
xrefs: AJ237989. 1, CAB85629. 1
xref s (non- sequence databases): | nterPro: | PR0O05132, Pfam PF03330
KEYWCORDS Secr eted; Signal
SOURCE Vitis vinifera

CRGNISM Vitis vinifera
Eukaryota; Viridipl antae; Streptophyta; Enbryophyta; Tracheophyta;
Sper mat ophyta; Magnol iophyta; eudicotyledons; core eudi cotyl edons;
Vitales; Vitaceae; M tis.

REFERENCE 1 (residues 1 to 220)

AUTHORS  Davi es, C and Robinson,S.P.

TI TLE D fferential screening i ndicates a dramatic change in mRNA profil es
duri ng grape berry ripening. doning and characterizati on of cDNAs
encoding putative cell wall and stress response proteins

JOURNAL Pl ant Physiol. 122 (3), 803-812 (2000)

PUBMED 10712544
REMARK NUCLEOTI DE SEQUENCE [ MNA], AND TISSUE SPECIFIA TY
STRAIN=cv. Shiraz; Tl SSUE=Fr uit
COMVENT [ SUBCELLULAR LQCATI ON] Secreted ( Pot ential) .
[TISSUE SPEAAFICITY] Expressed in ripening fruits
[SIMLAR TY] Belongs to the kiwelin famly
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..220
/organi sme"Vitis vinifera"
/db_xref="taxon:29760"

gene 1..220
/gene="gri p22'
Pr ot ei n 1..220

/gene="gri p22'
/product="R pening-rel ated protein grip22 precursor"
Regi on 1..27
/gene="gri p22"
/regi on_nane="Signal"
/i nference="non-experi nental evi dence, no addi ti ona
detai Is recorded"
/note="Pot ential."
Regi on 28..220
/gene="gri p22"
/regi on_nane="Mat ur e chain'
/experi nent="experi nental evi dence, no additional details
recor ded"
/note="R pening-rel ated protein grip22
/ FTI d=PRO_0000045797."
CRI GIN
1 maksal vwl a svclvfnils | pflal gl ss cggscqtlnd yegglici ng ecnddpevgt
61 hicggnsstp sppppstcgp sgtl ackggk pkntytcspp i tsstpavlt nnnf ekggdg
121 ggpsacdnky hdnseri val stgwynggsr cgkm ritaqg ngrsvl akvv decdsnhgcd
181 kehagqppcd nnivdgsnav wnal gl di ni gevdvtwsma
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En el la publicacid cientifica (apartat 1.1 d’aquest capitol), s’ha descrit els resultats
obtinguts despres d’aplicar la cromatografia d’intercanvi cationic al precipitat i al vi abans de
precipitar (Figure 3). Aguestes fraccions s’han processat per electroforesis en gel en
condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) amb la tincié de plata, el protocol que s’ha seguit
esta descrit en I'Annex 1 Materials i Métodes. Aquestes fraccions també s’han analitzat per
MALDI-TOF/TOF per poder identificar les proteines que formen part de cada fraccio, el
procediment a seguir per poder desenvolupar aquesta técnica esta descrit en I'’Annex 1
Materials i Métodes.

S’han obtingut 5 i 12 fraccions respectivament, despres d’analitzar el precipitat i el vi
abans de precipitar per cromatografia liquida d’intercanvi cationic. Aquestes fraccions s’han
dialitzat per tal d’eliminar el NaCl (solut utilitzat com a intercanviador per separar els analits

retinguts en la columna d'intercanvi cationic) i s’han analitzat per MALDI-TOF/TOF.

Fy F;+F3 F, Fs Fq F7 Fg Fo Fio Fu Fi,
97.4 KDa

66.2 KDa i

45 KDa
-

31 KDl
‘-"I—

21.5 KD
14.4KD:. - - - .. LN

.6 KDa

.9 KDa

.4 KDa
s 6.5 KDa

Figura 1. SDS-PAGE emprant tinciéd amb plata de les fraccions obtingudes per separacié
amb cromatografia liquida d’intercanvi cationic del vi abans de precipitar.

No totes les fraccions resultants de la separacio per intercanvi cationic del vi abans de
precipitar contenen proteina, tal i com es pot observar en la Figura 1. Les fraccions F; i
F,+F3; no presenten cap banda i llavors podem deduir que el contingut d’aquestes fraccions
és d'origen no proteic. De fet la fracci6 F; conté compostos que no s’enganxen a la
columna, aquesta fraccio elueix abans d'iniciar-se el gradient de concentracio salina.
Aquesta separacid per intercanvi cationic s’ha adquirit a dues longituds d’ona, 280 nm i 320
nm, aquesta fraccid6 F; absorbeix a 320 nm, longitud d’ona en la que absorbeixen els
derivats dels acids hidroxicinamics (Somers i Ziemelis, 1985; Gémez-Alonso i col., 2007).

S’observa com a minim una banda en la resta de fraccions (de la F4 a la F15), per tan
el contingut d’aquestes fraccions en principi és d’origen proteic. Totes fraccions presenten
una banda més o menys ampla entorn als 20 KDa; també podem observar una banda a 72,
4911 KDa a la fraccid Fs i una banda a 41 KDa en la fraccio Fi,.

El contingut de les fraccions F; i F,+F3 del precipitat natural, també sembla que és

d'origen no proteic ja que no s'observa cap banda en els carrils electroforétics
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corresponents a aquestes fraccions
P a F, F+F; Fq Fy

(Figura 2). Ja s’ha descrit en el primer 97.4 KDa
apartat d’aquest capitol, la preséncia 66.2 KDg
- . 45 KDa
en el precipitat natural de polisacarids
i de polifenols, aquests podrien estar 31 KDa s,
. . W= 26.6 KDa
presents en aquestes fraccions ja que 215 KDa g
la seva densitat de carrega és molt w 16.9KDa
_ _ 14.4 KDa
baixa, i no senganxaran a la e S 14.4 KDa

columna, essent aixi els primers pics

. ., Figura 2: SDS-PAGE emprant tincié amb plata de
que eluiran. En la fraccié Fy tampoc les fraccions obtingudes per separacié amb

cromatografia liquida d’intercanvi cationic del

no s'observa cap banda, en aquest L
precipitat natural.

cas per0 pot ser degut a la
concentracié de proteina de la mostra, ja que en el cas del vi abans de precipitar si que
s’observa banda. En la fraccié Fs es poden deduir dues bandes entorn als 20 KDa.

Només s’ha identificat proteina en la fraccié Fi, del vi abans de precipitar, en la resta
de fraccions malgrat haver-hi una concentracié suficient de proteina per la identificacio
mitjancant MALDI-TOF/TOF, els espectres generats presenten fragments de masses molt
petites. Ja hem descrit en I'apartat anterior algunes de les causes per les quals aquests
espectres no ens permeten la identificaci6 de cap proteina.Tot seguit es mostren els

espectres de masses d’aquestes fraccions.
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proteina VVTL1 de Vitis vinifera.

Aquesta proteina encara no s’havia identificat en el vi abans de precipitar, ja que sempre
I'haviem detectat en el precipitat natural. La fraccié Fi,, estara formada per les proteines
més carregades ja que sera la Ultima fraccié en eluir, necessitara una concentracié de NacCl
molt elevada per poder desenganxar-se de la columna. La VVTL1 té un pl de 5.09, llavors

les proteines de la resta de bandes del vi abans de precipitar, tenen un pl encara més baix.
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Sequence Coverage: 9%
Matched peptides shown in Bold Red

1 MRFTTTLPI L | PLLLSLLFT STHAATFD L NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD
51 SGQSWI'I TVN PGITNARI WG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS
101 PPNTLAEFAL NQPNNLDYI D | SLVDGFN P MDFSGCRGI Q CSVDI NGQCP
151 SELKAPGXCN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP
201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP

Accession Mass Score Description
1. gi 2213852 23953 182 WVTL1 [Vitis vinifera]

No s’ha identificat cap de les fraccions d’intercanvi cationic del precipitat mitjancant
MALDI-TOF/TOF, els espectres generats presenten fragments de masses molt petites,

aguests espectres de masses es mostren a continuacio.

- TOF1 (I:1 Precipitat) = TOF1 (F,+F, Precipitat)
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La separacio del precipitat per intercanvi cationic no afavoreix la identificacié de les

proteines presents en aquest, a diferéncia de la exclusié molecular.
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En els apartats 1.1 i 1.2 s’ha descrit ampliament la distribucio proteica en el precipitat
total, i en les diferents fraccions obtingudes per cromatografia liquida d’exclusié molecular
(F1+F,, F3, F4), mitjancant la tecnica d’electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants
(SDS-PAGE), no desnaturalitzants (Native-PAGE) i en isoelectroenfoc (IEF-PAGE), emprant
la tinci6 amb plata, amb Coomassie Blue i amb I'Acid Periddic o tincié de Schiff. Aquests
resultats s’han contrastat amb els obtinguts després d’aplicar totes tres condicions
d’electroforesis en gel amb totes tres tincions, en el vi abans i després de la precipitacio
natural. L'analisi qualitatiu dels resultats obtinguts pel vi abans i després de la precipitacio
natural i de la fraccioé F; del precipitat (fraccid en la que s’han identificat les proteines del
precipitat natural), ens permet observar la desaparicié o disminucio en la intensitat d’algunes
de les bandes presents en vi abans de la precipitacié que estan presents en la fraccié F; del
precipitat.

En el cas de la tinci6 amb I’Acid Periodic Schiff, la comparativa s’ha realitzat amb la
fraccio d’alt massa molecular del precipitat (F;+F,), ja que els polisacarids presents en el
precipitat natural els trobem en aquesta fraccié.

Totes les tecniques utilitzades estan descrites en '’Annex 1 Materials i Metodes.

1. Electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE.

En la Figura 1 i en la Figura 2 es mostren els resultats obtinguts mitjancant
electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) amb la tincié de platai la
de Coomassie Blue respectivament.

En la fraccid F; del precipitat, s’han identificat les dues bandes electroforetiques
principals que s’observen en ambdues figures; corresponen a la -1,3-Glucanasa (41 KDa) i
ala VVTL1 (26-18 KDa). Si observem el carril electroforetic del vi despres de la precipitacio

natural (VD), la amplia banda de 26-18 KDa present en el vi abans de la precipitacié (VA) és

menys extensa i la banda de 41 KDa
casi no s'observa, podem confirmar
gue en aquestes dues bandes
s’observa una disminucié d’intensitat
forca important. Per tan, sembla ser

gue aquestes proteines presents en

el vi inicial (VA) precipitaran de
manera natural i aixi la seva
concentracio en el vi final (VD)

disminuira.

VA VD F,

97.4 KDa

W 66.2 KDa
- 45 KDa

97.4 KDa . I

66.2KDa, M

S 3] KDa

45KDA

31KDa "—
21 KDa
14.4KDa s '

Figura 1: SDS-PAGE emprant la tincié amb plata.
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VA VD Fq+F, F,
VA VWD F,

97.4 KDa e - ; 97.4 KDa ' '
66.2 KDa,

@ 66.2KDa .
45KDa - 45KDa :
31KDa “— 31KDa -
21 KDa
- 21 KDa
14.4 KDa — |
— 14.4 KDa
Figura 3: SDS-PAGE emprant la
Figura 2: SDS-PAGE emprant la tincié amb Coomassie Blue. tincié amb I’Acid Periddic.

A la Figura 3 es pot observar els resultats obtinguts amb la tincié de I'Acid Periodic.
S’observa dues bandes forga intenses a l'inici del gel en la fracci6 F;+F, del precipitat,
aguestes bandes també estan presents en el vi abans de la precipitacié (VA), s’observa una
lleugera disminucié de la seva intensitat en el vi despres de la precipitacié (VD). Aixi doncs,
sembla que la precipitacié proteica dels vins blancs esta acompanyada d’una precipitacio
polisacaridica. Aquestes bandes estan formades per compostos amb una elevada massa
molecular ja que no arriben a entrar en la zona de separacié del gel. En la fraccié F; es pot
distingir una lleugera coloracié rosada en les bandes corresponents a la VVTL1 i p-1,3-
Glucanasa; en el vi abans i despres de la precipitacié natural s’observa clarament una
banda entre 26-18 KDa.

2. Electroforesis en gel en condicions no desnaturalitzants: Native-

PAGE. Vi W F va w  F

En la Figura 4 es mostren els resultats
obtinguts mitjancant electroforesis en gel en
condicions no desnaturalitzants  (Native-
PAGE) emprant la tinci6 amb plata i amb
Coomassie Blue respectivament. En la fraccio
Fs del precipitat natural s’han identificat 4 de
les 7 bandes electroforetiques (marcades amb
un punt en roig), les de recorregut
electroforetic (Rf) 0.28, 0.40, 0.50 i 1.00. La

banda amb Rf 0.28 correspon a Ripening- Figura 4: Nat,lvg—PAGE empran't la tincié amb
plata (marré) i amb Coomassie Blue (blau).
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related protein Grip22 precursor i les altres tres bandes (Rf: 0.40, 0.50 i 1.00) a la VVTLLI.
En el vi abans de la precipitacié natural (VA) s'observen aquestes bandes identificades en la
fraccid F3 del precipitat natural, a més d’altres que també estan presents en la fraccio F; del
precipitat natural perdo que no s’han pogut identificar. En el vi despres de la precipitacié
natural (VD), aquestes bandes han perdut intensitat o bé no s’observen. Aixi doncs podem
confirmar que aquestes bandes presents en el vi inicial precipitaran de manera natural i la
seva concentracio disminuira en el vi final.

En la Figura 5 es mostren els resultats obtinguts amb VA VD Fi*+F, F

la tinci6 de I'Acid Periodic Schiff. Podem observar una
banda forga intensa i ampla a l'inici del gel en la fraccio '
Fi+F,, aquesta banda també esta present en el vi abans de

la precipitacio natural (VA) i s'observa una lleugera
disminucié de la seva intensitat en el vi després de la
precipitacié natural (VD). Aixi doncs, la precipitacio proteica
dels vins blancs esta acompanyada d'una precipitacié £
polisacaridica, com ja shavia vist en el cas de la =~ - —
electroforesis desnaturalitzant. Figura 5: Native-PAGE emprant I-a
També es pot observar una banda amb un elevat tincid amb PAcid Periodic.
recorregut electroforétic (Rf:1.00) que esta present en el vi abans (VA) i desprées (VD) de la
precipitacié natural i que també s’observa en la fraccidé F3, aquesta banda s’ha identificat i

correspon a la VVTLL.

3. Isoelectroenfoc: IEF-PAGE.

En la Figura 6 es mostren els resultats obtinguts mitjancant isoelectroenfoc (IEF-

PAGE) emprant la tincié amb plata i amb Coomassie Blue (respectivament).

VA VD F, VA VD Fs

5.20 5.20

5.85 5.85

6.55
6.85
7.35

6.55

6.85
7.35

8.65
9.30

8.65
9.30

Figura 6: Isoelectroenfoc emprant la tincié amb plata (marrd) i amb Coomassie Blue (blau).
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Podem observar que en la fraccié F; del precipitat hi ha 7 bandes, d'aquestes se n’ha
identificat 4 (marcades amb roig) i totes elles corresponen a la VVTL1. Aquestes bandes
també estan presentes en el vi abans de precipitar (VA) i la seva intensitat disminueix en el
vi despres de precipitar (VD).

Aixi doncs podem confirmar que aquestes bandes presents en el vi inicial precipitaran
de manera natural i la seva concentracié disminuird en el vi final. En el vi després de la
precipitacié natural (VD) no s’observa les dues bandes de pl 9.0 (presents en el vi abans de
precipitar), aquestes bandes perd tampoc s'observen en cap de les fraccions del precipitat.
Aquesta banda podria correspondre a la $-1,3-Glucanasa , amb pl 9.45.

En la Figura 7 es mostren els resultats obtinguts
emprant la tinci6 amb I'Acid Periodic Schiff. S’observa una VA VD PR
banda ampla a la zona acida del gel en la fraccié F;+F;, (si
ens fixem amb els patrons de punt isoeléectric de la tincié de _
plata o de la tinci6 de Coomassie Blue, Figura 6), aquesta i .
banda també esta present en el vi abans de la precipitacié -
(VA) i s'observa una lleugera disminucié de la seva intensitat
en el vi després de la precipitacié (VD). Aixi doncs, la
precipitacié proteica dels vins blancs esta acompanyada

d'una precipitacié polisacaridica, com ja s’havia vist en el
Figura 7: Isoelectroenfoc emp

cas de la electroforesis en condicions desnaturalitzants i no t Ia tinci6 amb PAcid Periodic.

desnaturalitzants. En la fraccié Fz no s'observa cap banda.

Podem concloure doncs, que totes les bandes electroforétiques de la fraccié F; del
precipitat (fraccié en la que es troben la majoria de les proteines del precipitat natural),
estan presents en el vi abans de la precipitacio i en la majoria dels casos aquestes bandes
no s’observen o han disminuit la seva intensitat en el vi despres de la precipitacié natural,

tot corroborant la seva preséncia en el precipitat.
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En aquest capitol es mostren els resultats obtinguts en ['estudi
comparatiu dels diferents tests més utilitzats per tal de predir la inestabilitat
proteica del vi blanc. Aquest estudi ha permeés la publicacio cientifica que es
mostra en l'apartat 2.1, Comparison of methods for estimating protein stability
in white wines. Igual com en el primer capitol, alguns dels resultats obtinguts
no s’han pogut incloure en aquesta publicacié i és per aquest motiu que
s’inclouen en l'apartat 2.2, Contingut en proteina i compostos fenolics del vi

abans i després d’aplicar els diferents tests d’estabilitat.
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Abstract

Several protein stability tests have been proposed, but as their results are not always
consistent, winemakers may hesitate when determining a bentonite dose. The chemical
composition of the naturally occurring protein precipitate of a Sauvignon blanc wine was
compared with the precipitates obtained after using different protein stability tests. Chemical
composition, molecular exclusion profiles, and electrophoresis profiles of stability test
precipitates were compared with naturally occurring precipitate. All forced precipitates
presented different chemical compositions than the naturally occurring precipitate. None of
the tests is a perfect reproduction of the natural phenomenon. The slow heat test does not
precipitate thaumatin-like proteins and the ethanol test precipitates a large quantity of
polysaccharide, making neither test suitable. Results indicate the fast heat test is most
similar to the natural precipitate in terms of its chemical composition and therefore is likely
the most appropriate stability test. The results offer a thorough comparison of the chemical
composition of a natural protein precipitate and precipitates obtained after applying different

stability tests.

Key words: haze protein, stability test, turbidity, white wine.
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Introduction

The appearance of protein haze is one of the major problems in bottled wines (Bayly
and Berg 1967, Hsu and Heatherbell 1987b, Waters et al. 1991). Some of the proteins in
white and rosé wines can be denatured, which leads to the appearance of a haze or in some
cases a precipitate. However, protein instability does not correlate well with total protein
concentration because individual proteins behave differently (Bayly and Berg 1967, Hsu and
Heatherbell 1987b). Some authors have suggested that other factors may also play an
important role in protein precipitation (Waters et al. 1995, Siebert 1999), including sulfate
(Pocock et al. 2007).

Several studies into the chemical nature of unstable proteins have been conducted.
Bayly and Berg (1967) stated that the proteins with the lowest isoelectric points (pl) were the
most unstable during the slow heat test. These data were confirmed by Hsu and Heatherbell
(1987b), who reported that unstable proteins have a low pl (4.1-5.8) and a low relative
molecular mass (13-30 kDa). Some years later, pathogenesis-related proteins, thaumatin-
like proteins, and chitinases were identified as causes of haze (Waters et al. 1991, 1996,
1998). More recently, our research group has identified the presence of thaumatin-like
proteins (VVTL1), B-(1-3)-glucanase, and the ripening-related protein Grip22 precursor in
natural precipitates using MALDI-TOF/TOF (Esteruelas et al. 2009). These proteins all have
a molecular weight between 20 and 45 kDa. Therefore, unstable proteins are present mainly
within this range of molecular weight.

Since protein haze represents a major problem, wine-makers frequently treat white and
rosé wines with bentonite in order to remove unstable proteins (Hsu and Heatherbell 1987a).
Bentonite interacts electrostatically with proteins, which produces flocculation (Hsu and
Heatherbell 1987a, Hsu et al. 1987). However, it has been demonstrated that bentonite
treatment negatively affects the flavour (Lubbers et al. 1996) and texture (Guillou et al. 1998)
of wine. Moreover, bentonite treatment is especially detrimental to sparkling wines because it
drastically affects the quality and persistence of its foam (Martinez-Rodriguez and Polo 2003,
Vanrell et al. 2007). Consequently, alternative treatments such as ultrafiltration (Hsu et al.
1987), chitin (Vincenzi et al. 2005), and zirconium oxide (Salazar et al. 2006) have been
suggested, although their use is still experimental.

Selecting the correct dosage of bentonite for stabilizing wines is essential to its correct
application. However, there are many different methods for estimating the protein stability of
white wines (Berg and Akiyoshi 1961, Mesrob et al. 1983, Dubourdieu et al. 1988, Toland et
al. 1996, Sarmento et al. 2000, Borrot and Gresser 2000), and they differ in their results.
Consequently, the calculated dose of bentonite necessary for stabilizing a wine may vary

depending on the method used, representing a major challenge for enologists because there
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is always a certain degree of uncertainty when determining the minimum dose of bentonite to
ensure the protein stability of a given wine.

The different protein stability tests can be classified according to their mechanisms of
action (Boulton 1980, Mesrob et al. 1983, Dawes et al. 1994, Sarmento et al. 2000). The
Bentotest and trichloroacetic acid (TCA) tests precipitate all the proteins in the sample and
these methods have been reported to overestimate the amount of bentonite needed (Berg
and Akiyoshi 1961, Dubourdieu et al. 1988, Dawes et al. 1994, Toland et al. 1996). Heat
tests are probably the most commonly used method by the wine industry. However, different
procedures have been described in the literature, which has led to some confusion and has
caused reproducibility problems at different wineries (Dubourdieu et al. 1988, Toland et al.
1996, Sarmento et al. 2000). All versions of the heat test are based on the accelerated
oxidation, condensation, and precipitation of phenolic compounds with proteins at high
temperatures (Sarmento et al. 2000). Heat tests usually select a lower dose of bentonite to
stabilize wine than other tests (Dubourdieu et al. 1988, Sarmento et al. 2000).

