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INTRODUCTION

L'azote organique ne présente pas dans les vins une composition
moyenne constante. La teneur varie :

— en quantité : d'un cépage a un autre, d'une année a l'autre, et
selon le mode de vinification ;

— en qualité : les trois fractions principales de l|'azote organique
(acides aminés, peptides et protéines) peuvent étre dans des rapports
différents selon les conditions climatiques, culturales, etc...

L'azote aminé et l'azote protéique ont déja fait 'objet de plusieurs
études dans les moits et les vins. On peut citer de fagon non exhaustive :
DUPUY et al. (1968), POUX et OURNAC (1970), FEUILLAT et BERGERET
(1967, 1972, 1973), FEUILLAT (1974), POUX (1974), BIDAN (1975).

L'azote peptidique représente, quantitativement la fraction la plus
importante de l'azote total (25 a 40 p. 100), selon POUX et OURNAC
(1970) et FEUILLAT (1974). Son rdle cenologique reste cependant mal
défini. Les oligopeptides pourraient étre assimilés par les levures au
méme titre que les acides aminés et jouer également un rdle dans le
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développement des bactéries lactiques, alors que les polypeptides pour-
raient, comme les protéines, intervenir sur la stabilité physico-chimique
des vins.

En outre, les vins contiennent, en quantité beaucoup pius faible,
d'autres formes d'azote organique : azote vitaminique, azote amidé.

Dans ce travail, nous nous intéressons plus spécialement a la fraction
« nucléique » de l'azote du vin qui est mal connue, non seulement du
point de vue de sa composition qualitative et quantitative, mais encore
a cause de lignorance actuelle de son importance cenologique. La
présence de bases azotées puriques et pyrimidiqgues a été mise en
évidence dans les travaux réalisés dés 1958 par BOURDET et HERARD.
En 1965, TERCELJ isole des nucléosides et des nucléotides. Par fraction-
nement des constituants du vin sur colonne de Séphadex G 25, SOMERS
et ZIEMELIS (1972) montrent que certains composés absorbant dans
I'ultra-violet sont d'origine nucléique et non d’origine phénolique comme
cela avait été supposé. Par une technigue semblable, FEUILLAT et
BERGERET (1973) isolent des fractions renfermant des peptides en
mélange ou en association avec des composés présentant les caracté-
ristiques spectrales et colorimétriques des nucléotides. Par une voie
différente et suivant les résultats obtenus par DELISLE et al. (1961} sur
la levure de biere, MORFAUX (1968) a montré, en étudiant I'exsorption
de l'azote soluble chez S. cerevisiae, qu'une certaine fraction de ['azote
soluble excrété par les levures aprés fermentation est vraisemblable-
ment de nature nucléotidique.

Les techniques généralement préconisées pour la purification de la
fraction nucléique des milieux biologiques telles que la précipitation
par l'acide trichloracétique, les chromatographies d'adsorption sur
polyvinyl-pyrrolidone ou sur charbon actif ont fait 'obiet d'essais dans
le vin par GENEST (1974) mais aucune n'a donné pleinement satisfaction
a4 cause des pertes trop importantes de nucléotides pouvant résulter.
soit de leur hydrolyse partielle par les acides forts mis en ceuvre, soit
de leur élution incompléte sur les adsorbants.

Dans cette étude, ces techniques ont été remplacées par des chro-
matographies successives du vin sur échangeur d’ions et sur colonne
de Séphadex. Ces traitements permettent d'isoler et de purifier la
fraction nucléotidique du vin qui est ensuite analysée par chromato-
graphie sur échangeur d’anions.



MATERIEL ET METHODES

1. — Principe de la méthode de séparation et de purification des
nucléotides du vin.

La méthode consiste i fixer les acides aminés et les oligopeptides
du vin (azote cationique) par chromatographie sur colonne échangeuse
de cations, puis a extraire et a purifier les nucléotides présents dans les
eaux de lavage (azote anionique et neutre) par passages successifs sur
colonne de Séphadex G 10 qui exclut les composés recherchés, puis sur
colonne de Séphadex G 25 qui permet I'élimination des protéines et des
polypeptides. La fraction d'éluat ainsi purifiée et concentrée est chroma-
tographiée sur colonne échangeuse d'anions en vue de séparer les
nucléotides du vin.

2. — Matériel et réactifs.

« Colonne échangeuse de cations : Une colonne de verre de 1 cm
de diametre et d'une hauteur de 20 cm est remplie de résine cationique
Dowex 50 x 4 (20-50 mesh) et mise sous forme H* par passage d'acide
chlorhydrique N puis lavage a l'eau distillée jusqu'a élimination des
chlorures.

. Colonnes de Séphadex G 10 et de Séphadex G 25 : On utilise des
colonnes en verre d’'une section de 4,9 cm?, d'une hauteur de 50 cm pour
le Séphadex G 10 et d'une hauteur de 100 cm pour le Séphadex G 25.
Les gels sont d’abord mis & gonfler dans un excés d'éluant constitué par
le mélange & volumes égaux de tampon acétate pH 6 et d'une solution
de NaCl 0,1 M. Le débit des colonnes est réglé & 40 ml par heure a |'aide
d'une pompe péristaltique. L'éluat est collecté par fractions de 3 ml,
puis analysé par absorption dans l'ultra-violet (260 nm) & l'aide d'un
nasseur d'échantillons monté en association avec un spectrophotométre
a4 double faisceau équipé d'une cuve a circulation et lui-mé&me couplé avec

un enregistreur potentiométrique.

