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INTRODUCTION

L’azote du modt de raisin se présente dans sa majeure partie sous forme organi-
que et dans des proportions moindre sous forme minérale. La fraction organique est
constituée par des acides aminés, des amides, des peptides, des polypeptides, des
protéines et de petites quantités de vitamines.

De toutes ces fractions, la plus connue, aussi bien pour le moat que pour le vin,
est celle des acides aminés libres qui a fait I'objet de nombreuses publications dont
certaines de notre groupe de travail (MARTIN et al. 1984, POLO et al. 1985, CACERES
etal. 1986 et 1987, etc.). En revanche, la fraction protéique, cause de bien des problé-
mes techniques, est encore peu connue. En raison de leur nature colloidale, les protéi-
nes font obstacles a des opérations essentielles comme |la filtration: Aussi a-t-on d’ordi-
naire recours & des clarifications pour réduire leur effet au minimum. En méme temps,
elles peuvent étre responsables de I'apparition en bouteille de turbidités (casses protéi-
ques) et on leur attribue un réle important dans le ralentissement de la précipitation du
bitartrate de potassium lors de la stabilisation des vins par le froid. La répercussion
économique de ces problemes est grande, compte tenu de la nécessité de présenter
au consommateur un produit agréable a I'ceil donc limpide voire brillant.

Il n'a pas été trouve de corrélation positive entre la quantité de protéines et les pro-
blémes qui peuvent surgir avec le vin. On sait par contre que la nature des protéines a
une influence. Leur caractérisation est donc d’un grand intérét.

En outre, I'étude de la fraction protéique est intéressante en tant que critére de
caractérisation variétale (WOLFE, 1976), ce qui a été démontré pour d’autres espéces
végétales (COOKE, 1984).

Le présent travail analyse, au moyen de techniques électrophorétiques (électro-
phorése sans agents dénaturants, électrophorése sur SDS et focalisation
isoélectrique), la fraction protéinique de modlts de différentes variétés de raisin de
cuve, a divers degrés de maturité et en provenance de différentes vendanges.

Une partie de ce travail a été présentée au lle Congrés Mondial de Technologie des Aliments, a
Barcelone (1987).



MATERIELS ET METHODES
|. ECHANTILLONS

Modts de raisin des variétés Garnacha, Tempranillo, Airén, Pardillo, Jaén, Maca-
beo et Xarel-lo, qui ont été obtenus au laboratoire et conservés a — 20° C jusqu’a leur
analyse.

Il. METHODES ANALYTIQUES
Azote total : Méthode Kjeldahl.
Azote aminé : est estimé égal au total de I'azote des acides aminés libres détermi-
nés par chromatographie liquide a haute performance (MARTIN et al., 1984).
Fraction protéique :

a) Préparation de I'échantillon. On dialyse 100 ml de mo(t face a de I'eau Mili-RO
(Millipore Corp. Bedford, MA) a une température de 4° C pendant 48 heures. Puis on
procede a la concentration en introduisant les sacs de dialyse dans des solutions de
polyéthylene glycol (PM = 20.000) a 20 p. 100. On recueille le reste avec 1 ml d’eau
Mili-RO, on centrifuge a 12.000 g pendant 30 minutes et on recueille le surnagent.

b) Dosage des protéines totales. |l est effectué sur les échantillons préparés
comme indiqué ci-dessus, par la méthode BRADFORD, (1976).

c) Electrophorése sur gel de polyacrylamide.

On a suivi la méthode de HILLIER (1976) en employant des plaques de 170 x 130
x 0,7 mm, la composition du gel étant T = 9,4 p. 100, C = 4,25 p. 100. Les solutions
tampons utilisées sont la Tris-HCl pH = 8,9 pour la préparation du gel et la Tris-glycine
pH = 8,3 pour les électrodes.

On a essayé trois formes différentes de coloration : a) au bleu brillant de Coomas-
sie G-250 selon BLAKESLEY et BOEZI, (1977), dont la principale caractéristique est de
ne pas nécessiter de déteinte; b) en appliquant la technique précédente avec le méme
colorant purifié selon NEUHOFF et al., (1985) et c) au nitate d'argent selon MERRIL et
al., (1981).

d) Electrophése sur SDS

On a utilisé la méthode de LAEMMLLI, (1970) avec un gel de concentration T = 5
p. 100 et C = 1,4 p. 100 et un gel de résolution T = 10 p. 100 et C = 2,7 p. 100.