The ethanol test is based on decreasing the dielectric constant of the solution, which
reduces protein solubility (Lehninger 1981). The ammonium sulfate test precipitates proteins
using a high salt concentration (salting out), but the precipitatation is incomplete (Stryer
1975). The tannin precipitation test is based on the assumption that proteins precipitate in
wine during storage by binding to phenolic compounds, such as tannins. This test provides
information on the ability of some wine proteins to be precipitated by polyphenolic
compounds. The tannin test is influenced by many intrinsic factors of wine: pH, total protein,
and concentrations of iron, potassium, and copper. Hence, itis not a good indicator of the
optimum dose of bentonite (Sarmento et al. 2000). Finally, the Prostab stability test kit
(Borrot and Gresser 2000) has been recently introduced on the market, but no information is
available on its mechanism of action.

The aim of this work was to compare the chemical composition of a naturally occurring
protein precipitate of a Sauvignon blanc wine with the precipitates obtained after applying the
different protein stability tests in order to identify which tests are the most similar. The
following eight stability tests were examined: fast heat, slow heat, tannin, ethanol,

trichloroacetic acid (TCA), ammonium sulfate, Bentotest, and Prostab.

Materials and Methods

Chemicals. All products were of high purity and suitable for fast protein liquid

chromatography (FPLC). All solutions were previously filtered through 0.22 um acetate
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cellulose filters (Millipore GSE) and degassed using an ultrasonic water bath.

Wine samples. Research was carried out in 2006 at the experimental winery of the Faculty
of Oenology in Tarragona (Rovira i Virgili University) in Constanti, A.O.C. Tarragona, Spain.
Two thousand kg of Sauvignon blanc grapes were harvested at a sugar concentration of 210
g/L and with a titratable acidity of 6.9 g/L (expressed as tartaric acid). Grapes were pressed
with a yield of 65% grape juice and 60 mg/L sulphur dioxide was added to protect the must
against oxidation and microbiological spoilage. After cold settling (16C), the must was
inoculated with 20 g/L dry active yeasts (EC1118; Lallemand, Montreal, Canada). Once the
alcoholic fermentation was complete, the wine was racked, sulfited (40 mg/L), and stored at
4<C for one month. Wine was centrifuged (10 min at 12.000 g), filtered (0.45 um), and used
for the stability tests. Simultaneously, 40 mL samples of wine were bottled and stored at
room temperature (20-25C) until natural precipitat ion occurred. Analytical parameters of the
wine were 12.8% v/v ethanol, 6.2 g/L titratable acidity (expressed as tartaric acid), and pH
3.10.

Stability tests. All stability tests were performed in triplicate. All samples were equilibrated
at room temperature (25C) before measuring their turbidity.

Fast heat: 40 mL wine was subjected to a temperature of 90C for 1 hr in a thermostatic
water bath, followed by a temperature of 4C for 6 hr in a refrigerator (Sarmento et al. 200 0).

Slow heat: 40 mL wine was stored at a temperature of 60C for 4 days, and then
maintained at 4C for 6 hr (Sarmento et al. 2000).

Bentotest: This reagent is a commercial solution of phosphomolybdic acid in hydrochloric
acid. 4 mL Bentotest solution (Richard Wagner, Alzey, Germany) was added to 40 mL wine.
The solution was then inverted three times and maintained for 20 min at room temperature
(Toland et al. 1996).

Tannin: 1.0 g oenological wood tannin (Proenol, Gaia, Portugal) was dissolved in 10 mL
distilled water at 70C. When the tannin was well dissolved, 50 mL distilled water was then
added and ethanol was added to make a total volume of 100 mL. 3.2 mL tannin solution was
added to 40 mL wine. The solution was mixed, maintained at room temperature for 15 min,
and then placed in a boiling water bath for 3 min (Mesrob et al. 1983).

Ammonium sulfate: 2.1 mL saturated solution of ammonium sulfate was added to 40 mL
wine. The solution was then heated for 7 hr at 55T (Toland et al. 1996).

Trichloroacetic acid (TCA): 4 mL trichloroacetic acid solution (55% w/v) was added to 40

mL wine. The solution was then heated in boiling water for 2 min (Berg and Akiyoshi 1961).
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Ethanol: 40 mL pure ethanol was added to an equal volume of wine and maintained in
closed tubs at room temperature for 2 hr (Sarmento et al. 2000).

Prostab: A Prostab Kit (Martin Vialatte Enologie, Epernay, France) was used. According
to the manufacturer’s instructions, 4 mL of reagent 1 was added to 40 mL wine. The mixture
was homogenized and then 4 mL of reagent 2 was added. After homogenization, the solution

was maintained at room temperature for 20 min.

Measure of turbidity . Samples were well stirred before reading to prevent sedimentation.
Developed turbidity was measured against a blank using a Hach 2100N Turbidimeter (Hach

Company, Loveland, CO). All stability tests were performed in triplicate.

Selection of bentonite dose for wine stabilization . A total of 2 g natural sodic
bentonite in powder form (Volclay, Laffort, Renteria, Spain) was carefully hydrated with 100
mL deionized water. This mixture was maintained at room temperature for 24 hr before use.
1-L wine samples were added to enough bentonite solution to arrive at final concentrations
of 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, and 1000 mg/L (corresponding to
industrial doses 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, and 100 g/hL). After stirring, the
samples were kept at room temperature for 2 hr. Aliquots of the supernatant were
centrifuged and used for estimating protein stability with the different tests. In all cases, the
wine was considered stable when the increase of turbidity in relation to the blank was lower
than 2 NTU (Moine-Ledoux and Dubourdieu 1999).

Precipitate manipulation. The resulting wines after natural precipitation and after the
application of the different stability tests were centrifuged and the supernatant was
discarded. All precipitates were dissolved in 2.6 mL 50 mM disodium phosphate with 0.2%
SDS and then maintained at a temperature of 80CC for 5 min to achieve total dissolution. A
total of 0.4 mL dissolved precipitate was lyophilized and stored at -20T for subsequent gel

filtration analysis.

Chemical analysis of precipitate . The dissolved precipitates were assayed for protein
using the Bradford dye-binding microassay method (Bradford 1976), polysaccharides using
the phenol-sulphuric acid assay method (Segarra et al. 1995), and phenolic compounds

using the Folin-Ciocalteu microassay method (Singleton et al. 1999).

Gel filtration chromatography on FPLC . The lyophilized precipitates were dissolved in

150 pL 0.3 M ammonium acetate solution. The samples were centrifuged (5 min at 12.000 g,
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4<C) and the supernatant was used directly for FPLC analysis (Canals et al. 1998). Analyses
were conducted with a Superdex 75 PC 3.2/30 column on a fast protein liquid
chromatography (FPLC) system (Smart System, Pharmacia, Uppsala, Sweden). The
samples (50 uL) were injected and eluted with a 0.3 M ammonium acetate solution at a flow
of 40 pL/min. The column eluents were continuously monitored at 280 and 320 nm using a

pPeak Monitor (Pharmacia, Uppsala, Sweden).

SDS-PAGE. Sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was
performed using a precast discontinuous gel buffer system (Laemmli 1970). Phast-Gel
Homogeneous 20 (Pharmacia) was used to adequately separate the proteins. Exclusion
molecular fractions F;+F, and F; obtained from FPLC, were mixed, lyophilized, and
resuspended in a buffer containing 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 5% -
mercaptoethanol, 10% glycerol, and 0.002% bromophenol blue, thus ensuring an
SDS/protein ratio greater than three. The buffer volume was selected to obtain a protein
concentration of 30 ng/uL for silver stain and 500 ng/uL for periodic acid-Schiff (PAS) stain.
The samples were boiled for 5 min and subjected to electrophoresis.

Two molecular weight standards calibration kits for SDS-PAGE were used to determine
the molecular weights (ref. 161-0304 and 161-0326; Bio-Rad, Hercules, CA). The low range
molecular weight standards calibration kit was made up of phosphorylase b (97400 Da),
serum albumin (66200 Da), ovalbumin (45000 Da), carbonic anhydrase (31000 Da), trypsin
inhibitor (21500 Da) and lysozyme (14400 Da). The polypeptide molecular weight standards
kit was made up of triosephosphate isomerase (26625 Da), myoglobin (16950 Da), a-
lactalbumin (14437 Da), aprotinin (6512 Da), insulin b chain oxidized (3496 Da), and
bacitracin (1423 Da). Electrophoresis was performed using a PhastSystem apparatus
(Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden) and PhastSystem Separation Technique File No.111
(Pharmacia 1990).

Stains. The protocols for silver staining are described in Amersham Biosciences Automated
Staining of Polyacrylamide Gels with Processor Plus (Pharmacia 1990). The reagents used
for the silver stain were prepared according to Plus One Silver Stain Kit Protein Instructions
(Pharmacia 1990). Periodic acid-Schiff (PAS) stain was carried out using a Glycoprotein
Detection Kit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO).

Statistical analysis. All numeric data are expressed as the arithmetic average + standard

deviation from three replicates. Statistical comparisons between means were established

with a Student t test using StatView (software for Macintosh).
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Results and Discussion

The increase of turbidity after applying the different stability tests to the Sauvignon
blanc wine under different bentonite doses is shown in Table 1. The Bentotest and tannin
test produced the highest turbidity in the unfined wine, whereas the other tests produced
comparable levels. All tests indicated that the unfined wine was very unstable, in that in all
cases the increase of turbidity was greater than 2 NTU. Considering this value as the
threshold of protein stability (Moine-Ledoux and Dubourdieu 1999), the different tests
indicate different doses of bentonite to achieve wine protein stability. Specifically, the fast
heat, slow heat, TCA, tannin, and Prostab tests indicated that the wine was stable after a
treatment with 60 g/hL bentonite. However, the ammonium sulfate test indicated stability with
50 g/hL bentonite, the Bentotest indicated 80 g/hL bentonite, and the ethanol test indicated
that the wine remained unstable even after treatment with 100 g/hL bentonite. According to
these results, the dose of bentonite needed for stabilizing wine differs depending on the test
used. This discrepancy raises concerns about the accuracy of the tests and could cause

winemakers to overtreat wines to ensure their absolute protein stability.

Table 1 Increase in turbidity of the Sauvignon blanc wine after applying the different stability tests and different
bentonite dose treatments.

Ammonium

Bentonite Fast heat Slow heat Bentotest sulfate TCA Tannin Ethanol Prostab
0 g/hl 125 + 4 104 + 3 507 + 18 142 + 4 172+ 5 719 + 22 7542 92+3
10 g/hl 84 +3 86+ 3 434 + 13 92 +3 141 + 4 500 + 18 65+ 2 TE+2
20 g/l §1+2 68+2 20749 53+2 110+ 3 461 + 14 5742 60+ 2
a0 g/nl 26.7 + 0.3 5141 186 + 10 25 +1 93.1+ 0.8 379+ 4 377+07 48+ 1
40 g/hl 95+02 35+2 103 + 6 3.7 +0.1 35+2 166 + 5 204+02 25+ 1
50 g/nl 24+03 38+02 26 + 1 0.9 +0.1* 25+ 0.1 1M1+2 277+05 441
80 g/nl 15+ 02 12 +0.1 41+02 0.6 +0.1 0.9+ 0.2 13+02: 252407 1.1+0.1:
70 g/hl 1.4+03 12+01 25+03 0.5+ 0.1 0.9+ 0.1 1.2+ 0.1 216+ 086 0.9+0.1
80 g/nl 1.3 + 0.1 12+01 15+ 02 0.5+ 0.1 0.8+ 0.1 10+02 221+03 0.7+0.2
90 g/nl 1.3+ 0.1 1.1+01 1.0+02 0.5+ 0.1 0.8+ 0.1 0.9+01 216+ 0.1 0.8+0.1
100 g/hi 1.5 + 0.1 1.1+01 1.0+ 03 0.5+ 0.1 0.8+ 0.1 0.9 +01 203+ 01 0.9+0.4

:Bentonite dose needed to achieve protein stability.

The chemical compositions of the natural precipitate and the precipitates obtained after
applying the different stability tests is shown in Table 2. In all cases, the application of the
stability test generated more precipitate than natural precipitate: slow heat, three times more;
fast heat and ammonium sulfate, four times more; Bentotest, TCA, and ethanol
approximately six times more; tannin eight times more; and Prostab almost 11 times more. In
addition, all forced precipitates resulted in different chemical compositions.

All the forced precipitates contained more protein, polyphenols, and polysaccharides
than the natural precipitate. For proteins, the ethanol test precipitate contained twice as
much protein than natural precipitate; slow heat, three times; fast heat, five times; ammonium

sulfate, seven times; Bentotest, TCA, and tannin, approximately nine times; and Prostab,
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sixteen times. For polyphenols, the ethanol and ammonium sulfate tests produced almost
twice as many polyphenols as the natural precipitate; the fast and slow heat tests, Bentotest,
and TCA, approximately three times; the Prostab, almost four times; and the tannin, eight
times. The tannin test precipitated the most polyphenols, probably because the test uses
tannin as a denaturing agent. With regard to polysaccharides, the ammonium sulfate and
TCA tests precipitated approximately twice as many polysaccharides as the natural
precipitate; fast heat, slow heat, and tannin test, five times; Bentotest, six times; Prostab, ten
times; and ethanol, twenty-three times. Therefore, none of the stability tests produced a

precipitate with exactly the same chemical composition as the natural precipitate.

Table 2 Comparison of Bradford, Folin-Ciocalteu, and phenol sulfuric analyses of natural precipitate with precipitates obtained from the
different stability tests. Equal letters indicate the absence of statistically significant differences (p > 0.05) among the samples.

Protein Polyphenols Polysaccharides Total
mg Yo mg Yo mg %
Matural precipitate 0.32 +001 A 44+ 2 025+001a 35+1 D16+001 e 21+1 073+003X
Fast heat 16+01B 53+3 071+002b 24+1 071+007p 24+2 30+02a
Slow heat 1.1+01C 44 + 4 D62+002c 25+1 074+007p 30+3 24+02¢9
Bentotest 271+006D 632 060+ 0.07c 14+2 099+008y 23%2 43+02T
Ammonium sulfate 22+01E T3+ 4 040+002d 14+1 040+ 0035 14 £1 30+024
TCA 29+02DF 7145 079+002e 19+1 040+0033 10+1 41+02T
Tannin 30+01F 51+2 202+ 008f 34+1 085+ 0086; 14+1 59+0338
Ethanol 059 +006G 13+1 036+ 0.03 g B+1 36+03¢c 797 46+04T
Prostab 521 +0.06H &7 +1 094 +005h 1241 16+01¢ 21+2 78+020

In a previous study (Canals et al. 1998), we proposed a method that used FPLC to
separate white wine proteins into different fractions. In all the studied wines, three or four
fractions were obtained by molecular exclusion chromatography: F; with a molecular weight
MW >100 kDa, F, with a MW of 60 kDa, F; with a MW between 20 and 40 kDa, and F, with a
MW <20 kDa. Depending on the wine protein concentration, F; and F, were either two single
peaks or one overlapped peak. This method was used to study the precipitate obtained by
natural precipitation and by the application of the different stability tests.

The molecular exclusion chromatograms of natural precipitate differ from those of the
different precipitates, especially in their absorbance at 280 and 320 nm (Figure 1).
Absorbance at 280 nm is characteristic of all compounds with aromatic rings such as
proteins and polyphenols, while absorbance at 320 nm is more characteristic of
hydroxycinnamic acids and derivatives (Somers and Ziemelis 1985, Gomez-Alonso et al.
2007). The molecular exclusion chromatogram of the natural precipitate at 280 nm presented
four major peaks corresponding to fractions F;+F,, F3, F4, and Fs. The contribution of fraction
F, was relatively low and did not separate from fraction F,. However, a new fraction of very
low molecular weight (Fs) was identified. This fraction had been overlaid with fraction F, in
previous studies (Canals et al. 1998, Esteruelas et al. 2009), but here it was clearly

separated. In contrast, the molecular exclusion chromatogram of the natural precipitate
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obtained at 320 nm showed only three peaks (Fi+F,, F4, and Fs), with lower peaks than
those obtained at 280 nm. At this wavelength, F; was not present.

Since the molecular weight of unstable proteins has been reported to range from 20 to
40 kDa (Hsu and Heatherbell 1987b, Waters et al. 1991, Esteruelas et al. 2009), haze
proteins must be present in fraction F3. Therefore, the presence of the other fractions (F1+F,,
F4, and Fs) in the natural precipitate may be attributed to other compounds such as
polyphenols, polysaccharides, and peptides. The fact that natural precipitate contains
significant amounts of these compounds (Table 2) coincides with this possibility. On the other
hand, the chromatogram of the natural precipitate obtained at 320 nm seems to confirm the
presence of hydroxycinnamic acids (or their derivatives), especially in fractions of lower
molecular weight (F4 and Fs).

The molecular exclusion chromatograms of natural and fast heat test precipitates
presented similar profiles at 280 and 320 nm (Figure 1A). However, the fractions F;+F, and
F; of the fast heat precipitate overlap at both wavelengths, likely because the area of the
peak corresponding to these fractions is much greater than in the natural precipitate. The
fractions F, and Fs were very similar to the fractions of the natural precipitate at both
wavelengths. The slow heat precipitate (Figure 1B) produced similar exclusion molecular
fractions to the fast heat, but F; and Fs presented slightly higher peaks and eluted somewhat
earlier than similar fractions of the natural precipitate.

The molecular exclusion chromatograms of the natural and Bentotest precipitates
presented the same fractions at 280 nm, but there are clear differences in their areas (Figure
1C). Specifically, the Bentotest precipitate presented more of the fractions Fi+F,, F3, and F4
and less of Fs. At 320 nm, all the Bentotest precipitate fractions presented smaller peak
areas than the natural ones.

Molecular exclusion chromatograms showed that the ammonium sulfate test generated
a precipitate with the same fractions as natural precipitate (Figure 1D), but with clear size
differences between their peaks. At 280 nm, fractions F;+F, and F; overlapped and
presented a larger area, whereas fractions F, and Fs presented smaller areas. At 320 nm
both profiles were more similar, although the areas of the low molecular fractions (F, and Fs)
of ammonium sulfate precipitate were lower.

In the chromatograms of the natural and TCA precipitates, the fractions F;+F, and F;
of the TCA precipitate were overlapped at 280 nm and presented a much larger area than
similar fractions of natural precipitate (Figure 1E). Furthermore, fractions F, and Fs of the
TCA precipitate presented slightly smaller areas and eluted somewhat earlier. At 320 nm,
the area of the fractions F;+F, were slightly larger, while the areas of fractions F,; and Fs

were slightly smaller and eluted somewhat earlier.
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Figure 1 Molecular exclusion chromatograms (F,+F,, F,, and F,) of fractions of natural precipitate and the precipitate of eight stability tests at
280 and 320 nm: (A) fast heat, (B) slow heat, (C) Bentotest, (D) ammonium sulfate, (E) trichloroacetic acid (TCA), (F) tannin, (G) ethanal, and
(H) Prostab.

The tannin test resulted in a precipitate with a completely different profile than the
natural precipitate, probably because of the presence of added tannins (Figure 1F). At 280
nm, all fractions presented much larger areas than the natural precipitate fractions and they
were grouped in two major peaks, one overlapping the fractions F;+F, and F3 and the other
overlapping fractions F4 and Fs. At 320 nm, fractions F;+F, of both precipitates were very

similar, but a large peak overlapping fractions F, and F5 was present in the tannin precipitate.
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Chromatograms of the natural and ethanol test precipitates gave completely different
profiles, inasmuch as the ethanol precipitate generated only one major fraction of a high
molecular weight (F;+F,) at both wavelengths (Figure 1G). Lastly, the chromatographic
profile of the Prostab test precipitate at 280 nm differed greatly from the profile of the natural
precipitate (Figure 1F). Although all fractions were present, all were more abundant,
especially fractions F, and Fs. At 320 nm, the fractions F;+F, were very similar, whereas
fractions F, and Fs also presented a larger area. These results suggest that some of the
components of Prostab reagent are likely present in peaks F, and Fs.

It therefore appears that none of the commonly used stability tests generates a
precipitate with a chromatographic profile similar to that of natural precipitate. These results
are in line with data previously presented (Table 2), which indicate that the chemical
composition of the precipitates of all eight stability tests differ from the natural precipitate.

As noted previously, unstable proteins must be present in fraction F;. The
chromatograms of precipitates of all the stability tests indicate that all the tests, with the sole
exception of ethanol, present fraction F; with an area similar to or higher than the natural
precipitate. The ethanol test, however, generated a fraction F; with a smaller area than the
natural precipitate. According to these data, all eight stability tests targeted the fraction
containing unstable proteins. However, all tests also generated greater areas in the other
fractions compared with the natural precipitate, which would confirm that these tests also
precipitate other compounds apart from unstable proteins.

As the measurement of absorbance at 280 nm is not quite specific for protein
estimation, no additional information can be extracted from molecular exclusion
chromatograms. As SDS-PAGE with silver stain is more specific for protein analysis,
electrophoresis was conducted for the purpose of comparing natural precipitates with those
obtained from the different tests. In a previous study (Esteruelas et al. 2009), we verified that
direct SDS-PAGE of natural wine protein precipitate produced a large smear without good
band definition. In contrast, the SDS-PAGE of the fractions obtained by molecular exclusion
FPLC presented more clearly defined bands, probably because of the elimination of some
interference, such as phenolic compounds (Charmont et al. 2005).

Since the unstable proteins of the natural precipitate are mainly in fraction F; (Hsu and
Heatherbell 1987b, Waters et al. 1991, Esteruelas et al. 2009), only this fraction should be
analyzed. However, all stability tests produced precipitate containing more protein,
polysaccharides, and phenolic compounds than the natural precipitate. Moreover, most of
the stability tests generated an overlapped fraction including Fi+F, and Fs. For that reason,

the ensemble of fractions F;+F,+F; of the natural and test precipitates was collected and
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used for SDS-PAGE analysis to determine which stability test would generate a protein
precipitate most similar to the natural one.

The SDS-PAGE of fractions F;+F,+F; of the natural and test precipitates dyed with
silver stain is shown in Figure 2. The natural precipitate presented a major band at 18-22
kDa and another five minor bands at 10, 11, 48, 59, and 67 kDa. Some researchers have
shown that unstable proteins are mainly thaumatin-like proteins with a molecular weight of 21
kDa and chitinases with a molecular weight of 25-26 kDa (Waters et al. 1998, Pocock et al.
2000, Hayasaka et al. 2001). Our results are generally in agreement with these findings,
inasmuch as the major electrophoretic band is within a molecular weight interval in the
vicinity of this value. Moreover, in a previous work (Esteruelas et al. 2009), we identified the
presence of a thaumatin-like protein (VVTL1) in this band using MALDI-TOF/TOF. However,

chitinase was not identified in any band of the natural precipitate.
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Figure 2 3DS-PAGE with silver stain of natural precipitate and stability test exclusion molecular protein fractions (F +F +F,).

All stability tests precipitate generated different bands from those generated by natural
precipitate (Table 3). In general terms, nearly all tests produced more bands and these
bands were more intense than those of the natural precipitate (Table 3, Figure 2). The fast
heat test precipitate presented well-defined bands, although a smear throughout the entire
electrophoretic band was clearly present. Specifically, a major band at 18-25 kDa and seven
other minor bands at 9, 10, 11, 37, 51, 59 and 67 kDa were detected. Two bands can be
distinguished within the major band, one in the interval between 18 and 21 kDa and the other
between 22 and 25 kDa. In contrast, the slow heat test presented a more intense smear and
more poorly defined bands, and only five bands at 9, 10, 11, 22-25, and 67 kDa were
detected. Comparison with natural precipitate indicates that neither heat test precipitates
exactly the same proteins.

The fast heat test produced bands at 9, 22-25, 37, and 51 kDa that were not present in

the natural precipitate. Moreover, the band at 18-21 kDa, detected in the natural precipitate,
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lengthened to 25 kDa in the fast heat precipitate, and it was possible to distinguish, as
mentioned, two bands within this broad interval. The band at 48 kDa, present in the natural

precipitate, was not detected in the fast heat precipitate.

Table 3 Summary of results corresponding to the protein bands obtained by SDS-PAGE of the natural precipitate and precipitates
of the eight stability tests. Key: —, not detectable; +, low intensity band; ++, intermediate intensity band; +++, high intensity band;
++++, very high intensity band.

MW (kDa) Natural Fast heat  Slow heat Bentotest A";'Sl?glt""' TCA Tannin Ethanol Prostab
67 + + + ++ + ++ ++ ++ ++
59 + + — — — — — — +
5 - + — - — — - — —
48 + — — — — — — — —
40 - — — + — — - — —
a7 — + + — + + + +
33 - - - + + + + + +
2522 - ++ ++ 4+ +H++ 4 4+ +H++ 4+
22-18 +4+ +++ — ++++ ++++ ++++ i+ ++++ ++++
12 - — — + — + + + +
11 + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + +
9 - + + - — - - - -

The slow heat test produced a band at 9 kDa that was not present in the natural
precipitate and did not produce bands at 48 and 59 kDa, which were present in the natural
precipitate. The broad band at 18-25 kDa, observed in the fast heat test, was shortened to
22-25 kDa in the slow heat test.

All the other stability tests generated similar results. All presented a very intense band
at 18-25 kDa and four other bands at 10, 11, 33, and 67 kDa. All the tests, with the exception
of ammonium sulfate, also presented bands at 12 and 37 kDa. The Bentotest and Prostab
presented a supplementary band at 40 and 59 kDa, respectively. The bands at 10, 11, 18-
25, and 67 kDa, detected in all tests, were also present in the natural precipitate. The major
band detected at 18-25 kDa in all tests was more intense and had a greater range than the
natural precipitate. On the other hand, the band at 33 kDa detected in all eight tests, the
bands at 12 and 37 kDa detected in the Bentotest, TCA, tannin, ethanol, and Prostab tests,
and the band at 40 kDa detected only in the Bentotest were not present in the natural
precipitate. The natural precipitate also presented two bands at 48 and 59 kDa; the former
was not precipitated by any of the tests and the latter was only present in the fast heat and
Prostab tests.

It is interesting that in this broad interval (18-25 kDa), in which mainly unstable proteins
are present, natural precipitate only contains a band within 18-21 kDa, the slow heat test only
contains a band at 22-25 kDa, and all other tests present both bands. As noted previously,
thaumatin-like proteins have a molecular weight of 21 kDa and chitinases of 25-26 kDa
(Waters et al. 1998, Pocock et al. 2000, Hayasaka et al. 2001). According to this data, it is

logical to presume that the band at 18-21 kDa corresponds to thaumatin-like proteins and the
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band at 22-25 kDa corresponds to chitinases. Both proteins have been shown as present in
this SDS-PAGE major band (Waters et al. 1996). Assuming this hypothesis, our results
would indicate that natural precipitate contains thaumatin-like protein but not chitinases, the
slow heat test precipitates chitinases but not thaumatin-like proteins, and all the other tests
precipitate both proteins. This assumption may explain why, in a previous study using
MALDI-TOF/TOF, it was possible to identify thaumatin-like proteins but not chitinases in a
natural precipitate from a Sauvignon blanc wine, whereas other studies, which have worked
with forced precipitates, have found both proteins (Waters et al. 1991, 1996, 1998, Pocock et
al. 2000).

In SDS-PAGE of fractions F;+F,+F; of natural and the stability test precipitates dyed
with periodic acid-Schiff (PAS) stain, natural precipitate does not present any bands,
whereas all the tests presented a band at the beginning of the lane (Figure 3). This band was
especially intense in the ethanol precipitate. These results agree with data in Table 2
inasmuch as the stability tests, which precipitated a large quantity of polysaccharide,
produced the most intense bands. As the natural precipitate contained very little
polysaccharide, its presence was not detected in the gel. Meanwhile, all the other stability
tests precipitated more polysaccharide and thus produced bands of a greater or lesser
intensity. This data confirms that the ethanol test precipitated a large quantity of
polysaccharide, which would explain why its use causes an overestimate of the bentonite
dose neededto stabilize wine (Table 1).

-
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Figure 3 SDS-PAGE with periodic acid-Schiff (PAS) of natural precipitate and stability test exciu-
sion molecular protein fractions (F +F_+F ).

Conclusions
Results showed that all eight stability tests produced higher amounts of precipitate with

chemical compositions differentthan that of the natural precipitate. All tests precipitated more
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protein, more polyphenols, and more polysaccharides. All tests targeted the molecular
weight interval containing unstable proteins, with the sole exception of the slow heat test,
which does not precipitate the 18-21 kDa range, which probably contains thaumatin-like
proteins, and should therefore be abandoned. All other stability tests also precipitated other
proteins that are not present in the natural precipitate. This is especially significant in the
area of molecular weight between 22 and 25 kDa, which probably contains chitinases. Of all
the stability tests, the fast heat test precipitates the least protein in this area and is therefore
the most similar to the natural precipitate. The ethanol test precipitates a large quantity of
polysaccharide, and thus likely overestimates the dose of bentonite necessary for wine
stabilization. It should therefore also be abandoned. All other tests Bentotest, ammonium
sulfate, TCA, tannin, and Prostab generated very similar results with regard to the protein
composition of the precipitate. All these tests seem to precipitate nearly all the protein
present in wine.

In short, all the stability tests generated precipitates very different than the natural
precipitate and therefore none should be considered a perfect reproduction of the natural
phenomenon. The fast heat test appears to be the most similar to the natural precipitate in

terms of chemical composition, and therefore may be the most appropriate stability test.
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En el primer apartat del capitol 2 (2.1) s’ha estudiat la composicié quimica dels
diferents precipitats obtinguts despres d'aplicar els diferents tests d'estabilitat. La
determinacié de proteines i de compostos fendlics, també s’ha realitzat en el vi abans i
despres d'aplicar els diferents tests d’estabilitat, per tal de poder comprovar la coherencia
en els resultats. El contingut en proteina i compostos fenolics del vi abans d’aplicar el test
d’estabilitat ha de ser més o menys igual, al sumatori del contingut en el vi després d’aplicar
el test d’'estabilitat i el del precipitat. S’ha realitzat la determinacié de proteines i de
compostos fenodlics tal i com es descriu en I’Annex 1 Materials i Métodes.

En la Taula 1 es mostren els resultats obtinguts en la determinacio de la proteina en el

vi abans i després d’aplicar els 8 tests d’estabilitat, aixi com en els respectius precipitats.

mg proteina
Vi abans test  Videspres test Precipitat
Precipitacié Natural 2.6+0.2 22+0.2 0.32+0.01
Test del Calor Rapid 2.6+0.2 1.2+0.1 16+0.1
Test del Calor Lent 26+0.2 1.15+0.05 11+01
Bentotest 7.0+0.3 6.5+05 27+0.1
Test del Sulfat d'’Amoni 41+0.2 1.9+0.1 22+0.1
Test de I'Acid Tricloroacétic 8.8+0.6 6.0+0.5 29+0.2
Test del Tani 20+1 16+1 3.0+0.1
Test de I'Etanol 5.8+0.2 54+04 0.6+0.1
Prostab 6.4+0.2 5.9+0.2 52+0.1

Taula 1: mg de proteina en el vi abans i despres d’aplicar els diferents tests d’estabilitat i en el
precipitat generat per cada test.

El vi utilitzat en la determinaci6 del contingut en proteina és igual en tots els casos, tot
i aixi, tal i com s’observa en els resultats de la Taula 1 el contingut proteic del vi no és igual
per a totes les mostres, aixd és degut a que cada test treballa amb uns reactius diferents
gue poden modificar o interferir en la matriu inicial i per aixo els valors poden no ser iguals.
El vi que precipitara espontaniament conté la mateixa quantitat de proteina que el vi al que
se li aplicara el test del calor rapid o lent, en ambdds tests no es necessaria I'addicié de cap
reactiu, i per tant el contingut proteic és igual. En la resta de tests, I'addicié de reactius
interfereix en la determinacié de proteina i per aixo el contingut proteic en aquests casos €s
superior. El mateix comportament el podem observar en la determinacié del contingut
proteic del vi després d’aplicar el test d’estabilitat. Per aixo per tal de facilitar la interpretacio
dels resultats, he representat aquestes dades en forma de diagrama circular.

Podem observar que si sumem el contingut en proteina del precipitat amb el del vi
després d’'aplicar el test d’estabilitat, aquest coincideix amb el del vi abans de precipitar; en
els diagrames, el vi abans d’aplicar el test d’estabilitat representa el 50 % de la proteina i el

vi després d’aplicar el test d’estabilitat més el del precipitat representa el 50 % restant.
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Precipitacié Natural Test del Calor Rapid

mmg abans precipitar  mmg després precipitar = mg precipitat mmg abans precipitar  ®mmg després precipitar = mg precipitat

Test del Calor Lent Bentotest

Emg abans precipitar M mg després precipitar ¥ mg precipitat mmg abans precipitar M mg després precipitar ¥ mg precipitat

Test del Sulfat d'Amoni Test de I'Acid Tricloroacétic

mmg abans precipitar  mmg després precipitar = mg precipitat mmg abans precipitar  mmg després precipitar = mg precipitat

Test del Tani Test de I'Etanol

mmg abans precipitar  ®mg després precipitar = mg precipitat mmg abans precipitar  mmg després precipitar = mg precipitat

O

El precipitat natural, el test del calor rapid, el test del calor lent, el test del sulfat
d’amoni, el test de 'acid tricloroaceétic, el test del tani i el test de I'etanol segueixen les
proporcions esperades, el vi abans d’aplicar els respectius tests d’estabilitat representa
aproximadament el 50% del diagrama circular, la suma del vi després d’aplicar els tests més
el precipitat representa aproximadament el 50% restant. El Bentotest s’'allunya una mica
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d’aquestes proporcions ja que el contingut en Prostab

proteina del Vi abans d'aplicar el €St wmg abans pecirar  mmg desprts precitar = mg peciitar
d’estabilitat és del 43%. El Prostab presenta
resultats poc coherents ja que no es compleix
aguesta proporcionalitat, pot ser degut als
reactius emprats en aquest test, els quals

poden interferir en I'analitica de determinacio

de proteina tot donant aquesta incoherencia
en els resultats, no és coneix la naturalesa quimica d’aquests.

Tot i que els valors dels diagrames circulars es mostren en percentatge, les dades
amb les que s’ha treballat sén els mg, per aixo en la llegenda consta mg i no percentatge.

En aquests diagrames es pot observar que tots els tests d’estabilitat precipiten molta
més proteina que la precipitacid espontania, ja que els mg dels respectius precipitats
representen percentatges més alts que el del precipitat natural. El test del tani i el de I'etanol
pero precipiten percentatges de proteina comparables amb la precipitacié espontania. En la
publicacié cientifica (Table 2) s’observa que tots els precipitats contenen més mg de
proteina que el precipitat natural.

En la Taula 2 es mostren els resultats obtinguts en la determinacié dels compostos

fendlics en el vi abans i després d'aplicar els 8 tests d'estabilitat, aixi com en els respectius

precipitats.
mg polifenols
Vi abans test  Videspres test Precipitat
Precipitacié Natural 12.4+0.3 11.7+0.6 0.25+0.01
Test del Calor Rapid 12.4+0.3 11.8+0.2 0.71+0.02
Test del Calor Lent 124 +0.3 11.5+0.1 0.62 £0.02
Bentotest 12.4+0.3 12.41 +0.04 0.60 +0.07
Test del Sulfat d'’Amoni 125+0.2 129+0.2 0.40 +0.02
Test de I'Acid Tricloroacétic 126 +0.3 13.0+0.1 0.79£0.02
Test del Tani 38+3 41+1 2.02 £0.08
Test de I'Etanol 151 16.3+£0.2 0.36 +0.03
Prostab 12.2+0.3 12+1 0.94 + 0.05

Taula 2: mg de compostos fendlics en el vi abans i després d’aplicar els diferents tests
d’estabilitat i en el precipitat generat per cada test.

En la determinacié dels compostos fenolics presents en el vi també s’observa el
mateix comportament que en la determinacio de proteina, en el cas del test del tani i del test
de l'etanol hi ha un augment en el contingut de compostos fendlics tot i ser el mateix vi
inicial. L'etanol interfereix en la determinaci6 de compostos fenolics i per aixo la

concentracié d’'aquests en el vi inicial és lleugerament superior, pel que fa al test del tani, el
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reactiu que s’afegeix és un polifenol i per aixdo augmenta de manera important el contingut
en polifenol en aquest.

Precipitacié Natural Test del Calor Rapid

mmg abans precipitar  mmg després precipitar  m mg precipitat mmg abans precipitar M mg després precipitar W mg precipitat

O

Test del Calor Lent Bentotest

mmg abans precipitar M mg després precipitar ™ mg precipitat mmg abans precipitar W mg després precipitar  m mg precipitat

Test del Sulfat d'Amoni Test de I'Acid Tricloroacétic

mmg abans precipitar M mg després precipitar W mg precipitat Emg abans precipitar  mmg després precipitar  ® mg precipitat

Test del Tani Test de |I'Etanol

Emg abans precipitar  mmg després precipitar  ® mg precipitat mmg abans precipitar W mg després precipitar  ® mg precipitat

Tal i com passava amb el contingut en proteina, el vi abans d’aplicar els respectius
tests d’estabilitat representa aproximadament el 50% del diagrama circular, el 50 % restant
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correspon a la suma dels mg de compostos
Prostab

fendlics del vi despres daplicar el test _ = . ccptar mmgdesprés precipitar = mg precipitat
d’'estabilitat i del precipitat. Tots els tests
d’estabilitat precipiten més polifenols que la
precipitacié espontania; el test de I'etanol pero
precipita el mateix percentatge. En la

publicacio cientifica (Table 2) s’observa que

tots els precipitats contenen més mg de
compostos fendlics que el precipitat natural.

Basant-nos amb els resultats obtinguts, podem dir que en tots els tests d’estabilitat es
precipita un percentatge de compostos fenolics respecte el vi inicial, aquest és molt més
petit que el de proteina, ara bé en tots casos hi ha una disminucié en el contignut respecte
el vi inicial. La precipitacio import s’observa respecte els mg de proteina inicial, ja que en
tots els casos representa un percentatge molt més elevat que de compostos fendlics.

Aquest estudi s’ha realitzat per tal de corroborar el contingut de proteina i de
compostos fenolics dels respectius precipitats ja que els metodes colorimetrics utilitzats en
la determinacio no sén prou fiables, tot i que ens donen una idea del seu contingut.

En el primer apartat del Capitol 2 (2.1) també s’ha estudiat el contingut en polisacarids
dels diferents precipitats; no s’ha realitzat la determinacié d’aquests en el vi abans i despres
d'aplicar els tests d'estabilitat, ja que els resultats obtinguts en la determinacié de
polisacarids en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) amb tinci6 de Schiff, ens
corrobora els valors obtinguts. S’ha observat una bona correlacié entre la concentracié de
polisacarids del precipitat, i la intensitat de la banda en el gel. La técnica d’electroforesis en
condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) i la tincié6 de Schiff es descriuen en I'Annex 1
Materials i Metodes.
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En aquest capitol es mostren els resultats obtinguts en I'estudi sobre la
identificacié dels compostos fendlics presents en [I'enterboliment proteic
espontani del vi blanc. Aquest estudi s’ha enviat a la revista Food Research
Interantional. Igual com en la resta de capitols, alguns dels resultats
obtinguts no s’han pogut incloure en aquesta publicacio i €s per aquest motiu
que s’inclouen en l'apartat 3.2, espectres TOF dels compostos fenolics

identificats en el vi blanc.
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Phenolic compounds presents in natural haze protein of

sauvignon white wine

Mireia Esteruelas, Nikolaos Kontoudakis, Mariona Gil, Maria Francesca Fort,
Joan Miquel Canals and Fernando Zamora*
Tecnologia Enologica (Tecnenol), Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facultat
d’Enologia de Tarragona, Universitat Rovira i Virgili, Campus de Sescelades, Marcel.li

Domingo s/n, 43007 Tarragona, Spain.

Abstract

Protein haze in white wines remains a problem for wineries. In addition to protein
composition, many other factors have been identified that can participate in and even trigger
the appearance of hazes. Phenolic compounds may be one of the non-protein factors
involved in protein haze formation. The aim of this study was to identify and quantify the
polyphenols present in the natural precipitate of a Sauvignon wine. The identification and
guantification of polyphenols present in wine before and after natural precipitation and also
in a natural precipitate were carried out by CG/MS and HPLC/ESI-TOF. The natural
precipitate was also hydrolyzed in acidic medium (Bate-Smith reaction). The results indicate
that several phenolic compounds were present in the protein haze (tyrosol, trans-p-
coumaric, trans-caffeic, vanillic, protocatechuic, syringic, gallic, ferulic, shikimic acids, (+)-
catechin, ethyl coumaric acid ester and quercetin). Moreover, the detection of cyanidin after

acid hydrolysis indicates the presence of proanthocyanidins.

Keywords: haze protein; phenolic compounds; white wine; natural precipitation.

Introduction

One of the major problems in bottled wines is the instability of proteins (Bayly & Berg,
1967; Hsu & Heatherbell, 1987a). Slow denaturation of wine proteins is thought to lead to
protein aggregation and flocculation in hazy suspension and, eventually, to the formation of
precipitate. The appearance of haze in a bottle of wine affects its commercial value, making
it unacceptable for sale. Currently, the best way to eliminate the risk of protein precipitation
is bentonite fining (Hsu & Heatherbell, 1987b; Pocock & Waters, 2006). Alternative methods
such as ultrafiltration (Hsu, Heatherbell, Flores & Watson, 1987) and zirconium oxide
treatment (Salazar, Achaerandio, Labbe, Guell & Lopez, 2006) can also be effective but their

use is still experimental.
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Protein instability does not correlate well with total protein concentration because
individual proteins behave differently. Some reports suggest that unstable proteins have a
low isoelectric point (pl) and a low relative molecular mass (Bayly & Berg, 1967; Hsu &
Heatherbell, 1987a). Pathogenesis-related proteins, thaumatin-like proteins and chitinases
have been identified in heat forced precipitate (Waters, Wallace & Williams, 1991; Waters,
Shirley & Williams, 1996; Waters, Hayasaka, Tattersall, Adams & Williams, 1998). More
recently, using MALDI/TOF-TOF, our research group have identified the presence of Vitis
Vinifera Thaumatin-like protein 1 (VWTL1), B-(1-3)-glucanase, and the ripening-related
protein Grip22 precursor in natural precipitate (Esteruelas et al., 2009). In this work, we also
detected the presence of a non-negligible proportion of polysaccharides and especially
polyphenols, which suggest the possible implication of these compounds in natural protein
precipitation.

Despite the extensive bibliography on this subject, the mechanism responsible for
protein haze formation in wines essentially remains undetermined. In fact, some authors
have suggested that other non-protein compounds, such as phenolic compounds,
polysaccharides, wine pH, metal ions and even high ethanol content, may play a key role in
protein precipitation (Waters, Peng, Pocock & Williams, 1995; Siebert, 1999; Pocock,
Alexander, Hayasaka, Jones & Waters, 2007; Mesquita, Picarra-Perreira, Monteiro,
Loureira, Teixeira & Ferreira, 2001)). Researchers refer to the possible involvement of other
non-protein compounds in haze formation by the enigmatic term of “X factor”. However, the
real contribution of these substances has not been studied in sufficient depth to understand
its precise role in wine protein haze formation. Recently, Pocock, Alexander, Hayasaka,
Jones and Waters (2007), using artificial model wine solutions, proposed sulfate anion as a
candidate for the missing essential X factor.

Phenolic compounds are probably one of the non-protein factors potentially involved in
protein haze formation. Several researchers (Oh, Hoff, Armstrong & Haff, 1980; Siebert,
Troukhanova & Lynn, 1996) suggested a hydrophobic mechanism for the interaction, with a
conceptual model proposed in which the protein has a fixed number of phenolic binding
sites. More of these sites are exposed when the protein is denatured, such as during
heating. Initially, protein and polyphenols complexes are soluble but the complex grows until
it becomes insoluble, which results in turbidity (Siebert, 2006). It seems that the
protein/polyphenols ratio has a strong influence on the amount of haze formed; the largest
amount occurs when the number of polyphenols binding ends and protein binding sites are
almost equal (Siebert, 1999). Koch and Sajak (1959) were among the first investigators to
determine that isolated grape proteins of heat formed sediments were associated with

tannins. Somers and Ziemelis (1973) suggested that approximately 50% of wine protein is
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apparently bound to a minor quantity of grape phenolics, and this portion is thought to be
responsible for protein haze. Yokotsuka, Ebihara and Sato (1991) found that tannins isolated
from Riesling and Koshu wines interacted with isolated grape juice proteins to form a haze in
a tartrate buffer solution. Waters, Peng, Pocock and Williams (1995) detected the presence
of proanthocyanidins (0.02-4.9% w/w) in heat-induced and natural hazes isolated from
various white wines. Pocock, Alexander, Hayasaka, Jones and Waters (2007) showed that
PVPP fining of commercial wines results in a reduction in protein haze, which suggests that
phenolic compounds play a modulating role in wine haze formation.

It can be assumed from the above that phenolic compounds are one of the main
candidates involved in protein haze. However, to date there has not been a thorough study
of the phenolic compounds composition of natural protein precipitates. The aim of this study,
therefore, was the identification and quantification of polyphenols present in natural

precipitate of a white Sauvignon wine.