On a révélé selon la méthode décrite par HAMES, (1985) en employant comme
colorant le bleu brillant de Coomassie R-250 a 0,1 p. 100 dans une solution d’eau :
méthanol : acide acétique (5:5:2) pendant une nuit et, pour la déteinte, une solution
aqueuse d’alcool isopropylique a 12,5 p. 100 et d’acide acétique a 10 p. 100 pendant
48 heures.

Les poids moléculaires ont été déterminés par comparaison a des protéines éta-
lons : phosphorylase b (94.000), sérum-albumine bovine (BSA) (67.000), ovalbumine



(43.000), anhydrase carbonique (30.000), inhibiteur de la trypsine du soja (21.000) et
a-lactalbumine (14.400), de Pharmacia Fine Chemicals.

e) Focalisation isoélectrique.

On a utilisé un appareil LKB Multiphor 2117 & circuit de refroidissement. La focali-
sation isoélectrique a été réalisée a 5° C sur un gel de 0,2 mm d’épaisseur, ayant une
composition T = 7,5p. 100 et C = 3 p. 100, avec un gradient de pH de 3,52 9,5, pré-
paré au laboratoire. On fait une préfocalisation de 40 minutes a 1200 V, 50 mA et 10 W
et, aprés la mise en place de I'échantillon, on procéde a la focalisation pendant 80
minutes & 1500 V, 50 mA et 30 W.

Le pH a été mesuré a des intervalles de 1 cm a la surface du gel avec une élec-
trode de surface LKB, a 5°C; le gel a été coloré au bleu brillant de Coomassie G-250
en appliquant la méthode de BLAKESLEY et BOEZI, (1977).

RESULTATS ET DISCUSSION

Le tableau | donne les teneurs en azote total, en azote aminé et en protéine totale
ainsi que le degré Baumé des échantillons analysés. Il permet de constater que la
teneur en protéine présente des valeurs comprises entre 1,0 et 5,0 mg de BSA par litre
et que cet azote ne dépasse en aucun cas 0,38 p. 100 de I'azote total des modts. Ces
valeurs ressemblent a celles signalées, pour des raisins cultivés au Japon, par YOKOT-
SUKA et al., (1977), qui estiment que la protéine comme le total des acides aminés des
échantillons dialysés, et elles sont inférieures a celles données par HSU et HEATHER-
BELL, (1987), qui dosent directement la protéine dans I'échantillon selon la méthode
BRADFORD.

Les études préalables qu’il a fallu réaliser pour aboutir aux déterminations électro-
phorétiques des protéines des modts nous permettent de faire les observations géné-
rales suivantes : a) I'échantillon doit étre concentré au moins 100 fois et la quantité de
protéine appliquée sur le gel doit étre supérieure a 10 ug; b) I'utilisation comme révéla-
teur du bleu brillant de Coomassie G-250 purifié selon NEUHOFF et al., (1985), réduit
considérablement le fond, ce qui permet d'apercevoir plus nettement les bandes
minoritaires.

Le tableau Il montre que les bandes détectées lors de I'électrophorése des mo(ts
sur gel de polyacrylamide avec deux colorations distinctes (au bleu Coomassie. G-250
purifié et au nitrate d’argent). On repére en tout 13 bandes dont certaines (bandes E,
K, L et M) n’apparaissent qu'avec la coloration au nitrate d’argent et d’autres (Bandes
B et H), gu’avec la coloration au bleu de Coomassie. Les deux méthodes de révélation
sont complémentaires.

On observe dans la figure 1 des différences entre les électrophorégrammes de
mo0ts de raisins de variétés différentes et, en revanche, des similitudes entre les élec-
trophorégrammes de modts de raisins de la méme variété. Ces résultats nous indi-
quent qu'il est possible que I'électrophorése de HILLIER soit une bonne technique
pour distinguer les variétés de raisin, ce qu'’il faudra confirmer avec un plus grand
nombre d’'échantillons.
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Fig. 1. — Densitogramme des bandes électrophorétiques des modts de raisin, sur gel de polyacrylamide, colorées par le Bleu
Coomassie G-250. (TLC-Scanner, Shimadzu CS-930).
a) Tempranillo, n° 4; b) Airén, n° 6; c) Macabeo, n° 10; d) Xarel-lo, n°® 11; e) Xarel-lo, n° 12.



Le tableau Il donne la répartition des poids moléculaires détectée par électropho-
rése sur SDS pour un ensemble de mo(ts. Les modts 1, 2, et 3, qui correspondent a la
variété Garnacha, proviennent de la méme vendange et du méme vignoble, la diffé-
rence résidant dans le degré de maturation. L'échantillon du raisin le plus mar fait
apparaitre une bande qui n’est pas trés bien définie, de poids moléculaire approximati-
vement égal a 43.000, et qui n'existe pas dans les modts des raisins moins mars. A
I'intérieur du groupe des bandes a poids moléculaire moindre, la bande majoritaire du
mo0t du raisin moins mar, qui a un poids moléculaire d’environ 21.000, diminue
d’intensité & mesure que la maturation progresse. |l apparait parralellement une bande
a PM = 18.500, qui augmente au fil de la maturation.

TABLEAU il

Bandes détectées par électrophorése sur SDS polyacrylamide
dans les moits de raisin.

Poids Garnacha Airén Macabeo
moléculaire 1 2 3 5 10
43.000 — -— + + —
23.000 — — — + —
21.000 + + + + — —
20.500 — -— + + +
19.500 - — — + —
19.000 + + — + —
18.500 + ++ ++ — +
17.500 — + + — +
16.500 + + + — +
15.500 - - — + —

La répartition des poids moléculaires des mo(ts des raisins des variétés Airén et
Macabeo différe de celle des moUts de la variété Garnacha. Dans tous les échantillons
analysés, on constate la prédominance des fractions correspondant a des protéines
de poids moléculaire compris entre 16.500 et 25.000 daltons. LAMIKANRA, (1987)
trouve, dans les raisins Muscadine, des protéines d’un poids moléculaire de 100.000
daltons mais ce méme auteur précise qu’il n’est pas courant de trouver dans les raisins
des protéines d’un poids moléculaire supérieur a 30.000 daltons. Dans un des pre-
miers travaux ou 'on appliqué I'électrophorése sur gel de polyacrylamide a I'étude des
mo(ts et des vins, FEUILLAT et al., (1972), trouvent deux groupes de protéines dans
des moUts de raisins de la variété Chardonnay, I'un d’un poids moléculaire égal ou
supérieur a 150.000 et I'autre, voisin de 50.000. DUBOURDIEU et al.,, (1986), par



chromatographie liquide haute performance de tamisage moléculaire fractionnent des
protéines d’un vin blanc sec. Les pics majoritaires qu'ils obtiennent correspond a des
protéines de poids moléculaires voisins de 29.000 et 25.000 daltons.

Les points isoélectriques des protéines des modts analysés par focalisation isoé-
lectrique sont compris entre 3,5 et 6,0, les bandes a point isoélectrique inférieur étant
majoritaires. Le grand nombre des bandes observées, dans une gamme étroite de pH,
rend l'interprétation des résultats difficile et, au stade actuel de I'expérimentation, il ne
permet pas d’en tirer des résultats concluants. Ce qu’on peut néanmoins affirmer au
vu des résultats, c’est que dans les bandes apparues dans les diagrammes électro-
phorétiques des tableaux Il et Ill, qui correspondent a des protéines dont le poids
moléculaire et la mobilité électrophorétique coincident, il pourrait y avoir regroupement
de protéines de nature différente.
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S.A. de San Sadurni de Noya (Barcelone).
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RESUME

En recourant & des techniques électrophorétiques (électrophorése sans agents dénaturants,
électrophorese sur SDS et focalisation isoélectrique), on étudie la fraction protéique de modts de
raisins des variétés Garnacha, Tempranillo, Airén, Pardillo, Jaén, Macabeo et Xarel-lo. On
observe des différences entre les modts des différentes variétés de raisin et entre les modts de la
méme variété a divers degrés de maturité.

SUMMARY

The study of the proteic component in grape-musts, based upon Grenache, Tempranillo,
Airén, Pardillo, Jaén, Macabeo and Xarel-lo grapes using electrophoretic methods of investiga-
tion (electrophoresis without denaturants, SDS electrophoresis and isoelectric focalization) shows
some differences between the musts depending on the grape variety, but also within the musts
of the same grape variety at different stages of maturation.
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