Materials and Methods

Chemicals. All the products were of high purity and suitable for High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography (CG). All solutions were previously
filtered through 0.22 pym acetate cellulose filters (Millipore GSE) and degassed using an

ultrasonic water bath.

Standards. The phenolic compounds used were: benzoic acids (gallic, protocatechuic,
vanillic, and syringic acids), cinnamic acids (trans-caffeic, trans-p-coumaric and ferulic
acids), flavonoids ((+)-catechin, (-)-epicatechin and quercetin), phenolic alcohols (tyrosol)
and shikimic acid. These compounds were obtained from commercial sources (Sigma-
Aldrich and Fluka). The derivatizating reagent N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

(BSTFA) and pyridine were acquired from Sigma-Aldrich (Madrid, Madrid, Spain).

Sample preparation. This work was carried out in 2006 at the experimental winery of the
Faculty of Oenology in Tarragona (Rovira i Virgili University) in Constanti (A.O.C.
Tarragona). Two thousand kg of Sauvignon white grapes were harvested at a sugar
concentration of 210 g/L and with a titratable acidity of 6.9 g/L (expressed as tartaric acid).
Grapes were pressed with a yield of 65% for obtaining grape juice. 60 mg/L of Sulphur
dioxide were added to protect the must against oxidation and microbiological spoilage. After

cold settling (16°C) the must was inoculated with 20 g/L of dry active yeasts (EC 1118,
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Lallemand, Montreal, Canada). Once the alcoholic fermentation was finished, the wine was
racked, sulphited (40 mg/L) and conserved at 4°C for one month.

After that, the wine was centrifuged (10 min at 12,000 g), filtered (0.45 um), bottled
(375 mL) and stored at room temperature until natural precipitation appeared.

The analytical parameters of the wine were the following: ethanol content: 12.8% (v/v);

titratable acidity: 6.2 g/L (expressed as tartaric acid); pH: 3.10.

Natural precipitate. For phenolic compounds analysis of the natural precipitate, the
bottles were vigorously stirred and all their contents homogeneously distributed in eight
centrifuge tubes for each bottle. The tubes were then centrifuged (10 min at 12,000g) and
the eight pellets were transferred to a previously weighed eppendorf. This sample was then
lyophilized, weighted to determine the dry weight of the precipitate and conserved at -20°C
until the day of the analysis. Subsequently, the samples were directly dissolved with a total

volume of 2 mL of 50 mM disodium phosphate solution (pH 9.23).

Acidic hydrolysis. 600 pL of HCI 12 M were added to 300 pL of dissolved precipitate in a
glass tube. The tube was closed and boiled in a water bath for 30 min in order to develop the
Bate-Smith reaction (Bate-Smith, 1954; Ribéreau-Gayon & Stonestreet, 1966) to verify the
presence of proanthocyanidins by means of the HPLC detection of cyanidin. Next, the
sample was cooled to room temperature and 100 pL of ethanol were added. The sample

was then lyophilized and dissolved in 500 pL of methanol.

Wine. 30 mL of wine before and after natural precipitation were concentrated to 15 mL at a
temperature below 30°C to remove ethanol using a vacuum concentrator centrifuge
(UniEquip, Planegg, Bavaria, Germany). This solution and the dissolved precipitate were
passed through a Sep-Pak C18 cartridge (Waters Cromatografia, Cerdanyola del Valles,
Barcelona, Spain) which had previously been washed with 25 mL of 2% (v/v) formic acid in
water (pH 3) and, subsequently, with 50 mL of water and 25 mL of methanol, then the
cartridge was washed with 10 mL of 2% (v/v) formic acid in water (pH 3). The phenolics
compounds were recovered by elution with 10 mL of methanol (Chamkha, Cathala, Cheynier
& Douillard, 2003). The solvent was evaporated at a temperature below 30°C using a
vacuum concentrator centrifuge (UniEquip, Planegg, Bavaria, Germany). The samples
corresponding to the wines before and after natural precipitation were dissolved in 1.2 mL of

methanol and the natural precipitate residue was dissolved in 500 ul of methanol.
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GC/MS. 100 pl of concentrated fraction were lyophilized and the residue was dissolved in
100 pl of 1:1 BSTFA/pyridine (v/v) using vigorous vortexing and incubating at 70 T for 30
min (Soleas, Diamandis, Karumanchiri & Goldberg, 1997). The analysis was carried out on a
Hewlett Packard 6890 Series gas chromatograph, equipped with a split/splitless injection
port, interfaced to a 5973 mass-selective detector. An HP-5MS fused silica capillary column
was used; the dimensions of the column were 30mx0.25mm I.D., 0.25 pm film thickness.
The carrier gas-line pressure was set at 50 psi, column head pressure at 7 psi, and the
septum purge was set at 0.8 mL/min. The temperature of the injector was maintained at 300
°C, and the sample volume injected was 1 pl in the splitless mode. The column temperature
program was: oven equilibration time 1 min; initial temperature 120 °C for 3 min, then raised
to 320 °C at a rate of 5 °C/min, with a final isotherm of 5 min. The analysis was conducted
according to Minuti, Pellegrino and Teseo (2006).

Identification of each phenolic compound in each derivatized extract of wine was
established by comparing their gas chromatographic retention times and silylated derivative
mass spectra to those of the derivatized standards (Table 1). Mass spectral deconvolution
using Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS) was
applied to detect phenolic compounds which had no standard.

A target ion and one or two qualifying ions were chosen for each of the compounds
depending on the abundance and specificity of the compound (Table 1). The concentration
of the identified phenolic compounds in each derivatized extract of wine was performed by

relating the peak areas of the compound. All the derivatized extracts of wine were injected in

triplicate.
Table 1. Calibration parameters for silylated 2 standard compounds.
Standard RT(min)  Targetion (m/z) ° Qualifier ions (m/z) °© Cor. Coef. (r ?)
1 Tyrosol 12.0 179 282 21 267 15 193 13 0.973
2 Vanillic acid 16.2 297 312 64 282 30 267 61 0.994
3 Protocatechuic acid 174 370 193 - 355 82 311 38 0.998
4 Shikimic acid 17.4 204 147 19 357 6 372 5 0.994
5 Syringic acid 18.9 327 342 73 312 68 297 54 0.987
6 trans-p-Coumaric acid 19.6 293 308 60 249 40 219 126 0.998
7 Gallic acid 20.3 281 443 28 458 81 - - 0.979
8 Ferulic acid 225 338 323 55 308 51 293 32 0.979
9 trans-Caffeic acid 23.4 396 381 23 219 9% 191 17 0.991
10 (+)-Catechin 35.2 368 355 30 369 34 267 8 0.989

a|dentified as trimethylsilyl (TMS) derivative. P Target ion was taken to be 100%. ¢ Number in cursive represents the
target ion:qualifier ion ratio expressed in percent.

HPLC/ESI-TOF. Analysis was carried out on an HPLC 1200 Series coupled with a MSD
6210 Time of Flight (Agilent Technologies, Madrid, Spain) equipped with electrospray

ionization (ESI). Chromatographic separation was achieved on Eclipse Plus C18 column 4.6
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x 250 mm, 5 um particle size (Agilent Technologies, Madrid, Spain). The solvent system
used was a gradient of solvent A (formic acid, 0.2% v/v in MilliQ) and solvent B (acetonitrile,
solvent A, 80/20, v/v). The elution conditions were as follows: flow rate 1.2 mL/min,
temperature 30 <C; volume injection 50 pL. For the elution program, the following
proportions of solvent B were used: 0-5 min, 2%; 5-10 min, 6%; 10-15 min, 12%; 15-30 min,
22%; 30-35 min, 34%; 35-40 min, 100%; 40-45 min, 0%. Positive-ion mode electrospray
ionization mass spectrometry (ESITOF) spectra was recorded. ESI was performed using the
following conditions: 3.5 kV of capillary voltage; 350 °C of drying gas temperature and 12
L/min of drying gas flow at 60 psi of Nebulizer gas pressure. TOF was performed using the
following conditions: the fragmentor voltage was 150 V, 65 V the skimmer voltage and 250 V
the octapol voltage, the mass was scanned from m/z 50 to 2400. The analysis was
conducted according to Chamkha, Cathala, Cheynier and Douillard (2003). Identification of
each phenolic compound in each extract of wine was established by comparing their

retention times to those of the standards (Table 2).

Table 2. Calibration parameters for identified phenolic compounds by HPLC/ESI-TOF.

Compound RT(min) Target ion (m/z) Error(ppm)  Score Fragment ion Cor. Coef. (r?)
1 Gallic acid 13.8 [M+H]+ 171.028 4.00 70.28 0.997
2 Protocatechuic acid 18.7 [M+H]" 155.033 8.93 85.04 [M+H]"- [H,0]; 137.023 0.998
3 trans-Caftaric acid 22.4 [M+NH,]" 330.081 4.82 85.76 [M+H]"- [C4HsO6]; 163.038 0.999
4 trans-Coutaric acid 25.7  [M+NH,]' 314.086 2.65 74.18 [M+H]"- [C4HeO6]; 147.043 0.982
5 (+)-Catechin 25.9 [M+H] 291.085 1.61 77.03 1.000
6 Vanillic acid 27.7 [M+H]+ 169.048 9.77 70.90 0.999
7 trans-Caffeic acid 28.5 [M+H]" 181.048 5.45 94.86 [M+H]"- [H,O]; 163.038 0.999
8 (-)-Epicatechin 30.6 [M+H] 291.085 3.76 67.20 1.000
9 trans-p-Coumaric acid 35.5 [M+H]" 165.054 3.28 82.55 [M+H]"- [H,0]; 147.044 0.982
10 Ferulic acid 37.7 [M+H]“ 195.064 3.89 80.90 1.000
11 Astilbin 38.9 [M+H] 451.122 3.53 86.21 [M+H]"- [CsH1004); 305.064; Dihydroquercetin 0.994
12 Quercetin 41.9 [M+H]+ 303.049 2.82 74.70 0.994
13 Caffeic acid ethyl ester 42.3 [M+H] 209.080 6.94 88.32 [M+H]'- [C2H:O]; 163.038 0.999
14 coumaric acid ethyl ester 43.2 [M+H]" 193.084 6.37 88.05 [M+H]'- [C:Hs0]; 147.043 0.982

We also used the deconvolution software to detect phenolic compounds which had no
standard. The concentration of the identified phenolic compounds in each extract of wine
was performed by relating the peak areas of the compound. The mean and the standard
deviation were calculated from the three independent injections. The concentrated fractions

of natural precipitate were used with and without acidic hydrolysis.

Results and Discussion
Figure 1 shows the results corresponding to gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) analysis in selected ion monitoring (SIM) of phenolic compounds of the wine before
and after natural protein precipitation. Only 9 phenolic compounds were identified. Tyrosol,

vanillic acid, protocatechuic acid, syringic acid, trans-p-coumaric acid, gallic acid, ferulic
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acid, trans-caffeic acid and (+)-catechin. Shikimic acid was also identified, which, although is
not a phenolic compounds, is closely related to them. The quantitative determination of
these compounds is shown in Table 3. Overall, both the phenolic compounds found, and
their concentrations are generally consistent with those found in white wine by other wine
researchers (Villiers, Majek, Lynen, Crouch, Lauer & Sandra, 2005; Ortega, Lopez-
Toledano, Mayen, Merida & Medina, 2003; Zafrilla et al., 2003; Darias-Martin, Andrés-

Lacueva, Diaz-Romero & Lamuela-Raventos, 2008).
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Figure 1. Identified phenolic compounds in wine after and before natural precipitation by CG/MS.

(1) Tyrosol; (2) Vanillic acid; (3) Protocatechuic acid; (4) Shikimic acid; (5) Syringic acid; (6) trans-p-Coumaric acid;
(7) Galllic acid; (8) Ferulic acid; (9) trans-Caffeic acid; (10) (+)-Catechin.

Table 3. Identified phenolic compound in wine before and after natural precipitation and in natural precipitate by CG/MS.

Identified Compound Wine Before NP (ppm) Wine After NP (ppm) Natural Precipitate (ug) % (wiw) 2
1 Tyrosol 6.7+0.2a 66+03a 116 +2 0.95+0.01
2 Vanillic acid 0.025 +0.002 a 0.029 +0.002 a 1.27 £0.08 0.011 +0.001
3 Protocatechuic acid 0.64+0.03a 0.63+0.05a 244+03 0.204 +0.002
4 Shikimic acid 2.21+0.09 a 15+0.1b 16+1 0.13+0.01
5 Syringic acid 0.194 +0.005 a 0.243 +0.009 b 7.3+0.6 0.06 +0.01
6 trans-p-Coumaric acid 5.4+02a 6.78+0.09 b 172+7 1.40 +0.06
7 Gallic acid 1.32+0.06 a 1.05+0.03 b 6.9+0.5 0.058 +0.004
8 Ferulic acid 1.48 +£0.06 a 155+0.03a 39+2 0.33+0.01
9 trans-Caffeic acid 6.5+03a 6.4+02a 380+18 3.13+0.06
10 (+)-Catechin 0.24+0.01a 0.24+0.01a 6.2+0.3 0.052 +0.001

TOTAL 769 +3 6.318 £0.149

amg of phenolic compound in precipitate * 100 / 12 mg of precipitate. (NP) Natural Precipitation. All data are expressed as the
average of the three analysis + standard deviation. Different letters indicate the existence of statistically significant differences.

No statistically significant differences were found in tyrosol, vanillic acid,
protocatechuic acid, ferulic acid, trans-caffeic acid or (+)-catechin between the wine before
and after natural protein precipitation. Moreover, gallic acid and shikimic acid decreased 20

and 32% respectively. In contrast, syringic acid and trans-p-coumaric acid increased 25 and
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26% respectively. The changes in the concentration of these compounds may be due to
different reasons. On the one hand, the concentration of these compounds may decrease
because they interact with proteins and therefore they precipitate (Siebert & Lynn, 1998) or
they may transform into other compounds (esterification, glycosilation and oxidation) such as
ethyl gallate, 3- and 4-O-glucosides of gallic acid and ellagic acid (Baderschneider &
Winterhalter, 2001; Lu & Foo, 1999; Tulyathan, Boulton & Singleton, 1989). However, the
concentration of these compounds may be increased by hydrolysis of other compounds such
as esters (trans/cis-coutaric acid, trans-ethyl p-coumarate, glucose ester of trans-p-coumaric
acid) or even glycosides (trans/cis-p-coumaric acid-4-O-glucoside) (Somers, Vérette &
Pocock, 1987; Baderschneider & Winterhalter, 2001). Therefore, the observed changes that
took place during wine protein precipitation are not necessarily directly related to the protein

haze process because they can be produced by any of the other causes mentioned above.
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Figure 2. Identified phenolic compounds in natural precipitate by CG/MS.
(1) Tyrosol; (2) Vanillic acid; (3) Protocatechuic acid; (4) Shikimic acid; (5) Syringic acid;
(6) trans-p-Coumaric acid; (7) Gallic acid; (8) Ferulic acid; (9) trans-Caffeic acid; (10) (+)-Catechin.

Consequently, to determine the composition of the protein precipitate in phenolic
compounds it is necessary to analyze it directly. Figure 2 shows the phenolic compounds
chromatogram obtained by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis in
selected ion monitoring (SIM). All the phenolic compounds detected in the wine were also
presents in the natural protein precipitate. Specifically, tyrosol, trans-p-coumaric acid and
trans-caffeic acid. The most abundant phenolic compounds of the original wine were also the
most abundant in the natural protein precipitate. The rest of the phenolic compounds, vanillic
acid, protocatechuic acid, syringic acid, gallic acid, ferulic acid, (+)-catechin and shikimic
acid were present in minor amounts. According to this data, the total amount of phenolic
compounds represented 6.3% of the dry weight of the natural protein precipitate. In an
earlier study (Esteruelas et al., 2009), we found that the percentage of phenolic compounds
present in a natural precipitate, by the colorimetric method of Folin-Ciocalteu, was 7.2 +

0.4%. Both values are very concordant and confirm that phenolic compounds are a non-
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negligible component of protein precipitate, thus suggesting also that they may play a role in
the appearance of protein haze.
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Figure 3. Identified phenolic compounds in wine after and before natural precipitation by HPLC/ESI-TOF.

(1) Gallic acid; (2) Protocatechuic acid; (3) trans-Caftaric acid; (4) trans-Coutaric acid; (5) (+)-Catechin;(6) Vanillic acid;
(7) trans-Caffeic acid; (8) (-)-Epicatechin; (9) trans-p-Coumaric acid; (10) Ferulic acid; (11) Astilbin; (12) Quercetin;
(13) Ethyl caffeic acid ester; (14) Ethyl p-coumaric acid ester.

Phenolic compounds of the precipitate and wines before and after precipitation were
also analyzed by HPLC/TOF-ESI. Figure 3 shows the extract ion chromatogram of the wine
before and after the natural precipitation. Seven of the nine phenolic compounds detected by
GC/MS, gallic acid, protocatechuic acid, (+)-catechin, vanillic acid, trans-caffeic acid, trans-
p-coumaric acid and ferulic acid were also identified by HPLC/TOF-ESI although somewhat
lower concentrations were obtained. However, tyrosol and shikimic acid were not detected
by HPLC/TOF-ESI and 7 new compounds, trans-caftaric acid, trans-coutaric acid, (-)-
epicatechin, astilbin, quercetin, ethyl caffeic acid ester and ethyl coumaric acid ester, were
identified with this technique. Among them, caffeic and coumaric acid ethyl esters were
clearly the most abundant. Overall, the concentrations of these compounds were within
similar ranges to those previously described in white wines (Villiers, Majek, Lynen, Crouch,
Lauer & Sandra, 2005; Ortega, Lopez-Toledano, Mayen, Merida & Medina, 2003; Zafrilla et
al., 2003; Darias-Martin, Andrés-Lacueva, Diaz-Romero & Lamuela-Raventds, 2008).

No significant differences were detected in most of the phenolic compounds before
natural protein precipitation. Only protocatechuic acid, ferulic acid and astilbin decreased
slightly (18, 14 and 11%, respectively) whereas quercetin and ethyl coumaric acid ester
increased (91 and 13%, respectively). Nevertheless, as stated above, the changes observed

in the wine before and after the protein precipitation are not necessarily directly related to the
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protein haze process because this can be produced by any of the other causes mentioned

previously.

Table 4. Identified phenolic compound in wine before and after natural precipitation and in natural precipitate by HPLC/ESI-TOF.

Identified Compound Wine Before NP (ppm)  Wine After NP (ppm) Natural Precipitate (ug) % (wiw) * NP Bate-Smith (ug) % (wiw) ?
1 Gallic acid 11+01a 11+01a nd nd
2 Protocatechuic acid 0.39+001la 0.32+0.01b nd nd
3 trans-Caftaric acid 0.68+0.02a 0.68 £0.03 a nd nd
4 trans-Coutaric acid 0.33+0.01la 0.31+0.0la nd nd
5  (+)-Catechin 0.16+0.01a 0.14+0.01a nd nd
6 vanillic acid 0.030 +0.001 a 0.031 +0.001 a 2.02+£0.07 0.017 +0.001 9.9+04 0.082 +0.003
7 trans-Caffeic acid 27+0.1la 25+0.1la nd nd
8  (-)-Epicatechin 0.030 + 0.002 a 0.029 +0.002 a nd nd
9 trans-p-Coumaric acid 0.87+0.01a 0.86+0.02a 68 +1 0.57+0.01 nd
10 Ferulic acid 099+0.04a 0.85+0.02b nd nd
11 Astilbin 0.88+0.01a 0.78 £0.02b nd nd
12 Quercetin 0.11+0.0la 0.21+0.01b nd 16+2 0.13 £0.02
13 caffeic acid ethyl ester 52+0.1a 52+0.1a nd nd
14 Coumaric acid ethyl ester 24+01a 27+0.1b 99+6 0.82 +0.05 nd
15 cyanidin nd nd nd 47+2 0.39 +0.02
TOTAL 168+7 1.4+0.1 72+1 0.60 +0.01

a2mg of phenolic compound in precipitate * 100 / 12 mg of precipitate. (NP) Natural Precipitation. All data are expressed as the average of the three
analysis + standard deviation. Different letters indicate the existence of statistically significant differences.
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Figure 4. Identified phenolic compounds in natural precipitate by HPLC/ESI-TOF.
(1) Vanillic acid; (2) trans-p-Coumaric acid; (3) Cyanidin; (4) Quercetin; (5) Ethyl coumaric acid ester.

Figure 4 shows the extract ion chromatogram of the natural precipitate directly and
after applying the Bate-Smith reaction. When the dissolved precipitate was directly injected,
only three peaks were identified, which had already been detected in the wine before
precipitation. Specifically, we identified vanillic acid and trans-p-coumaric acid, which were
also detected in the precipitate by GC/MS, and ethyl coumaric acid ester, which was not
detected by GC/MS. Taken together, these three phenolic compounds accounted for 1.4% of
the dry weight of the pellet. Nevertheless, trans-p-coumaric acid and its ethyl ester were
major while vanillic acid was found in a very small proportion.

When acid hydrolysis (Bate-Smith reaction) was carried out with the natural precipitate,
This

a completely different extract ion chromatogram was obtained (Figure 4).
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chromatogram was cleaner (less background) and allowed us to identify two new peaks of
guercetin and cyanidin, which were present in a relatively low proportion (Table 4). It should
be noted that both flavonoids were not detected when the dissolved natural precipitate was
directly injected. In the case of cyanidin, its appearance after acid applying the Bate-Smith
can be explained by the acid hydrolysis of proanthocyanindins (Bate-Smith, 1954; Ribéreau-
stonnestreet, 1966). This finding confirms that proanthocyanidins were present in the natural
precipitate as it has been described previously (Waters, Peng, Pocock & Williams, 1995).
Some authors have also associated quercetin with a very unusual white wine flavonol haze
(Somers & Ziemelis, 1985). However to our knowledge, nobody to date has described its
presence in the protein haze. The fact that it was not detected before acid hydrolysis was
carried out suggests that quercetin was strongly linked to proteins.

We conclude that phenolic compounds, although they are not easy to identify and
quantify, are actually present in natural protein precipitate in a non-negligible proportion. This
fact suggests that phenolic compounds are probably involved in the mechanism of haze

appearance in white wines.
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1. Compostos fenolics presents en el vi blanc.

Tot seguit es mostren els compostos fenolics que es van cercar en el cromatograma
obtingut mitjancant I'analisi del precipitat i del vi abans | després de precipitar per
HPLC/ESI-TOF. La major part d’aquests compostos fenolics estan descrits en el review de
Monagas i col. (2005). Tal i com es descriu en 'Annex 1, per tal de detectar la presencia en
el precipitat d’aquests compostos es van extreure els ions [M+H]" amb la corresponent
massa isotopica. La massa isotopica de la resta de ions ([M+Na]’, [M+K]*, [M+NH,]")
s'utilitza per tal de corroborar la presencia del compost, ja que la técnica de HPLC/ESI-TOF

utilitzada ens dona espectres amb una fragmentacioé molt baixa.

M [M+H]" [M+Na]®™ [M+K]" [M+NH,]"

Gallic Acid C7H605 170.022 171.029 193.011 208.985 188.056
Gallic Acid Ethyl Ester C9H1005 198.053 199.061 221.043 237.017 216.087
Protocatechuic Acid C7H604 154.027 155.034 177.016 192.990 172.061
Protocatechuic Acid Methyl Ester C8H804 168.042 169.050 191.032 207.006 186.077
Protocatechuic Acid Ethyl Ester C9H1004 182.058 183.066 205.048 221.022 200.092
Vanillic Acid C8H804 168.042 169.050 191.032 207.006 186.077
Vanillic Acid Methyl Ester C10H1204 196.074 197.081 219.063 235.037 214.108
Vanillic Acid Ethyl Ester C9H1004 182.058 183.066 205.048 221.022 200.092
Vanillic Acid Glucose Ester C14H1809 330.095 331.103 353.085 369.059 348.129
p-Hydroxybenzoic Acid C7H603 138.032 139.040 161.021 176.995 156.066
p-Hydroxybenzoic Acid Ethyl Ester C9H1003 166.063 167.071 189.053 205.027 184.097
Syringic Acid C9H1005 198.053 199.061 221.043 237.017 216.087
Gentisic Acid C7H604 154.027 155.034 177.016 192.990 172.061
trans-Caffeic Acid C9H804 180.042 181.050 203.032 219.006 198.077
trans-Caffeic Acid-O-Glucoside C15H1809 342.095 343.103 365.085 381.059 360.129
trans-Caffeic Acid Ethyl Ester C11H1204 208.074 209.081 231.063 247.037 226.108
trans/cis-Caffeoyltartaric Acid (Caftaric Acid) C13H1209 312.048 313.056 335.038 351.012 330.083
trans-Ethyl Caffeoyltartrate C14H1409 326.064 327.072 349.054 365.027 344.098
trans-Diethyl Caffeoyltartrate C15H1609 340.079 341.087 363.069 379.043 358.114
2-S-Glutathionylcaftaric Acid C19H23N3010S 485.110 486.118 508.100 524.074 503.145
2-S-Cysteinylcaffeic Acid C12H13NO6S 299.046 300.054 322.036 338.010 317.081
di-2,5-S-Cysteinylcaffeic Acid C15H18N208S2 418.050 419.058 441.040 457.014 436.085
trans/cis-p-Coumaric Acid C9H803 164.047 165.055 187.037 203.011 182.082
trans/cis-p-Coumaric Acid-O-Glucoside C15H1808 326.100 327.108 349.090 365.064 344.135
tans-p-Coumaric Acid Ethyl Ester C11H1203 192.079 193.086 215.068 231.042 210.113
trans/cis-p-Cumaroyltartaric Acid (Cutaric Acid) C13H1208 296.053 297.061 319.043 335.017 314.088
trans-Ferulic acid C10H1004 194.058 195.066 217.048 233.022 212.092
trans/cis-Ferulic Acid-4-O-Glucoside C16H2009 356.111 357.119 379.101 395.074 374.145
trans/cis-Feruloyltartaric Acid (Fertaric Acid) C14H1409 326.064 327.072 349.054 365.027 344.098
Sinapic Acid C11H1205 224.068 225.076 247.058 263.032 242.103
Sinapic Acid-O-Glucoside C17H22010 386.121 387.129 409.111 425.085 404.156
Apigenin C15H1005 270.053 271.061 293.043 309.017 288.087
Apigenin-7-O-Glucoside C21H20010 432.106 433.113 455.095 471.069 450.140
Luteolin C15H1006 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082
Luteolin-7-O-Glucoside C21H20011 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135
Myrecetin C15H1008 318.038 319.045 341.027 357.001 336.072
Myrecetin-3-O-Glucoside C21H20013 480.090 481.098 503.080 519.054 498.125
Myrecetin-3-O-Glucoronide C21H18014 494.070 495.077 517.059 533.033 512.104
Quercetin C15H1007 302.043 303.050 325.032 341.006 320.077
Quercetin-3-O-Glucoside (Isoquecitrin) C21H20012 464.096 465.103 487.085 503.059 482.130
Quercetin-3-O-Gucoronide C21H18013 478.075 479.083 501.065 517.038 496.109
Quercetin-3-O-Rhamnoside (Quercetrin) C21H20011 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135
Quercetin-3-O-Rutinoside (Rutin) C27H30016 610.153 611.161 633.143 649.117 628.188
kaempferol C15H1006 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082
kaempferol-3-O-Glucoside C21H20011 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135
Kaempferol-3-O-Glucoronide C21H18012 462.080 463.088 485.070 501.044 480.114
Isorhamnetin C16H1207 316.058 317.066 339.048 355.022 334.093
Isorhamnetin-3-O-Glucoside C22H22012 478.111 479.119 501.101 517.075 496.146
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M [M+H]"  [M+Na]® [M+K]® [M+NH,]"
2,3-Dihydroquercetin (Taxifolin) C15H1207 304.058 305.066 327.048 343.022 322.093
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Rhamnoside (Astilbin) C21H22011 450.116 451.124 473.106 489.080 468.151
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Glucoside C21H22012 466.111 467.119 489.101 505.075 484.146
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Xyloside C20H20011 436.101 437.108 459.090 475.064 454.135
2,3-Dihydrokaempfeol C15H1206 288.063 289.071 311.053 327.027 306.098
2,3-Dihydrokaempferol-3-O-Rhamnoside (Engeletin) C21H22010 434.121 435.129 457.111 473.085 452.156
2,3-Dihydrokaempferol-3-O-Glucoside C21H22011 450.116 451.124 473.106 489.080 468.151
Fisetin C15H1006 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082
Galangin C15H1005 270.053 271.061 293.043 309.017 288.087
Morin C15H1007 302.043 303.050 325.032 341.006 320.077
Kaempferide C16H1206 300.063 301.071 323.053 339.027 318.098
Hyperoside C21H20012 464.095 465.103 487.085 503.059 482.130
(+)-Catechin / (-)-Epicatechin C15H1406 290.079 291.087 313.069 329.043 308.113
(-)-Epigallocatechin / (+)-Gallocatechin C15H1407 306.074 307.082 329.064 345.038 324.108
(+)-Catechin-3-O-Gallate / (-)-Epicatechin-3-O-Gallate C22H18010 442.090 443.098 465.080 481.054 460.124
Procyanidin B1/B2/B3/B4 C30H26012 578.142 579.150 601.132 617.106 596.177
Procyanidin B1/B2/B3/B4 Gallate C37H30016 730.153 731.161 753.143 769.117 748.188
Procyanidin B1/B2/B3/B4 di-Gallate C44H34020 882.164 883.172 905.154 921.128 900.199
Procyanidin Trimer C45H38018 866.206 867.214 889.196 905.170 884.240
Procyanidin Trimer Gallate C52H42022  1018.217 1019.225 1041.207 1057.180 1036.251
Procyanidin Trimer di-Gallate C59H46026  1170.228 1171.236 1193.218 1209.191 1188.262
Procyanidin Trimer tri-Gallate C66H50030  1322.239 1323.247 1345.228 1361.202 1340.273
Ellagic Acid C14H6C8 302.006 303.014 324.996 340.970 320.041
Ellagic Acid Glucosa C20H16013 464.059 465.067 487.049 503.023 482.093
Resveratrol C14H1203 228.079 229.086 251.068 267.042 246.113
trans-Resveratrol-3-O-Glucoside (Piceid / Polydatin) C20H2208 390.131 391.139 413.121 429.095 408.166
Tyrosol C8H1002 138.068 139.076 161.058 177.032 156.102
Hydroxytyrosol C8H1003 154.063 155.071 177.053 193.027 172.097
Cyanidin C15H1106 287.056 288.063 310.045 326.019 305.090
Delphinidin C15H1107 303.050 304.058 326.040 342.014 321.085

2. Espectres HPLC/ESI-TOF dels compostos fenolics presents en el vi blanc.

En la identificaci6 dels compostos fenolics presents en el vi blanc de la varietat
Sauvignon Blanc mitjangant la técnica HPLC/ESI-TOF s’han obtingut els espectres de
masses que es mostren a continuacio.

Els espectres s’han extret del cromatograma deconvolucionat, quan el soroll de fons
és elevat no s’extrauen tots els ions isotopics corresponents a I'ié protonat, i ens déna errors
elevats o bé puntuacions baixes (Score). Aix0 també passa com és d’esperar en els casos
en que el compost fenolic presenta una concentracié baixa ja que la tecnica HPLC/ESI-TOF
té uns nivells de sensibilitat baixos.

Aquesta tecnica ens dona la massa isotopica del compost amb una elevada precisi6,
guatre decimals, i només accepta un error en el segon decimal. En la majoria dels casos
s'observa una baixa fragmentacié del compost, com a molt un parell de pérdues, aquestes
es mostren en la molecula i en el corresponent espectre de masses.

En cas de disposar de patrd, primer es mostra I'espectre de masses obtingut
corresponent a aquest i despres el del compost fenolic identificat en el vi blanc. A partir de la
massa de cada i0 de I'espectre es pot obtenir la seva formula molecular. En alguns casos es
mostren dos espectres, el del compost identificat i el del compost amb la pérdua respectiva,

tot i estar en dos espectres diferents aquests ions estan presents en el mateix pic.
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a) L'acid Gal-lic.

L'espectre de masses del patré6 mostra una fragmentacié per perdua d’aigua, aquesta

pérdua pot provindre de I'hidroxil de I'acid carboxilic o bé dels hidroxils de I'anell aromatic.

També s’observa els ions amb amoni i sodi, a més de I'i6 protonat.

En I'espectre de masses de la mostra només es mostra I'i6 protonat, per aixo I'error

gue ens ddna el programa €s una mica alt (7.64 ppm), tot i que la puntuaci6 és alta (71.75)

ja que la massa isotopica dels ions protonats (el del patr6 i el de la mostra), només varia en

el quart decimal. Amb un sol i6 en I'espectre de la mostra no podem confirmar la preséncia

de I'acid gal-lic, pero el patr6 d’acid gal-lic ens confirma el temps de retencio.

104 [Cpd 75: 07 H6 05: +ESI MFE Spectrum (13,439-14,337 min) Frag=150,0V ME280709F d
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b) L’acid Protocatechuic.
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En l'espectre de masses del patr6 s’observa una pérdua d’aigua, aquesta pot

provindre de I'hidroxil de I'acid carboxilic o bé dels hidroxils de I'anell aromatic. També

s'observa I'ié6 amb sodi, a més de I'ié protonat que és el majoritari.

104 [+ESIMFE Spectrum (19.122.19,694 min) Frag=150,0v ME280709F d
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Observem la pérdua d'aigua també en I'espectre de la mostra, la massa isotopica

d'aquest i6 només difereix en I'Gltim decimal respecte la del patr6. La massa isotopica de I'io

protonat és exactament igual, I'error en la assignacié és acceptable (<5 ppm) i la puntuacio
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molt bona (80.91). No obtenim cap altre i6 que ens corrobori la preséncia d’aquest compost
en la mostra. El patré ens confirma el temps de retenci6, i aixi la presencia de I'acid

protocatechuic.

c) La (+)-Catequina.

No s’observa cap fragmentacio ni en I'espectre de masses del patré ni en el de la
mostra. L’espectre de masses de la mostra només conté I'ié protonat, en el del patré podem
observar també els ions amb sodi i potassi. L’error és acceptable (< 5 ppm) i la puntuacio és
bastant elevada (77.69). La massa isotopica dels ions protonats en aquest cas varia en el

tercer decimal. Cal confirmar el temps de retencié amb el patro, per tal de corroborar la

preséncia de catequina a la mostra ja que només disposem de I'i0 protonat.

%10 4 |Cpd 180: C15 H14 06: +ESI MFE Spectrum (25.605-26.225 min) Frag=150.0V ME280709F d x104 |Cpd 4311: C15 H14 0B: +ES| MFE Spectrum (25,758.26.248 min) Frag=150,0V ME280709) d
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d) L’acid vainillic.
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L'espectre de masses de la mostra i del patr6 homés mostren I'ié protonat. L’error és

forca elevat (9.77 ppm) i la puntuacié és bastant elevada (70.88). La massa isotopica dels

ions protonats varia en el tercer decimal. Cal confirmar el temps de retencié amb el patré

per tal de corroborar la presencia de I'acid vainillic a la mostra.
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e) La quercitina.

En I'espectre de masses del patré s'observa I'ié protonat i els ions amb sodi i I'adducte
amb potassi, no s’observa cap pérdua. L'i6 protonat del patr6 i de la mostra només difereix
en el quart decimal, per aquest motiu I'error és molt baix (2.82 ppm) i la puntuaci6 esta forca
bé (74.67). No s'observa cap pérdua en la mostra i tampoc cap i6 complementari. El patro

de quercitina ens confirma el temps de retencié del compost en la mostra, i aixi la seva

preséencia.
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f) L’acid cis/trans-Caffeic.

En tots dos espectres de masses es pot observar I'ié protonat i I'ié corresponent a la
pérdua d’aigua, ambdds ions només difereixen en el quart decimal. La perdua d’aigua
correspon a la fragmentacié dels hidroxils de I'anell aromatic o bé a I'hidroxil de I'acid
carboxilic. L’error és acceptable (= 5 ppm) i la puntuacio és molt elevada (94.81). L’espectre

del patré i el de la mostra son molt semblants, ja que estan dins del mateix rang de
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concentracio. El patré ens confirma el temps de retencio.
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L’espectre de masses de la mostra correspon a l'acid trans-caffeic, per comparacio

amb el del cis-caffeic que es mostra a continuacid. La massa isotopica de I'ié protonat i del
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corresponent a la pérdua d'aigua son iguals

x104 |Ged 210: C8 HB 04: +ES| MFE Spectrum (29.965-30.683 min) Frag=150.0v ME280709F d

: T en el ambdés isomers, ja que tots dos
. 163.0379  (M+H)'[H,O] presenten la mateixa formula molecular, ara
-, 164.0412 (M+H)+[-HZO]

i 165.0478 (MH)TH,O] bé [Il'abundancia relativa dambdds ions
s 1810479 (M+H)"
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; trans presenta una abundancia del 50.2%
. | respecte li6 protonat, mentre que per a
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e I'isomer en cis és del 64.3%. L’acid caffeic de
la mostra és I'isomer trans ja que I'abundancia relativa de 'i6 amb pérdua d'aigua és del
48.5%. A més també podem observar que l'isomer en cis té un temps de retenci6 diferent a

I'i'somer en trans.

g) L'acid cis/trans-p-Cumaric.

Podem observar tan I'ié protonat com el de pérdua d'aigua, en tots dos espectres,
també tenim I'i6 amb sodi. La pérdua d’aigua provindra de I'hidroxil de I'acid carboxilic o bé
del de I'anell aromatic. L'error és molt baix (1.83 ppm) i la puntuacié elevada (85.26). En
aguest cas si no tinguéssim patrd, no passaria res, ja que amb tres ions es pot casi
confirmar la presencia d'un determinat compost, evidentment sempre é€s millor confirmar el

temps de retencio de la mostra amb el del patr6
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Igual com passava amb els isomers de I'acid caffeic, tot hi que els ions dels espectres
de masses dels isomers de I'acid p-cumaric tinguin la mateixa massa isotopica, es poden
distingir per 'abundancia relativa dels seus pics. L’abundancia relativa de I'i6 corresponent a
la pérdua d’aigua en el trans-p-cumaric és del 43.5%, mentre que per al cis-p-cumaric és del
55.7%. Ambdos isomers també difereixen en el temps de retencio, ja que 'isomer trans és

lleugerament més polar i per aixo elueix abans.
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03 [0 G750 S 33855 3 i e R L’abundancia relativa del i6 amb pérdua
. d’aigua de la mostra és de 39.2 %.
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h) L’acid ferdlic.

L’'espectre de masses del patr6 mostra I'i6 protonat, I'i6 corresponent a la perdua
d’aigua que prové de I'hidroxil de I'acid carboxilic o bé de I'anell aromatic, i els ions amb sodi
i amb potassi. Només observem ['i6 protonat en I'espectre de la mostra, aquest i6 només
difereix en el quart decimal respecte la massa isotopica de I'i6 protonat del patrd. L'error és
acceptable ( < 5 ppm) i la puntuacié elevada (80.86); tot i aixi com que només tenim ['i6

protonat en I'espectre de la mostra ,ens cal confirmar el temps de retencié amb el del patroé.
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i) La (-)-Epicatequina.

No s’observa cap i6 corresponent a possibles perdues ni en I'espectre de masses del
patré ni en el de la mostra. En la mostra només observem l'i6 protonat, mentre que en el
patr6é també s’observa I'i6 amb sodi i el corresponent adducte. L’error és baix (3.76) ja que
la massa isotopica de I'i6 protonat difereix en el quart decimal. Ara bé, la puntuacio és baixa
(67.2), el compost en la mostra hi esta present a molt baixa concentracio. El patré ens

confirma el temps de retencio de la (-)-epicatequina i aixi la seva presencia en el vi.
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En l'espectre de la mostra de I'acid trans-caftaric s’observa I'id protonat amb una

abundancia relativa del 35.6%, ja que I'id majoritari és el d’amoni. Podem observar que és

un espectre de masses molt complert. Per una banda, tenim els ions amb sodi, amoni i

potassi, també hi ha I'i6 corresponent a la pérdua d’aigua que pot provindre dels hidroxils de

'anell aromatic. Per altra banda s’observa I'i6 corresponent a la pérdua del tartaric, aquest

i0 difereix en el tercer decimal respecte a la massa isotopica de I'i6 corresponent a la perdua

d’aigua per part de 'acid caffeic (163.0379). Aquests sis ions ens confirmen la presencia de

I'acid trans-caftaric a la mostra. Encara que a I'espectre de masses no s’observa, també es

poden veure els ions dels adductes amb sodi i amb potassi. L'error en I'assignacié d’aquests

ions a la formula molecular de I'acid caftaric és de
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k) L’acid trans-cutaric.

En I'espectre de la mostra de I'acid trans-cutaric també s’observa, igual com passava
amb I'acid caftaric, que I'i6 protonat no és el majoritari, presenta una abundancia relativa del
4.6%, és un i6 molt minoritari, I'id majoritari és el d’'amoni. S’observen els ions amb sodi,
amoni i potassi. Per altra banda s’observa I'id corresponent a la pérdua del tartaric, aquest
i0 difereix en el quart decimal respecte a la massa isotopica de I'i6 corresponent a la perdua
d’'aigua per part de I'acid p-cumaric (147.0427). Encara que a l'espectre de masses no
s’observa, també es pot veure 'i6 de I'adducte amb sodi. L'error és de 5.00 ppm i la
puntuacio de 90.8, a més tenim sis ions que ens permeten identificar aquest compost com

I’acid cutaric.
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147.0429 (M+H)[-tartaric] ~ 319.0407 (M+Na)"
148.0469 (M+H)[-tartaric]  320.0440 (M+Na)"

297.0605 (M+H)" 335.0156  (M+K)"
298.0670 (M+H)" 336.0190 (M+K)"
314.0856 (M+NH,)* 337.0169 (M+K)"
315.0892 (M+NH,)* 615.0926 (2M+Na)"

316.0962 (M+NH,)*

[) L’éster etilic de I'acid cafeic.

L'espectre de masses de la mostra presenta I'ié protonat que en aquest cas és el
majoritari, I'id amb sodi i també es detecta I'adducte amb sodi. Es pot observar I'ié molecular
corresponent a la pérdua d’etanol, i amb una abundancia molt més petita I'id molecular de la
péerdua de l'etil. La massa de I'id6 corresponent a la perdua d’etil, amb la formula molecular
de I'acid cafeic, difereix en el quart decimal respecte al patr6é (181.0483). La massa de ['i6
corresponent a la perdua d’etanol, difereix al tercer decimal si es compara amb la massa de
I'i6 per pérdua d'aigua del patr6 de l'acid cafeic (163.0379). L'error és de 5.23 ppm i la
puntuacié de 91.60. Tot i no tenir el patré de I'éster etilic de I'acid cafeic podem identificar-lo

a la mostra ja que tenim cinc ions que en confirmen la seva presencia.
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m) L’ester etilic de I'acid p-cumaric.

L'espectre de masses d’aquest compost segueix el mateix patré que el de I'ester etilic
de I'acid cafeic. S’observa I'ié molecular juntament amb I'ié de sodi i I'adducte pertinent. A
més s'observa I'i6 corresponent a la perdua d'etanol, la massa isotopica del qual és
exactament igual a la de l'i0 corresponent a la pérdua daigua de l'acid p-cumaric
(147.0427). També s'observa I'i6 que es forma per pérdua d'etil, aquest té la mateixa
formula molecular que I'acid p-cumaric i la seva massa isotopica difereix en el quart decimal
respecte la del patr6. (165.0533). Tenim cinc ions que ens indiquen la presencia de I'éster
etilic de I'acid p-cumaric en la mostra, tot i no tenir patré per confirmar el temps de retencio.

L’error és acceptable (5.27 ppm) i la puntuacio de 80.2.
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En l'espectre de masses de la mostra podem observar I'ié protonat, el sodiat i el
corresponent adducte, i I'i6 amb potassi. També es detecta I'il6 molecular corresponent a

l'aglicona, la dihidroquercitina sense la ramnosa. L'error és de 4.12 ppm i la puntuacié de

156



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CARACTERITZACIO QUIMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC
Mireia Esteruelas Coma
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010
Capitol 3: Estudi sobre els compostos fenolics presents en el precipitat natural.

86.2. Tot i no disposar de patr6 per confirmar la preséncia de I'astilbina a la mostra, tenim

cinc ions que ens permeten corroborar-la.
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Conclusions

Leon Roulette, Wine Country Afternoon.
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Conclusions

1. El precipitat responsable de I'enterboliment proteic espontani d’un vi blanc de la varietat
Sauvignon Blanc, conté només un 10 % de proteina referit al seu pes sec. A més a més,
conté quantitats importants de polisacarids, el 4,5 %, i de compostos fendlics, el 7 %. La
resta del precipitat probablement esta format per matéria no col-loidal com les sals de

I'acid tartaric.

2. L'analisi directe per SDS-PAGE del precipitat espontani, dona lloc a electroferogrames
molt poc definits que poden infravalorar la proteina present. El tractament previ
mitjangcant FPLC d’exclusido molecular, permet obtenir bandes més intenses i millor
definides, probablement degut a que s’eliminen substancies que interfereixen tant en la

migracio com en les tincions.

3. L'analisi per FPLC d’exclusié molecular del precipitat natural, dona lloc a tres fraccions.
El seu analisi posterior per SDS-PAGE, mostra que la fraccio d’alta massa molecular
(F1+F,) esta formada principalment per polisacarids, mentre que la fraccid de baixa
massa molecular (F3) conté les proteines inestables. La fraccié de massa molecular més

petita (F4), conté majoritariament els compostos fendlics.

4. L'analisi per SDS-PAGE ha permés determinar que les proteines majoritaries presents
en el precipitat natural, tenen una massa molecular entre 18 i 26 KDa. Altres proteines
presents en menor proporcié presenten masses moleculars de 14, 41, 53 i 69 KDa.
L'analisi per isoelectroenfoc ha permeées determinar que totes elles tenen punts

isoeléectrics baixos, que oscil-len entre 4.2 i 5.0.

5. Malgrat que I'analisi de les bandes electroforétiques mitjancant MALDI-TOF/TOF no ha
permés identificar algunes de les bandes, s’ha identificat la preséncia de la VVTLL1 (Vitis
vinifera Thaumatin-like protein), la B-1,3-glucanase i el Ripening-Related Protein Grip22

Precursor.

6. L’aplicaci6 dels diferents tests d’estabilitat per determinar la dosi necessaria de
bentonita a un mateix vi dona lloc a resultats heterogenis. Aixi el Bentotest i
especialment el test de I'etanol aconsellen dosis més altes i el test del sulfat amonic més
baixes que la resta de tests, lo que genera un elevat grau d’incertesa. A més, tots els
tests d’estabilitat generen molta més quantitat de precipitat que el procés espontani amb

continguts de proteina, compostos fendlics i polisacarids més alts.
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7.

10.

Conclusions

Tots els precipitats forcats, excepte el test del calor lent, originen una banda entre 18 i
21 KDa que correspon a la massa molecular de les Thaumatin-like Protein, que és
d'acord amb els nostres resultats i els descrits a la bibliografia la principal proteina
responsable de I'enterboliment. Per aixo, el test del calor lent hauria d’ésser desestimat.
D’altre banda el test de I'etanol, també hauria de desestimar-se ja que origina una

precipitacié massiva de polisacarids.

Tots els precipitats forcats, presenten moltes més bandes que el precipitat natural, el
que sembla indicar que precipiten moltes de les proteines presents en el vi. Tot i aixo, el
test del calor rapid, es el que produeix un perfil electroforetic més semblant al del

precipitat espontani, per la qual cosa sembla ésser el més aconsellable.

L’analisi per CG-MS i HPLC/ESI-TOF ha permes identificar un total de 13 compostos
fendlics diferents. Especificament per CG-MS, s’han identificat tirosol, catequina i els
acids p-cumaric, cafeic, vanillic, protocatechuic, syringic, gallic ferulic i shikimic. L’analisi
directe per HPLC/ESI-TOF ha permés incloure també I'éster etilic de I'acid p-cumaric i
guan s’aplica una hidrolisi acida, la reaccié de Bate-Smith, s’han detectat també la
guercitina i la cianidina. La presencia d'aquest darrer compost indica la preséncia de

proantocianidines en el precipitat natural.

El percentatge de compostos fenolics presents en el precipitat natural, tot i que varia
segons la metodologia aplicada en el seu analisi, sembla ésser de I'ordre del 6-7 % del
seu pes sec. La seva preséncia en guantitats semblants a les de proteina (10 %) i la
seva marcada afinitat per lligar-se a les proteines, suggereix que els compostos fenolics
estiguin implicats en el mecanisme desencadenant de I'enterboliment proteic espontani

en vins blancs.
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Annex 1: Materials i Metodes

1)Preparacid de la mostra.
2)Analisi quimica del precipitat natural.
a)Determinacié de proteines: micro-meétode de Bradford.
b)Determinacié de polifenols: micro-meétode de Folin-Ciocalteau.
c)Determinacié de polisacarids: metode del fenol-sulfuric.
3)Analisi elemental organica.
4)Cromatografia liquida de proteines: FPLC.
a)Preparacio de la mostra: dialisis i liofilitzacid.
b)Cromatografia d’exclusié molecular.
c)Cromatografia d'intercanvi cationic.
5)Electroforesis en gel.
a)Electroforesis en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE.
b)Electroforesis en condicions no desnaturalitzants: Native-PAGE.
¢)lsoelectroenfoc.
6)Tincions.
a)Tincié amb plata.
b)Tincié amb Coomassie Blue.
¢)Tincié amb Periddic Acid Schiff (PAS).
7)Espectrometria de masses: MALDI-TOF/TOF.
8)Proves d'estabilitat en vins blancs.
9)Seleccié de la dosi de bentonita necessaria per estabilitzar el vi blanc.
10)Extraccié en fase solida dels compostos fenolics del vi i del precipitat.
11)Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses: CG/MS.
a)Derivatitzacié de la mostra
b)CG/MS
12)HPLC/ESI-TOF.
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1) Preparacio de la mostra.

Tots els experiments s’han realitzat amb vi obtingut a partir de la varietat Sauvignon Blanc
elaborat al celler experimental Mas dels Frares I'any 2006. Aquest vi no es va estabilitzar front les
proteines per poder aixi estudiar el precipitat proteic obtingut per precipitacié natural. El vi inestable
es centrifuga durant 10 min a 12.000 g i es filtra (0.45 pm), seguidament s’embotella (0.375 L) i es
deixa a temperatura ambient (= 25 °C). Es guarda el vi inestable que no s’embotella a la cambra
freda (= 6 °C) per posteriors analisi. Aproximadament una setmana després de I'embotellat s'’observa
la preséncia de precipitat, tot i aixi aquest precipitat s'analitza un mes després de I'embotellat. Per
I'obtencid del precipitat, les ampolles s’agiten vigorosament i el vi es centrifuga durant 10 min a
12.000 g. El precipitat obtingut es dissol directament amb 2 mL de fosfat disodic 50 mM (pH 9.23). El
sobrenedant, vi després de la precipitacié natural, es guarda a la cambra freda (= 6 °C) per als

posteriors analisi.

2) Analisi quimica del precipitat natural.

a) Determinacio de proteines: micro-metode de Bradford.

La determinacié del contingut en proteina es va realitzar mitjancant el micro-metode de
Bradford (Bradford, 1976). El reactiu de Bradford es guarda a la nevera, i per a I'assaig es necessari
temperar-lo abans de procedir a la determinacid6 proteica. Directament a la cubeta
espectrofotométrica s’hi afegeix 1 mL del reactiu de Bradford i 0.1 mL de mostra. La barreja s'agita
fins aconseguir una solucié homogenia i es deixa a temperatura ambiental durant 30 min (com a
maxim es pot deixar 60 minuts).

Aquest analisi es basa en la formacié d'un complex entre el Coomassie Blau (reactiu de
Bradford) i les proteines en solucio, tal i com es mostra al dibuix de sota, aquest complex format
presenta un maxim d'absorcié entre 465 i 595 nm, es mesura I'absorbancia a 595 nm. S'observa un
canvi de coloracié de marr6 (color del reactiu de Bradford) a blau (complex format entre el reactiu de
Bradford i la proteina).

Per a la seva quantificacio es realitza una recta patr6 amb BSA que es mostra a continuacio.
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b) Determinacio de polifenols: micro-métode de Folin-Ciocalteau.

La determinacié de polifenols es va realitzar mitjancant el micro-métode de Folin-Ciocalteau
(Singleton, Orthofer i Lamuela-Raventds,1999). El reactiu de Folin-Ciocalteau es guarda a la nevera, i
per a l'assaig es necessari temperar-lo abans de procedir a la determinacié de polifenols.
Directament a la cubeta espectrofotomeétrica s’hi posa 790 pl d’'aigua MilliQ, s’hi afegeix 10 pl de
mostra i 50 pl del reactiu Folin-Ciocalteau. La barreja s’agita fins aconseguir una soluciéo homogeénia i
es deixa a temperatura ambiental durant 10 min. Tot seguit s'afegeix 150 pl de carbonat de sodi al
20% (p/v) i es vortexa fins aconseguir una soluci6 homogenia. Es deixa durant 2 h a temperatura
ambient i es llegeix l'absorbancia a 765 nm.

El reactiu de Folin-Ciocalteau consisteix en una solucié d'acid fosfotiingstic i fosfomolibdic,

aquests acids es redueixen per oxidacio dels o5 Y= 0.0012x - 0096

R? = 0.9943

polifenols de la mostra a oOxid de tungste i de

0.4
molibde respectivament. Aquests Oxids presenten un c

o , - , < 0.3 |
maxim d’'absorbancia a 765 nm, essent I'augment 8

, N . . 2 02
d’absorbancia directament proporcional a la |2

concentracié de polifenols present a la mostra. 017

S’observa un canvi de coloracié de groc (reactiu de 0.0 w w w w w w w w
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Folin-Ciocalteau) a blau turquesa (0xids de tungsté i mafl acid galic

de molibde).

Per a la seva quantificacié es realitza una recta patr6 amb acid gal-lic que es mostra a

continuacio.

¢) Determinacio de polisacarids: métode del fenol-sulfaric.

La determinacié de polisacarids es va realitzar pel métode del fenol-sulfiric (Segarra, Lao,
Lépez-Tamames i De la Torre-Boronat, 1995). Directament a la cubeta espectrofotometrica s’hi posa
1 mL d’acid sulftric, s’hi afegeix 0.1 mL de mostra i s'agita vigorosament amb el vortex. Tot seguit
s’hi afegeix 0.1 mL de la solucié de fenol 18% (p/v) en etanol. Es torna a agitar vigorosament la
mostra amb el vortex i es deixa durant 30 min a temperatura ambient. Tot seguit es mesura
'absorbancia a 485 nm.

En medi acid fort els polisacarids presents a la mostra s’hidrolitzen donant lloc als respectius
monosacarids, els quals en medi acid es deshidraten donant lloc a les formes furfural i

hidroximetilfurfural. Aquests reaccionen amb el

fenol i s'obté un hemiacetal acolorat que 107 y:oggzjg.éséooss

absorbeix a 485 nm, essent [laugment | _°°

d’absorbancia directament proporcional a la 50'6’

concentracié de hexoses i pentoses present a la g ZZ

mostra. S’observa un canvi de coloracié de 0:0 | | | | | | |
transparent a taronja—marr6. Per a la seva 0 50 100 150 200 250 300 350
guantificacio es realitza una recta patr6 amb Mo/ glucosa

glucosa que es mostra a continuacio.
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3) Analisi elemental organica.

L'analisi elemental és una técnica que ens proporciona el contingut total de carboni, hidrogen,
nitrogen i sofre present en un ampli rang de mostres de naturalesa organica i inorganica, tant solides
com liquides. La técnica esta basada en la completa i instantania oxidacié de la mostra, mitjancant
una combustié amb oxigen pur a una temperatura aproximada de 1.020 °C. Els diversos productes
de combustio, CO,, H,O i N,, sén transportats mitjancant el gas portador (Heli) a través d'un tub de
reduccié i, després, selectivament separats en columnes especifiques, per a ser després
desadsorbits térmicament. Finalment, els gasos passen de forma separada per un detector de
conductivitat térmica, aquest ens proporciona un senyal proporcional a la concentracié de cadascun
dels components individuals de la barreja.

El precipitat obtingut després de la centrifugacio del vi inestable, es liofilitza i es realitza I'analisi
elemental mitjancant un analitzador elemental organic, proveit amb un cromatograf de gasos i un
detector de conductivitat termic (Thermo Quest 1108, Carlo Erba, Mila, Italia). Els resultats obtinguts
es representen com a mg de C, N, H o S per mg de precipitat. Per conéixer els mg de precipitat, es
pesa I'eppendorf buit i amb el precipitat liofilitzat, la diferéncia de pesada ens dona els mg de

precipitat.

4) Cromatografia liquida de proteines: FPLC.

La separacié de proteines per cromatografia liquida s’ha realitzat amb I'equip Smart System
equipat amb un detector p-peak (Pharmacia Biotech). Consisteix en dues bombes (de pressié
maxima 2.5 MPa) que permeten treballar en mode isocratic o en gradient, una cambra de barreja, un
injector automatic de volum variable, un suport mobil per a la columna, una cel-la de detecci6, un
conductimetre i un col-lector de fraccions. Esta dotat d’'un sistema de control de temperatura que
permet treballar a qualsevol temperatura compresa entre 4 T i la temperatura ambient. En el nostre
cas s’ha escollit una temperatura de separacié de 20 C. El detector és per a UV-visible, amb un rang
de longituds d’ona que va de 190 a 600 nm, i esta connectat a la cel-la de mesura mitjancant un
cable de fibra optica, es poden llegir tres longituds d’ona a la vegada. Les longituds d’ona que s’han
seleccionat han estat 280 i 320 nm. Les dades es recullen en un ordinador, juntament amb els valors

de conductivitat, temperatura, pressié de treball i flux de cada bomba.

a) Preparaci6 de la mostra: dialisis i liofilitzacio.
El vi conté una baixa concentracié en proteina, per aixo ’

les mostres de vi abans i després de la precipitacié natural
. . . o Dialysis bag
se’ls ha aplicat el seguent tractament previ a l'analisi per

cromatografia liquida(Canals et al., 1998). Concentrated |

solution

En el cas del precipitat no ha estat necessari realitzar
Buffer— |

aquest tractament de la mostra per l'analisi per exclusio

molecular, pel contrari, s’ha aplicat la técnica de la dialisis per

poder eliminar les sals de fosfat abans de realitzar I'analisi per Atstartof dialysis At equilibtium

intercanvi cationic.
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La dialisis permet eliminar les substancies presents en el vi amb una massa molecular inferior
a 3.5 KDa, com sén l'etanol, els sucres, el glicerol, alguns péptids i aminoacids, certs polifenols i
oligosacarids entre d'altres, mentre que els col-loides, polisacarids i proteines, quedaran retinguts
dintre del sac de dialisis. La dialisi és un tecnica de separacié de la mostra amb finalitat sobretot
preparativa.

El vi es centrifuga a 6.000 g, durant 6 min, a una temperatura de 4 . S’omplen tres sacs de
dialisi amb 30 mL de vi i se sotmeten a dialisi (72 h, 4 ) front a aigua MilliQ, que es va renovant
regularment. Per a la dialisi s’utilitzen sacs de membrana de cel-lulosa (Sigma) amb un tall de massa
molecular de 3.5 kDa.

Després de la dialisis ens cal concentrar la mostra i per aixo utilitzarem la técnica de la
liofilitzacié. El contingut dels sacs de dialisis es buida en una placa petri i es liofilitza (Christ-Alpha 1-
4, Braun Biotech). Per poder treballar més comodament, es dissol el liofilitzat en 1.5 mL d'aigua
destil-lada, es posa en un eppendorf i es torna a liofilitzar. Les mostres es guarden a —20 T fins el

moment d’analitzar-les.

b) Cromatografia d’exclusié molecular.

Les molécules se separen en diferents

. .z i ooy Ty Carbohydrat
fraccions, en funci6 de la seva massa ( - Gem)  poiymer bead -
Y / Yy 1%
molecular, sobre un gel format per una ol olecules
) . ) PN f ¢ ~=,  aqueous spaces
matriu de dextra i un entrecreuament VA L /7 within beads

d'agarosa al 12%. EIl perfil d’elucid s’obté rrotein

sample

~ Large
molecules — |
cannot enter

beads

mitjancant el seguiment continu de la

Molecular
exclusion ___

densitat optica a 280 i 320 nm. S’ha treballat gl

amb una columna Superdex 75 PC 3.2/30,
de 2.4 mL de volum total, empaquetada amb “":ﬁmﬂ r’”ﬁrﬁ Z]D@ﬁj \Flow direction

Superdex 75; el diametre de particula és de

13 pm aproximadament, amb un volum d'exclusié de 100 kDa i un rang optim de separacio entre 3 i
70 kDa. La columna permet treballar a un flux de 100 pl/min, sempre que no se superi la pressié
maxima de 2.4 MPa. El lla¢ d'injeccié és de 50 pl de capacitat, i el flux d’elucié és de 40 pl/min. El
tampo utilitzat ha estat acetat d’amoni 0.3 M (pH 6.80), filtrat per 0.22 pm.

El calibrat de la columna s’ha realitzat per triplicat amb proteines de massa molecular
coneguda: ribonucleasa A (13.7 kDa), quimotripsindgen A (25 kDa), ovoalbimina (43 kDa) i
seroalbimina bovina (67 kDa). La relacio entre el logaritme de la massa molecular i el volum d’elucié
és lineal, ajustant-se pel métode de minims quadrats. El volum d’exclusié es determina amb blau
dextra (massa molecular més gran de 2.000 kDa). A la pagina segiient es mostra la recta de calibrat i
el cromatograma obtingut en la separacio per separat dels diferents patrons.

Les mostres liofilitzades del vi abans i després de la precipitacié natural es van dissoldre en 1.2
mL d'acetat d’amoni 0.3 M (pH 6.80). EIl precipitat es va liofilitzar i es va dissoldre en un volum
adequat de solucié dacetat d'amoni 0.3 M (pH 6.80) per tal d’obtenir una concentracié final de

proteina de 0.25 pg/ul. Les mostres es van centrifugar durant 5 min a 12.000 g i 4 °C, el sobrenedant
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es va utilitzar directament per a l'analisi. Les diferents fraccions del precipitat s’han recollit en
eppendorfs per la seva posterior liofilitzacié i analisi mitjancant electroforesis en gel.

144

PATRONS
BSA 67KDa
1.2 ~—OVOALBUMIN 43KDa Kav Patrons Exclusié Molecular
——CHYMOTRYPSINOGEN A 25KDa 0.4
RIBONUCLEASE 13,7KDa y=-0.3905x + 1.9232
14 Blue Dextran 2000 2 _
034 R® = 0.9921
£ 087 )
g 0.2 4
@
N
8
< 061 0.1 ¢
0.4 1 0.0 T T T T 1
4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00
log(Da)
0.2
~ N
0 ! —_— : i =

T T 1
0.85 0.95 1.05 115 mi 125 1.35 1.45 1.55 1.65

¢) Cromatografia d'intercanvi cationic.

La separacio i el fraccionament de les molecules es fa en funcié de la seva
carrega eléctrica. En aquest cas la matriu de la columna esta formada per un gel que
presenta grups sulfonat (CH,SO3-) que actuen com a intercanviadors forts de cations.

Es troba fixat en forma de perletes a sobre d’un polimer hidrofil. Totes les molécules que

presentin una carrega neta positiva al pH de treball (en aquest cas sera pH 2.0), com
ara les proteines, seran retingudes pel gel. L’eluci6 s’efectua augmentant la forca ionica l (Ji

del tampo, mitjangant un gradient sali continu de tres rampes. S’ha utilitzat la Columna

Pharmacia MonoQ PC 1.6/5 (1,6mm x 50mm), el tamp@ inicial és acid acétic 50 mM (pH — ==
2.0) i el tampo d’elucid correspon al tampo inicial amb NaCl 1 M. La columna s’equilibra amb 0.5 mL

d’aquest mateix tamp@ inicial (100 pl/min) i, quan s’injecta la mostra, es baixa el flux a 10 pl/min per

assegurar l'adhesié de tota la proteina a la Volum (ml) F——
columna. Després de la injeccid, es treballa a 0-0,5 Equilibrat
N . 0.5-1 Injectar mostra

un flux constant de 50 pl/min fins al final de la 1-15 Gradient 0 a 3%
separacio. S'aplica el gradient que es mostra a 1.5-3.3 Gradient 5 a 30%

) o o ) 3.3-4 Gradient 30 a 100%
la taula adjunta. L’analisi es monitoritza a 280 i 4-43 Neteja de la columna

4,3-4.8 Equilibrat

320 nm.

Les mostres liofilitzades del vi abans i després de la precipitacié natural es van dissoldre en 1.2
mL de tamp¢ inicial (acid acetic 50 mM pH 2.0). El precipitat dialitzat, es va liofilitzar i es va dissoldre
en un volum adequat de tampé inicial per tal d’obtenir una concentracié de proteina de 0.5 pg/ul. Les
mostres es van centrifugar durant 5 min a 12.000 g i 4 °C, el sobrenedant es va utilitzar directament

per a l'analisi.

5) Electroforesis en gel.
Els gels d'electroforesis s'utilitzen per a separar proteines en funcié de les seves
caracteristiques fisiques com la mida, la forma o el seu punt isoelectric. Els gels d'electroforesis son

normalment realitzats amb proposits analitics, perdo també tenen molta utilitat com a técnica
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preparativa per a purificar parcialment les proteines abans d'emprar altres técniques, com
I'espectrometria de masses o les transferéncies immunologiques per a la posterior caracteritzacio.

El gel que s'utilitza és un polimer entrellagat d’acrilamida i poliacrilamida amb una determinada
densitat de porus, amb aspecte semblant a la gelatina que permetra el pas del components. Per
separar les molécules s'utilitza una forca electromotriu (FEM) que empeny les molécules a través de
la matriu de gel; col-locant les molécules en els pouets dels gels i aplicant-hi un corrent electric les
molécules es mouran a través de la matriu a diferents velocitats, cap a l'anode si esta carregada
negativament o cap al catode si esta carregada positivament, cal fer notar que el gel d'electroforesis
opera com a una ceél-lula electrolitica i que per tant I'anode és positiu i el catode negatiu.

Les bandes dels diferents carrils que quan deixen de ser sotmeses al corrent estan a la
mateixa distancia de l'inici, contenen molécules que han passat a través del gel a la mateixa velocitat,
cosa que habitualment ve a significar que tenen les mateixes propietats. La separacié incompleta
dels components pot conduir a bandes sobreposades o a smears indistingibles, representant
multiples components no caracteritzats. Hi ha diversos marcadors disponibles en el mercat que
contenen una barreja de molécules amb propietats conegudes. Si un d'aquests marcadors ha
corregut en el seu carril paral-lelament a una mostra, llavors es pot dir que tenen la mateixa massa
molecular (quan la electroforesis es realitza en condicions desnaturalitzants). En cas que la mostra
estigui en posicié intermitja entre marcadors, es pot aproximar la seva massa mitjancant una recta de
regressio de les distancies del marcador i interpolant-ne la distancia de la mostra. La distancia a la
que viatja una banda és aproximadament inversament proporcional al logaritme de la mida de la

molécula. La separacio s’ha realitzat en I'equip Phast System (Pharmacia, Uppsala, Suécia).

a) Electroforesis en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE.

Les proteines son desnaturalitzades en preséncia de SDS
(sodium dodecyl sulfate) que cobreix la proteina amb una )0 %
carrega negativa. Generalment, la quantitat d'enllacos amb el l

Mercaptoethanol

SDS esta relacionada amb la mida de la proteina, de manera denatures rotsin

gue les proteines desnaturalitzades resultants tenen una

carrega total negativa i una proporcié massa/carrega similar. En

SDS hinds protein
stoichiometrically

aquestes condicions les diferencies de velocitat entre proteines .
es deuen basicament a la mida, no a la carrega ni a la seva =S ’“i

forma tridimensional.

OPANR  AABANBNAR

Small molecule moves Large molecule moves more
more quickly thraugh gel slowely through gel

El precipitat, aixi com les seves fraccions obtingudes per
cromatografia d’exclusié molecular s’han liofilitzat i s’han dissolt
en un solucié tampo6 que contenia 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 5% de B-mercaptoetanol,
10% de glicerol i 0.002% de bromofenol blau. Les mostres dissoltes en el tampd d’electroforesis es
bullen durant cinc minuts i ja estan llestes per ser aplicades en els gels. La concentracio de proteina
final ha estat diferent en funcié de la tinci6 que s’ha utilitzat, ja que cada tincié presenta una
determinada sensibilitat; 100 ng/ul per a la tincié6 amb nitrat de plata i 500 ng/ul per a la tincié amb
Coomassie Blue R-250 i amb Periodic Acid Schiff.
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El gel utilitzat per separar les proteines en condicions desnaturalitzants ha estat PhastGel
Homogeni 20 (Pharmacia, Uppsala, Suécia), aquest gel té aproximadament 0.45 mm de gruix i conté
tampo Tris-acetat 0.112 M a pH 6.5. En la separacio s’han utilitzat PhastGel SDS-PAGE Buffer Strips
gue contenen 0.2 M de tricina, 0.2 M de Tris i 0.55% de SDS a pH 8.1. El programa utilitzat en la

separaci6 de les proteines en condicions

SAMPLE APPL. DOWN AT 32 0vh
desnaturalitzants és el seglient i esta especificat en la  SAMPLE APPL. UP AT 33 0OVvh

, . SEP31 250V 10mA  30W 15°C 1V
Técnica de Separaci6 de PhastSystem No.111 sSEp32 250V 1mA  30W 15°C 1Vh

. . SEP 3.3 230V 10mA 3.0W 15°C 99 Vh
(Pharm acia LKB BloteCﬂOlOgy, 1990) del Phast * For continuous buffer separations, pre-run for 60 Vh in step 1.

System.

S’han utilitzat dues solucions de patrons amb massa molecular coneguda, una d’ells conté
proteines de baixa massa molecular i I'altra conté polipéeptids (ref. 161-0304 i ref. 161-0326, Biorad,
Hercules, CA, els USA). La soluci6 amb els estandards de baixa massa molecular (LMW) conté
fosforilasa b (97400 Da), seroalbumina (66200 Da), ovoalbimina (45000 Da), anhidrasa carbonica
(31000 Da), inhibidor de tripsina de soja (21500 Da) i lisozima (14400 Da). La soluci6 amb els
polipéptids (PpMW) conté triosafosfat isomerasa (26625 Da), mioglobina (16950 Da), p-lactoalbimina
(14437 Da), aprotinina (6512 Da), la cadena b oxidada de la insulina (3496 Da) i bacitracina (1423

Da). Aquestes solucions d’estandards ens

permetran calcular la massa molecular de 100

les bandes electroforétiques obtingudes en 0.80 1
y =-0.2642x + 1.8233

les diferents mostres a partir de les 060 1 R’ =0.9927

Rf

y =-0.9649x + 4.6999

corresponents rectes de calibrat, aixi sabent 0.40 1 R”=0.9925

el recorregut electroforétic (Rf) de la banda 0.20 A

podem conéixer la seva massa molecular. 0.00 ‘ ‘ ‘
L ) 3.50 3.90 4.30 4.70

Aquestes s6n les rectes de calibrat log MW

utilitzades.

b) Electroforesis en condicions no desnaturalitzants: Native-PAGE.

En condicions no desnaturalitzants les proteines tenen diferents carregues i formes complexes,
de manera que no migraran en els gels a similars velocitats, en aquest cas la separacio té lloc en
funcié de la carrega, el tamany i la seva estructura quaternaria.

El precipitat, aixi com les seves fraccions obtingudes per cromatografia d’exclusié molecular,
s’han liofilitzat i s’han dissolt en aigua MilliQ, les mostres ja estan llestes per ser aplicades al gel. La
concentracié de proteina final ha estat diferent en funcié de la tincié que s’ha utilitzat; 100 ng/ul per a
la tincié amb nitrat de plata i 500 ng/pl per a la tinci6 amb Coomassie Blue R-250 i amb Periodic Acid
Schiff.

El gel utilitzat per separar les proteines en condicions no desnaturalitzants ha estat PhastGel
Homogeni 20 (Pharmacia, Uppsala, Suécia), aquest gel té aproximadament 0.45 mm de gruix i conté
tampo Tris-acetat 0.112 M a pH 6.5. En la separacio s’han utilitzat PhastGel Native Buffer Strips que
contenen 0.88 M L-alanina i 0.25 M de Tris a pH 8.8. El programa utilitzat en la separacié de les

proteines en condicions no desnaturalitzants és el seguent i esta especificat en la Técnica de
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Separaci6 de PhastSystem No.111 (Pharmacia

. SAMPLE APPL. DOWN AT 32 0 Vvh

LKB Biotecnology, 1990) del Phast System. En  SAMPLE APPL. UP AT 3.3 0 Vh
S - N : SEP3.1 250V 10mA 30W  15°C 1Vh*

aguests tecnica no em utilitzat estandards i per SEP32 250V 1 mA 30W  15°C 1 vh

aixo les bandes electroforétiques s'identifiquen  SEF3.3 230V 10mA  30W 15°C = 99Vh
* For continuous buffer separations, pre-run for 60 Vh in step 1.

amb el seu recorregut electroforétic (Rf).

c) Isoelectroenfoc.

L'isoelectroenfoc és una técnica ideal per separar

molécules amfoteres, com poden ser les proteines segons el

seu punt isoeléctric. Es realitza un gradient de pH mitjancant

un camp eléctric per tampons amfotérics, en queé la regié de

l'anode és la regid més acida i la regio del catode la regié

més basica, o per gradients immobilitzats en que el propi gel

té grups tamponadors. Les substancies amfoteres que es

trobin en una regié en qué el pH estigui per sota del seu punt

isoeléctric tindran tendéncia a anar cap a la regié6 més basica i, per tant, es desplacaran cap al
catode; les substancies que es trobin en una regié amb un pH per sobre del seu punt isoeléctric
tindran tendéncia a anar cap la regi6 més acida i, per tant, es desplacaran cap a l'anode. Les
molécules amfoteres quedaran aturades quan la seva carrega neta esdevingui 0, i aix0 passara quan
el pH sigui igual al seu punt isoeléctric.

El precipitat, aixi com les seves fraccions obtingudes per cromatografia liquida d’exclusio
molecular s’han liofilitzat i s’han dissolt en aigua MilliQ, les mostres ja estan llestes per ser aplicades
al gel. La concentracié de proteina final ha estat diferent en funcié de la tincié que s’ha utilitzat; 100
ng/ul per a la tincié6 amb nitrat de plata i 500 ng/ul per a la tinci6 amb Coomassie Blue R-250 i amb
Periodic Acid Schiff.

El gel utlitzat en la separaci6 per

SAMPLE APPL. DOWN AT 1.2
SAMPLE APPL. UP AT 1.3 0Vh
1.1

Uppsala, Suécia), aquest conté entre un 2 i un 6% de EXTRA ALARM TO SOUND AT
SEP 1.1 2000V 25mA 3.5W 15°C 75Vh

SEP1.2 200V 25mA 3.5W 15°C 15Vh
separacié de les proteines per isoelectroenfoc és el SEP1.3 2000V 2.5mA 3.5W 15°C 410Vh

isoelectroenfoc és PhastGel IEF 3-9 (Pharmacia,

'amfolit PharmalyteTM. El programa utilitzat en la

SegUent i esta especiﬁcat en la Técnica de Separacié The run takes 500 Vh or approximately 30 minutes. The prefocusing

step takes approximately 10 minutes.

de PhastSystem NOm. 100 (Pharmacia LKB

Biotecnology, 1990). 1.0 - y= 01674 + 1.6002
Per a la determinacié del punt isoeléctric 08 R®=0.9964
s’ha utilitzat una solucio d’'estandards de punt o6
isoeléctric que conté amiloglucosidasa (pl | & '
0.4
3.50), vermell de metil (pl 3.75), inhibidor de
tripsina de soja (pl 4.55), B-lactoglobulina A (pl 021
5.20), anhidrasa carbonica B humana (pl 5.85), 0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
4 5 6 o7 8 9 10
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anhidrasa carbonica B bovina (pl 6.55), mioglobina acida de cavall (pl 6.85), mioglobina basica de
cavall (pl 7.35), lectina acida de llenties (pl 8.15), lectina de llenties (pl 8.45), lectina basica de llenties
(p! 8.65) i tripsinogen (pl 9.30) (ref. 17-0471-01, GE Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). A partir
d’'aquests estandards també s’ha realitzat un calibrat de pl, aixi a partir del recorregut electroforétic

(Rf) de les bandes obtingudes per a cada mostra s’ha pogut coneixer el pl corresponent.

6) Tincions.

Després de la separaci6 electroforetica, les proteines poden ser tenyides per a fer-les visibles,
normalment s'utilitza la tincié de plata o el blau de Coomassie. Per a la detecci6 de les glicoproteines
s'utilitza la tincié de I'acid Periddic o també coneguda com tincié de Schiff. Totes aquestes tincions es

poden utilitzar tan en SDS-PAGE, Native-PAGE com en isoelectroenfoc.

a) Tinci6 amb plata.

La fixacié de les proteines en el gel és el primer pas en els protocols de la tincié de plata. La
solucié de fixacié conté un acid, acetic o tricloroacétic. Aquest tractament acid, deixa insolubles les
macromolécules en el gel tot impedint la seva difusié. Pel contrari, les substancies que interfereixen
en la tincié de plata com son el tampo, els ions, els desnaturalitzants, els detergents o els amfolits de
transport seran eliminats del gel.

La segona etapa dels protocols de tincié de plata és la sensibilitzacié. La solucié de

sensibilitzacié conté reactius que quimicament modifiquen proteines, tot augmentant la sensibilitat
per reaccionar amb els ions de plata, i reactius que acceleren la reduccié de I'ié plata (solucié de
tincid). Aquesta solucié conté glutaraldehid, que reacciona covalentment amb la proteina cobrint-la
amb grups aldehid que poden reaccionar amb la plata, tot augmentat la sensibilitat davant de I'i6
plata. A més, el glutaraldehid també afavoreix la formacio d’enllagos entre les proteines tot reforcant-
ne la seva fixacid en el gel. També conté tiosulfat de sodi que té una doble missid; serveix com a font
d'ié sulfur que reacciona directament amb [I'ié plata tot accelerant i realcant el revelat, i també forma
un complex amb ['ié plata lliure que evita la seva reduccié a argent metal-lic tot reduint la tincié de
fons. El reactius de sensibilitzacié ocasionen un nivell alt de tinci6 de fons, aixi el gel es renta
minuciosament amb aigua MilliQ després del pas de sensibilitzacié per tal d’eliminar les restes de la
soluci6 sensibilitzadora i aixi poder obtenir un fons net.

La segilent etapa ja és la de tinci6 amb plata, el gel es tracta amb nitrat d'argent. Les

condicions suaument acides de la solucié de tincio, eviten que l'i6 de plata es redueixi a argent
metal-lic. El gel es renta breument amb MilliQ després d'aquest pas per netejar I'excés de soluci6 de
tincié de la superficie de gel.

La solucio de revelat permet observar les bandes en les que s’ha dipositat I'i6 plata per reaccio
amb les proteines. Aquesta solucié conté formaldehid, que redueix I'i6 plata a argent metal-lic mentre
que ell s'oxida a acid formic. Aquesta reaccié només es dona a pH basic i per aix0 la solucié de
revelat conté el carbonat de sodi, que ofereix un pH de 12 propiciant una optima reacci6 de revelat.

Quan ja s’han revelat les bandes de proteina, s’ha de parar el procés de revelat per evitar

obtenir un gel amb el fons negre, i la solucié stop n’evita la continuacié. S'utilitza el Na,-EDTA com a
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guelant dels ions de plata lliures i aixi n’evita la seva reduccio.

La solucié de conservacié conté glicerol, que impedeix al gel esquerdar-se.

Els reactius utilitzats es van preparar segons Plus One Silver Stain Kit Protein Instructions
(Pharmacia LKB Biotecnology, 1990) i es mostren a continuacid. Els protocols utilitzats per a la tincié
de plata es mostren a continuacié i es descriuen a Amersham Biosciences Automated Staining of
Polyacrylamide Gels with Processor Plus (Pharmacia LKB Biotecnology, 1990). També es mostra el
protocol que es va seguir en la tincié de plata compatible amb espectrometria de masses (Yan et al.,

2000), aquesta tincio divergeix principalment en el procés de fixacié de les proteines al gel.

1. Protocol de tinci6 de plata en SDS-PAGE 2. Protocol de tincié de plata en Native-PAGE

Solucié temps Reactius Solucié temps Reactius
1 Fixacié 30 min Etanol 30% 1a Fixacié 30 min Acid Tricloroacétic 20 %
Acid Acétic 10% 1b Fixacié 20 min Etanol 30%
2 Sensibilitzacié 30 min Etanol 30 % Acid Acetic 4%
Acetat de Sodi 6.8 % 2 Sensibilitzacié 30 min Etanol 30 %
Tiosulfat de Sodi 0.2 % Acetat de Sodi 6.8 %
Glutaraldehid 0.125 % Tiosulfat de Sodi0.2%
3 Rentat 3X5min MilliQ Glutaraldehid 0.125 %
4 Tincid 20 min Nitrat de plata 0.25 % 3 Rentat 4 X 5min MilliQ
Formaldehid 0.015 % 4 Tincié 20 min Nitrat de plata 0.5 %
5 Rentat 2 X 1min MilliQ 5 Rentat 2x1min MilliQ
6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi 2.5 % 6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi 2.5 %
Formaldehid 0.023 % Formaldehid 0.023 %
7 Stop 10 min EDTA-Na21.46 % 7 Stop 10 min EDTA-Na21.46 %
8 Rentat 3X5min MilliQ 8 Rentat 3 X5 min MilliQ
9 Conservacid 20 min Glicerol 8.7 % 9 Conservacié 20 min Glicerol 8.7 %
3. Protocol de tincié de plata en IEF-PAGE 4. Protocol de tinci6 de plata en SDS-PAGE /| MS
Solucié temps Reactius Solucié temps Reactius
1a Fixacié A 20 min Acid Tricloroacetic 20 % 1 Fixacié 30 min Metanol 50%
1b Fixacid B 15 min Etanol 10% Acid Acétic 5%
Acid Acétic 5% 1b Rentat 15 min Metanol 50%
1b Fixacié B 15 min Etanol 10% 1c Rentat 15 min MmilliQ
Acid Acétic 5% 2 Sensibilitzacié 1 min Tiosulfat de Sodi 0.01%
2 Sensibilitzacié 20 min Etanol 30 % 3 Rentat 2x1min MilliQ
Acetat de Sodi 6.8 % 4 Tincié 20 min Nitrat de plata 0.1%
Tiosulfat de Sodi 0.2 % 5 Rentat 2X1min MmilliQ
Glutaraldehid 0.125 % 6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi2%
1b Fixacié B 10 min Etanol 10% Formaldehid 0.04 %
Acid Acétic 5% 7 Fixacié 5 min Acid Acétics %
1b Fixacié B 20 min Etanol 10% 8  Conservacié Acid Acétic 1%, 4°C
Acid Acétic 5%
3 Rentat 2 X 5min MilliQ
4 Tincié 20 min Nitrat de plata 0.25 %
5 Rentat 2Xx1min MilliQ
6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi 2.5 %
Formaldehid 0.023 %
7 Stop 10 EDTA-Na21.46 %
8 Rentat 3X5min MilliQ
9 Conservacid 20 min Glicerol 8.7 %

b) Tinci6 amb Coomassie Blue.

Es prepara una soluci6 inicial amb una concentracié de Coomassie 0.2 %. EL Coomassie es
presenta en pastilles, es dissol una pastilla de Coomassie Blue en 80 mL de MilliQ i s’agita durant 10
min, tot seguit s’afegeix 120 mL de metanol i s’agita durant 5 min, finalment es filtra. A partir
d’aquesta solucié prepararem la solucié de tincié.

Els reactius utilitzats es van preparar segons Fast Coomassie Staining Development

Technique File No. 200 (Pharmacia LKB Biotecnology, 1990) i es mostren a continuacio. Els
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protocols utilitzats per a la tinci6 amb Coomassie Blue R-250 es mostren a continuaci6 i es descriuen
a Amersham Biosciences Automated Staining of Polyacrylamide Gels with Processor Plus
(Pharmacia LKB Biotecnology, 1990).

Protocol de tincié de Coomassie Blue en totes les técniques

Solucié temps Reactius
la Fixacio 20 min (En IEF Acid Tricloroacetic 20 %)
1b Fixacio 30 min Metanol 40 %
Acid Acétic 5 %
2 Revelat 2 min Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
3 Tincio 60 min Coomassie Blue 0.02%
Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
(Afegir CuSO4 0.1 % en IEF )
4 Revelat 10 min Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
5 Revelat 30 min Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
6 Revelat 30 min Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
7 Revelat 120 min Metanol 30 %
Acid Acetic 10 %
8 Conservacio 30 min Glicerol 10 %

El protocol que es va seguir en la tinci6 de Coomassie compatible amb espectroscopia de
masses es descriu a continuacié; la solucié de tincié s’aplica durant 1 hora i conté solucié de
Coomassie al 0.1 % i metanol al 50 %, la soluci6 de revelat conté metanol al 40 %. Aquesta solucio
es canvia entre 3-4 cops, al principi amb més freqiiéncia ja que agafa una tonalitat blavosa més
rapid, en canvi els dos ultims passos es poden allargar fins 2 hores perfectament. Els resultats
milloren si una vegada que s'observen les bandes es retira la solucié de revelat i es deixa en aigua
MilliQ durant un dia.

c) Tincié amb Periodic Acid Schiff (PAS).

La tincié de glicoproteines amb I'acid periodic Schiff (PAS) es realitza segons les instruccions
de Sigma Glycoprotein Detection Kit (SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA). Aquest kit permet la
deteccio dels motius de sucre presents a les glicoproteines, aixi com els polisacarids, i es pot utilitzar
en totes les tecniques electroforetiques. El kit conté tres solucions, la d’'oxidacié, la de reduccid i la
que conté el reactiu de Schiff i es preparen segons les especificacions del kit. La Solucié de fixacio
consisteix en metanol al 50% i la soluci6 de conservacio conté Acid Acétic al 5 %. El passos que es

segueixen en el procés de tincié es mostren a continuacio.

Time for gel - .
Steps Volumes thickness 0 573.?5 mm Time .Ifo[; glieéthlckness
or for membrane -l.omm
Size 16 x 18 cm Size 8 x 10 cm
1 Fixing 400 ml 200 ml 30 minutes 60 minutes
2. Washing 400 ml 200 ml 2 « 10 minutes 2 x 20 minutes
3. Oxidation 200 ml 100 mi 30 minutes 60 minutes
4. Washing 400 ml 200 ml 2 x 10 minutes 2 x 20 minutes
- , 1-2 hours or until 1-2 hours or until
5. Staining 200 mi 100 mi bands tum magenta bands turm magenta
6. Reduction 200 ml 100 ml 60 minutes 120 minutes
Band color will Band color will
7. Washing 400 ml 200 ml intensify with changes | intensify with changes
of fresh water of fresh water
8. Storage 400 ml 400 ml overnight overnight
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7) Espectrometria de masses: MALDI-TOF/TOF.

Després d'aplicar les diferents tecniques electroforetiques (SDS-PAGE, Native-PAGE o
isoelectroenfoc), amb la tincié de plata o de Coomassie Blue compatible amb espectrometria de
masses, té lloc la digestio triptica de les bandes de proteina obtingudes segons els protocols descrits
més endavant (Shevchenko et al., 1996). Tot seguit es realitza I'analisi de les bandes mitjancant
espectrometria de masses amb el Maldi-TOF/TOF, i s’'obté un espectre de masses caracteristic de
cada analit, el qual s’introdueix a una base de dades i ens permet fer la identificacio de la proteina en
concret.

Per tal d’'obtenir les bandes dels gels, aquestes es tallen amb un bisturi i es separen del gel
amb una punta de pipeta retallada, seguidament es dipositen en un eppendorf. Tot seguit es realitzen
2 rentats amb aigua MilliQ durant 10 min.

En les bandes obtingudes per tincié de plata es realitza un destenyit d’aquestes durant 10 min
amb la soluci6 de destenyit (ferrocianur potassic 9.9 mg/mL, i tiosulfat sodic 24.8 mg/mL).
Seguidament es renten les bandes amb aigua MilliQ per tal d’eliminar la solucié de destenyit. Tot
seguit es dona la deshidratacié mitjancant acetonitril durant 5 min. Aquesta operacié es realitza dos
cops i el gel queda més o menys blanc. S'asseca la banda al buit en una centrifuga Speed-Vac. El

seguent pas és la reduccié i alquilacié de la proteina. Es cobreixen les bandes amb una soluci6é 10

mM amb DTT en bicarbonat amonic 25 mM durant 30 min a 56C. Es deixa a temperatura ambient, i
s'elimina el DTT, s’afegeix acetonitrii que es retira rapidament i tot seguit s’incuba amb
iodoacetamida 10 mg /mL en bicarbonat d’amoni 25 mM durant 15 min a la foscor. Per tal d’eliminar
la solucio d'alquilacié s'afegeix acetonitril durant 5 min i bicarbonat d’amoni 25 mM durant 5 min.
Sense retirar el sobrenedant, s’afegeix igual volum de acetonitril i s'incuba durant 15 min. Finalment
es retira el sobrenedant i s’asseca al buit amb una centrifuga Speed-vac. Els fragments obtinguts es

digereixen amb tripsina porcina modificada amb una concentracié de 8 ng/ul en carbonat d’amoni 50

mM durant 6 h a 37°C. Finalment s’afegeix acid trifluoroaceétic al 0.5% per extraure els péptids.

Per [lanalisi mitjancant Maldi-TOF/TOF es necessari la utilitzaci6 d'una matriu que
cocristal-litza amb els analits. La matriu, generalment un acid aromatic substituit, dificulta les
interaccions analit-analit i actua com a mitjancera en el procés de transferéncia d'energia del feix
laser als analits. En el procés de conversié de les molécules neutres d'analit a espécies carregades o
ions (generalment protonats), la matriu juga un paper fonamental en cedir protons (H+) als analits. En
aquest cas s’ha utilitzat una matriu formada per acid a-ciano-4-hidroxicinnamic amb acetonitril al 33
% (v/v) 10.25 % d’acid trifluoroaceétic.

L'espectrometria de masses és una técnica analitica instrumental d'alta sensibilitat, capac
d'identificar qualitativa i quantitativament, i de manera inequivoca, qualsevol tipus de barreges de
substancies. Aixi mateix, aquesta técnica permet també determinar la massa molecular d'un
compost, a més dels diversos fragments que en resulten del trencament controlat, la qual cosa aporta
una informacioé molt valuosa sobre I'estructura de la molécula.

Quan una molécula se sotmet a ionitzacié per impacte electronic en un espectrometre de

masses, el procés primari consisteix en l'abstraccié d'un electré per a donar un catié-radical. Aquest
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catié-radical és I'id molecular i tindra major o menor tendéncia a fragmentar-se en funcié de la seva
estabilitat. Els ions moleculars molt estables tindran poca tendéncia a fragmentar-se i seran molt
abundants. L'i6 mes abundant de I'espectre s'anomena pic base.

L'equip de Maldi-TOF/TOF conté un laser de N, encarregat de la desorcio/ionitzacid dels
analits, i un analitzador TOF/TOF que genera l'espectre de fragmentacié dels analits. En la
desorcid/ionitzacio mitjancant laser sol emprar-se un laser de N,, que emet a 337 nm, per irradiar una
petita area del portamostres (alguns mm?) sobre el qual ha cocristal-litzat la mostra-matriu. La matriu
absorbeix energia del pols laser i la transfereix als analits, els quals es desadsorbeixen i s’ionitzen.
Les caracteristiques diferencials de la radiaci6 laser son: alta direccionalitat (la desviaci6 respecte a
un feix exactament paral-lel és de només alguns mil-liradiants), la monocromaticitat (a causa dels
limits imposats per la llei de Planck, i la condicid que la longitud de la cavitat laser ha de ser un
multiple sencer de semilongituds d'ona), una brillantor extremadament elevada (ja que I'angle solid en
el qual es distribueix la radiacié és molt petit), coheréncia espacial i temporal (a causa que les ones
associades a tots els fotons estan en fase). En el laser de N, s'aplica un pols d'alt voltatge (ca. 20
kV), la durada dels polsos sol ser d'uns 10 ns i la seva energia entorn de 10 mJ.

L'analitzador TOF/TOF proporciona un millor enfocament dels ions i més resolucié que un
analitzador TOF. En una primera etapa (TOF1), els ions sén accelerats a baix voltatge (ca. 7 kV) en
les condicions que afavoreixen la fragmentacié metastable. Un boté temporal permet seleccionar un
determinat i6 pare i els seus ions fragment, aquest paquet d'ions és a continuacié accelerat a un
potencial major (ca. 20 kV). L'analitzador TOF2 permet separar els ions que componen el paquet, rics
en energia perd amb una distribucié energetica estreta. D'aquesta forma s'obté informacié de la
sequéencia de li6 pare seleccionat, el qual permet descartar ambigiitats en la identificaci6 de
proteines mitjancant empremta peptidica i, en certs casos, determinar llocs de modificacions post-

traduccionals o obtenir sequiéncies parcials mitjancant sequienciacié (Suckau et al., 2003).

Els espectres MALDI-TOF/TOF van ser calibrats internament emprant com a referéncia
senyals de massa de dos ions que provenen de la hidrolisis de la tripsina amb m/z =842,510 i m/z
=2.211,105; el calibratge es va realitzar amb els espectres dels ions fragment de les senyals
protonades d'una barreja de péptids que cobria linterval m/z = 800-3.200. Les dades van ser
combinades mitjancant el programa BioTools (Bruker-Daltonics) per buscar en una base de dades no
redundant (NR; ~4 x 106 entrades; Nacional Centre for Biotechnology Information, Bethesda,

EE.UU.) emprant el programari Mascot (Matrix Science, Londres, el Regne Unit) (Perkins et al.,
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1999). Tant els espectres com els resultats de la cerca en bases de dades, van ser revisades

manualment en detall utilitzant els programes a dalt esmentats i programes casolans.

8) Proves d'estabilitat en vins blancs.

Totes les proves d’estabilitat es van aplicar a 40 mL de vi i per triplicat. Totes les mostres es
temperen a temperatura ambiental (25 °C) i es vortexen bé abans de llegir-ne la terbolesa. La
terbolesa desenvolupada es va mesurar amb un Turbidimetre 2100N Hach (Hach Company,

Loveland, Colorado, els USA). Tot seguit es descriuen les proves utilitzades:

a) Test del calor o test teérmic rapid: el vi s’escalfa a 90 °C durant 1 hora, tot seguit es refreda a
4 °C durant 6 hores. (Sarmento i col., 2000).

b) Test del calor o test térmic lent: el vi es porta a 60 °C durant 4 dies, despreés es refreda a 4 °C

durant 1 hora. (Sarmento i col., 2000).

c) Bentotest: s'utilitza una solucié formada per acid fosfomolibdic (5%), sulfat de sodi (5%),
glucosa (0.25 g) i acid sulfaric(15%); és una solucio ja preparada per ser aplicada directament en el
vi. Consisteix en afegir 4 mL de la solucié descrita anteriorment a 40 mL de vi; s'inverteix la mostra 3
cops i es deixa 20 minuts a temperatura ambient (Toland i col., 1996).

d) Eltest del TCA (acid tricloroacétic): s'afegeix 4 mL d’una solucié d’acid tricloroacétic al 55% a

40 mL de vi. Es posa 2 minuts en aigua bullint i es deixa a temperatura ambient (Toland i col., 1996).

e) El test de I'etanol: consisteix en afegir 40 mL d'etanol absolut a 40 mL de vi, es tapa el tub

per evitar evaporacio i es deixa a temperatura ambient durant 2 hores (Sarmento i col., 2000).

f) El test del tani: 1.0 g de tani enologic (Proenol, Gaia, Portugal) es dissol en 10 mL d'aigua
destil-lada a 70C, quan el tani ja esta ben dissolt s’afegeix 50 mL d'aigua destil-lada i finalment
s'afegeix etanol fins un volum final de 100 mL. El test consisteix en afegir a 40 mL de vi, 3.2 mL de
solucié de tani a I'alcohol (1% tani en 40% etanol (v/v)), s'agita i es deixa a temperatura ambient
durant 15 minuts, després es posa en aigua bullint durant 3 minuts, es deixa a temperatura ambient
(Mesrob i col., 1983).

g) El test del sulfat d'amoni: s’afegeix 3.2 mL de solucié saturada de sulfat d’'amoni a 40 mL de

vi, la barreja es deixa a 55 °C durant 7 hores i després a temperatura ambient (Toland i col., 1996).

h) Prostab: en aquest cas es segueixen les especificacions del Kit Prostab (Martin Vialatte
Enologie, Epernay, Franca). 4 mL de Reactiu 1 s'afegeixen a 40 mL de vi, shomogeneitza i tot
seguit s'afegeix 4 mL del reactiu 2, s’homogeneitza i es deixa 20 minuts a temperatura ambient.

El precipitat obtingut després de la precipitacio natural i després d’haver aplicat les
corresponents proves d’estabilitat es va dissoldre en 2.6 mL de fosfat disdédic 50 mM que conté un
0.2% de SDS. Per tal d'aconseguir la dissolucid total d’alguns dels precipitats, va ser necessari
posar-los durant 5 min a 80<C.

(D’esquerra a dreta) Precipitat obtingut després d’aplicar la prova del tani, la del calor rapid, la
del calor lent, la del Prostab, la del Bentotest, la del sulfat d’'amoni, la de I'acid tricloroaceétic, la de

I'etanol i finalment la precipitacio natural.
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9) Seleccio de la dosi de bentonita necessaria per estabilitzar el vi blanc.

Es prepara una solucid6 de bentonita al 2%: 2 g de Bentonita (Volclay, Laffort, Renteria,
Espanya) en 100 mL d'aigua destil-lada, s’hidrata durant 24 h amb agitacié. S'addiciona la quantitat
necessaria d’aquest solucié de bentonita al 2 % a 1 litre de vi per tal d’obtindre una concentracié final
de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 i 100 g/hL de bentonita, s’agita i es deixa a temperatura
ambiental durant 2 hores. Totes les condicions es realitzen per triplicat. Tot seguit es centrifuga i
s'apliquen les diferents proves d’estabilitat. El vi es considera estable quan lI'augment de terbolesa
respecte el blanc és inferior a 2 NTU (Moine-Ledoux & Dubourdieu 1999). El blanc és el valor de

terbolesa del vi abans d’aplicar-li la prova d’estabilitat.

10) Extraccio en fase solida dels compostos fenolics del vi i del precipitat.

30 mL de vi abans i després de la precipitacié natural es concentren fins 15 mL, s'utilitza una
centrifuga de buit a una temperatura de 30 °C per tal d’eliminar I'’etanol. Les mostres concentrades i
el precipitat natural dissolt amb fosfat disodic 50mM (apartat 1 Annex 1 Materials i Métodes), es
passen per un cartutx Sep-Pak C18 que ha estat préviament condicionat (Chamkha i col., 2003). El
cartutx Sep-Pak C18 conté una fase estacionaria de silice summament hidrofobica, actua com una
columna C18 de fase reversa, les columnes que s’acostumen a utilitzar en I'analisi dels polifenols del
vi. Per tal d’eluir els compostos fenolics enganxats en el cartutx, es passa 10 mL de metanol, el qual
s'evapora mitjangcant una centrifuga de buit fins a la sequedat. Seguidament les mostres
corresponents al vi abans i després de la precipitacié natural es dissolen amb 1.2 mL de metanol, i
les del precipitat natural amb 500 uyl de metanol. Aquests extractes fendlics de les respectives
mostres seran analitzats per cromatografia de gasos i per HPLC, analitiques que es descriuen a

continuacio.

11) Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses: CG/MS.

a) Derivatizacié de la mostra.

Una de les condicions indispensables en I'analisi per cromatografia de gasos és la necessitat
de que les mostres tinguin la suficient volatilitat com per ser transportades per la fase mobil fins al
detector, a més a més, en aquesta técnica s'utilitzen temperatures molt elevades, amb greus
consequencies per a les molecules inestables o termolabils, i per tan és necessari la formacié de

derivats, més volatils, estables o que siguin capacos de subministrar més informacié respecte a la
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seva estructura quan el detector és un espectrometre de masses. Les raons principals per a la
formacié de derivats s6n conferir volatilitat, millora de [I'estabilitat, millora de les propietats
cromatografiques, separacions més eficaces, analisi de grups funcionals, modificaci6 de les
fragmentacions,...

En aquest estudi es va seguir el protocol experimental seglent per tal de derivatitzar els
compostos fenolics de les mostres: 100 pl dels respectius extractes fendlics es lifofilitzen per tal
d’eliminar el metanol ja que aquest interfereix en el procés de derivatitzacioé de la mostra, els residus
es dissolen amb 100pl de 1:1 BSTFA / piridina (v/v) amb agitacié vigorosa i tot seguit s’incuba a 70
T durant 30 min (Soleas, et al., 1997). Aquestes m ostres s’analitzen rapidament per cromatografia
de gasos ja que sén inestables amb el temps.

La BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) és el derivatitzant que s’ha utilitzat en
aquest estudi, reacciona amb els compostos polars tot substituint els hidrogens dels grups hidroxil pel

grup timetilsila -Si(CHs)a.

b) CG/MS.

Tot seguit es mostra un esquema —_—

K//lr'jut;ttlr y
I
|

general d’'un cromatograf de gasos.

El gas portador és I'encarregat de Flow controiler Tl

transportar els components de la mostra, i >‘ g
) L=< —
crear una matriu adequada per al detector. LH p— + Waste
. L . Iy
Ha de ser inert per tal d’evitar interaccions Y IL[
Column

amb lanalt o amb la columna (fase W\,

. : L N
estacionaria), capa¢ de minimitzar la T——

Carrier gas Column oven

difusi6 gasosa, facilment disponible i pur,
economic i compatible amb detector que s'utilitzara. La pressié del gas portador es regula a dos
nivells, a la de sortida de la bombona i a I'entrada del cromatograf.

La injeccié de mostra ha de ser rapida per tal d’evitar I'eixamplament de les bandes de sortida,

aquest efecte es déna amb quantitats elevades d'analit. Es pot utilitzar una microxeringa (amb
capacitat per a diversos microlitres), o bé un mostrejador automatic. Per obtenir menor quantitat de
volum, s'utilitza un divisor de flux (la injeccié es coneix com a mode Split) a I'entrada de la columna,
aquest rebutja part de l'analit introduit. Si s'utilitza tot el volum de mostra la injeccié és de tipus
Splitless, aquest tipus d'injeccié ens permet determinar petites quantitats o traces. La mostra s'injecta
a una cambra de vaporitzacié instantania, aquesta estara 50C per sobre del punt d'ebullicié6 del
component menys volatil, i esta segellada per una junta de goma de silicona Septa o septum.

Es fan servir dos tipus de columnes, les empaquetades o de farciment i les tubulars obertes o
capil-lars (major rapidesa i eficiéncia). La longitud d'aquestes columnes és variable, de 2 a 60 metres,
i estan construides en acer inoxidable, vidre, silice fosa o tefl6. A causa de la seva longitud i de la
necessitat de ser introduides en un forn, les columnes acostumen a enrotllar-se en una forma

helicoide amb diametres de 10 a 30 cm, depenent de la mida del forn. Si la columna emprada és
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farcida, el volum a injectar sera d'uns 20 pl, i en el cas de les columnes capil-lars aquesta quantitat és
menor, d'1 pl.

La temperatura és una variable important, ja que en dependra el grau de separacié dels
diferents analits, per a aix0, s'ha d'ajustar amb una precisi6 de decimes de grau. Aquesta
temperatura depen del punt d'ebullicié de I'analit o analits, com també de la maxima temperatura de
funcionament de la columna (fase estacionaria), i en general s'ajusta a un valor igual o lleugerament
superior a ell. Es recomanable utilitzar temperatures baixes per a I'elucié ja que encara que a major
temperatura l'elucié és més rapida, es corre el risc de descompondre I'analit.

Despres de la separacié dels analits per la columna cromatografica, aquests seran detectats
per I'espectrometre de masses. Un espectrometre de masses esta format principalment per tres
parts: la font d'ionitzacid, I'analitzador de massa i el detector.

La font d'ionitzacié permet mitjangant I'impacte electronic abstraure un electr6 de la molécula
per donar lloc a la formacié d’'un catié radical. En esséncia consisteix en el "bombardeig" de les
substancies que arriben a la font a través dels sistemes d'introducci6 de mostres, amb un feix
d'electrons d'alta energia (normalment 70eV). Aquesta energia és suficient per produir, d'una banda,
la ionitzaci6 del compost sencer (formacié de I'i6 molecular), i a més, generar un cert grau de
fragmentacio del mateix, el que ens subministra una valuosa informacid sobre la seva estructura.

Immediatament després del procés de ionitzacid, els ions en fase gasosa entren a la regié de

l'analitzador de masses, que és la zona de linstrument on els ions, dins del rang de masses

seleccionat, sén separats en base a la seva relacié massa/carrega (m/z). Aquesta part de l'instrument
té un paper important pel que fa a la precisio i exactitud de les masses a mesurar. Els ions s6n aqui
separats per camps magnetics, eléctrics, de radiofrequéencia, per combinacions de diversos d'ells, o
per mesura del temps de desplacament dels ions al llarg d'una distancia fixada préviament.

L'element final de l'espectrometre de masses és el detector, aquest registra tots els ions
segons la seva relacié m/z i els quantifica segons la seva abundancia relativa. Podem obtenir dos

tipus d’ions diferents per analit; 16 molecular (pérdua d'un electrd), generalment no és el més

abundant (perque es fragmenta) i neutral
R molecules,
ens permet obtenir la massa filament :ﬁb"fe'g fragments
= H R electron iong to vacuum pump
molecular de la substancia, i els beam 3

magnet

ions corresponents a la {mp,ee A
fragmentacié de I'ié molecular entre -

N,

J..' x\/analyzertube
neutral

els quals hi ha el pic base que és  molecles ZEEler negatively
ac(eﬁzraling

\ \\ p-nsitivelychargeq ions
l'i6 més abundant de I'espectre and foousing ‘- - (deflected according to miz)
plates R
(100% d'abundancia relativa). Els

espectres de massa es registren

magnet

— ion exit slit

~ collector

com a abundancia relativa vers
relacié m/z. recorder
Tot seguit es mostren les condicions que es van fixar per I'analisi de les mostres seguint el

protocol descrit per Minuti et al. 2006:
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Pressié i nlet: | 7 psi
Model d'injecci6: splitless
T2inyector: | 300 °C
Volum de mostra injectada: 1ul
Columna: | HP-5MS de (5% fenil)-metilpolilsiloxa de 30 mx0.25 mmx0.25 pm
Purga del séptum: | 0.8 mL/min

Flux de columna: 0.7 mL/min

Temperatura del forn: | temperatura inicial de 120 °C durant 3 min;
rampa de 5 °C/min fins 320 °C, durant 5 min.

Temps total d'analisi: 48 min

Solvent delay: | 4 min

La cromatografia de gasos acoblada a I'espectrometria de masses en permet realitzar un
escombrat de masses entre un interval de masses determinat quan treballem en mode full SCAN,

normalment s'utilitza quan ens interessa realitzar un analisi qualitatiu de la mostra; o bé la
monitoritzacié selectiva d’'uns determinats ions, mode SIM, en aquest cas adquirim només els ions
que ens interessen i aixi tenim un cromatograma molt més net i concret, a la vegada, pel fet
d’eliminar masses que no ens interessen, es redueixen interferéncies i aixd ens permet una

guantificacio més exacta i real del compost identificat. El software AMDIS (Automatic Mass Spectral

Deconvolution and Identification System) ens permet interpretar els espectres dels diferents
components de la mostra, de manera que s’extrau cadascun de forma independent i aixi per
comparativa d'aquests espectres amb els de la llibreria NIST, podem arribar a identificar possibles
compostos presents en la mostra dels quals en desconeixem el temps de retencid perque no
disposem de patro.

En el nostre estudi es va realitzar una adquisicié6 en mode full SCAN en el que es va fixar un
interval d’adquisicié de m/z de 43 a 650; mitjancant el software AMDIS es van identificar alguns dels
compostos fenolics presents en les mostres per comparativa amb els espectres de la llibreria NIST.
Tot seguit es va realitzar una adquisicié en mode SIM en totes les mostres dels compostos fendlics
identificats. Els patrons també es van adquirir en mode SIM; a partir del temps de retencio i dels ions
quantificadors (Tgt) i qualificadors (Q) dels respectius patrons es va confirmar la preséncia en la

mostra dels diferents compostos fenolics identificats.

12) HPLC/ESI-TOF.

La cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) és una técnica molt utilitzada en l'analisi dels

compostos fenodlics del vi. En la separacid s'utilitza una columna C18 de fase reversa. Els analits

s'adsorbeixen a la columna cromatografica més o menys fort en funcié de la seva polaritat, els
primers analits que s’eluiran seran els més polars i a mesura que augmentara el percentatge en
acetonitril de I'eluient es desadsorbiran els que sén menys polars.

Tot seguit aquests analits seran ionitzats mitjancant la font d’ionitzacié per electroesprai (ESI).

La solucid es fa passar a través d'un capil-lar al qual s'aplica un alt potencial electric, a la sortida del
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capil-lar la solucié es dispersa en forma d'esprai, format per petites gotes carregades, el solvent
s'evapora rapidament tot alliberant les molécules carregades a la fase gasosa. En aquest procés als
ions generats se’ls a extret un electré donant lloc a un catio radical, aquests poden estar protonats de
manera multiple donant lloc a diferents especies per a una mateixa molécula.

Aquests ions seran detectats per un TOF (Time-of-flight), on seran accelerats mitjancant un

camp eléctric, i recorreran una determinada distancia en funcié de la seva carrega, a més carrega
més distancia recorreguda. La massa dels ions es calcula a partir de la mesura del temps que
necessiten per a recorrer una distancia determinada, i de la magnitud del camp eléctric que s'ha de
fer servir per a accelerar-los.

Quan es realitza aquesta analitica s’obté un i6 molecular corresponent a la massa isotopica de
'analit més un protd, a més aquest també pot estar sodiat, amb amoni o0 amb potassi. La massa
isotopica del compost ha de coincidir amb els dos primers decimals de la massa teodrica del mateix,
s'admet un error molt baix en el segon decimal (+ 0.03).

Aquesta analitica també ens permet realitzar una deconvolucié del cromatograma i aixi
directament podem obtenir I'espectre dels compostos presents en la mostra, a la vegada es pot
calcular la féormula molecular del compost. Aquest compost tindra una puntuacié (score) que ens
interessa que sigui el més alta possible, i un error (en ppm) que correspon a la diferéncia entre
'espectre del compost present a la mostra i I'espectre teoric del compost amb aquesta massa
isotopica, aquest valor pot ser positiu 0 negatiu i ha de ser el més proper possible a; si el compost es
troba a molt baixa concentracio de vegades no tenim el segon isotop perqué es confon amb el soroll
de fons i llavors aquest error augmenta molt.

Tot seguit es mostren les condicions que es van fixar per I'analisi de les mostres seguint el
protocol descrit per Chamkha et al. 2003:

Columna: | Eclipse C18 250mmx4.6mm 5um mida de particula

Flux:

0.8 mL/min

Fase mobil A:

0.2% acid formic

Fase mobil B :

80% Acetonitril / 20% Fase mobil A

Volum de mostra injectar:

50 pl

Temperatura de la columna:

30°C

Gradient (% de Fase mobil B):

0 min, 0%; 5 min, 2%; 10 min, 6%; 15 min, 12%; 30 min,
22%; 35 min, 34%; 40 min, 100%; 45 min, 0%; 55 min, 0%.

Capillary Voltage: | 3500 V
Drying gas temperature: 350 °C
Drying gas flow: 12 L/min
Nebulizer gas pressure: 60 psi
Fragmentor voltage: 150 V
Skimmer voltage: 65V
Octapol voltage: 250V

Adquisition range:

50-2400 m/z in positive mode
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