Les recherches de ribose d'origine nucléique sont effectuées dans
les mémes fractions d'éluat par coloration a I'orcinol en milieu perchlo-
rique, puis absorptiométrie & 665 nm. Enfin, la caractérisation des peptides
présents dans I'éluat en mélange ou en association avec les nucléotides

est faite a l'aide de colorations a la ninhydrine & 95 °C,



« Colonne échangeuse d’anions : L'échangeur est la résine Dowex
1 x 8 (50-160 mesh) utilisée sous forme formiate dans une colonne de
1 cm de diameétre et remplie de résine sur 40 cm de hauteur.

La régénération de la résine est effectuée par le passage d'acide
formique de normalité croissante : 1N, 2N, 3N, 4N et par des lavages
a l'eau bipermutée.

L'échantillon est déposé au sommet de la colonne. Avant de com-
mencer |'élution, la résine est lavée par 50 ml d’eau bipermutée afin
d’'éliminer les substances non fixées.

L'élution se divise en deux phases :

— premiére phase constituée par le gradient de pH : H,O (250 ml) —
HCOOH 4N (250 ml)

— seconde phase constituée par le gradient de concentration
HCOOH 4N (250 ml) — HCOONH, 2M (250 ml).

Le méme appareillage que celui décrit pour la chromatographie sur
Séphadex est mis en ceuvre :

— une pompe péristaltique qui assure un débit de la colonne de 30 ml
par heure

— un collecteur de fractions (fractions collectées par 3 ml)

— un passeur d'échantillons couplé avec un spectrophotométre pour
|'étude des fractions d'éluat par absorption dans l'ultra-violet 4 260 nm.

3. — Mode opératoire.

Les différentes opérations du traitement d'un échantillon de vin se
succédent dans Il'ordre indiqué au tableau I.

Chacun des traitements proposés pour l'isolement et la purification
des nucléotides du vin a été préalablement vérifié avec une solution
aqueuse de nucléotides témoins correspondant au mélange AMP, CMP,
GMP, UMP, ATP.



TABLEAU 1
Organigramme des manipulations pour séparer les nucléotides du vin

Echantillon de vin (100 ml)
chromatographie sur Dowex 50 x 4

Eaux de lavage (300 ml)
concentration par lyophilisation

l

Eaux de lavage concentrées (10 ml)
chromatographie sur Séphadex G 10

!

Fraction de |'éluat
renfermant les substances exclues (60-150 ml)
Cette fraction correspond au premier pic absorbant dans l'ultra-violet
concentration par lyophilisation

l

Fraction concentrée (10 ml)
chromatographie sur Séphadex G 25

Fraction de ['éluat
renfermant les substances non exclues (240-525 ml)
concentration par lyophilisation

|

Fraction concentrée (5 ml)

Chromatographie sur Dowex 1 x 8
des nucléotides

l

RESULTATS
|. — Isolement et purification des nucléotides
1. — Analyse de solutions de composition connue en nucléotides.

La chromatographie sur résine Dowex 50 x 4 de 50 ml d'une solu-
tion de nucléotides témoins (fig. 1) et I'étude de I'éluat par absorption



dans l'ultra-violet (260 nm) montrent que, dans les conditions expéri-
mentales précédemment exposées, la totalité de ces composés est
éluée par 300 ml d'eau qui constitueront donc le volume utilisé pour
le lavage de la résine lors du traitement d'un échantillon de vin.

D.O. x 100
r'

100

T T 1 T
0 60 120 180 240 300 Ve (ml)
Fig. 1. — Chromatographie sur résine Dowex 50 x 4 d'un mélange de nucléotides témoins.
Les teneurs, exprimées en mg par litre, sont les suivantes :

AMP : 14 ATP  : 09
GMP : 1.2 utP : 0,6

UMP : 0,7 (passage de 2,5 ml)

De méme, la chromatographie sur colonne de Séphadex G 10 (fig. 2)
indigue que pour cette qualité de gel, les nucléotides sont élués dans
un volume de tampon sensiblement égal au volume d'exclusion de la
colonne déterminé a ['aide d'une solution de bleu de dextrane
(PM = 2.10%) a 0,2 p. 100. Par contre, par chromatographie sur colonne
de Séphadex G 25 (fig. 3), il apparait que les nucléotides subissent un
début de fractionnement compte tenu de leur diffusion dans le gel et

qu'un volume important d'éluat doit &tre collecté (300 a 600 ml) pour
les recueillir quantitativement.
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Fig. 2. — Etalonnage d'une colonne de Séphadex G 10 par une solution aqueuse de nucléotides témoins.
Les teneurs, exprimées en mg par litre, ,sont les suivantes :
AMP : 0,45 UMP : 0,46
CMP : 0,60 ATP  : 0,70
GMP : 0,53 UtP  : 0,36
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Fig. 3. — Chromatographie sur colonne de Séphadex G 25 d'une solution de nucléotides témoins (10 ml).
Les teneurs, exprimées en mg par litre, sont les suivantes :
AMP : 0,07 UMP : 0,06
CMP : 0,07 ATP  : 0,08
GMP : 0,03 utp  : 0,08
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2. — Analyse du vin.

La chromatographie sur Séphadex G 10 des eaux de lavage de la
colonne de Dowex 50 x 4 préalablement concentrées par lyophilisation
(fig. 4) permet de séparer une fraction d’éluat (60 a 150 ml) dont
I'absorption dans l'ultra-violet correspond au moins partiellement a la
présence des nucléotides du vin, étant donné, d'une part I'exclusion de
ces composés Vérifiée précédemment et étant donné d'autre part la
coloration positive a l'orcinol qui indique la présence de ribose.

D.O. x 100
S

100 4

>

60 120 180 240 300 Ve (mt)

1]

—-——— Absorption a 260 nm,

— . — Absorption a 665 nm aprés coloration a ['orcinoi.

— — — Absorption a 260 nm aprés enrichissement en nucléotides.
....... Coloration a !a ninhydrine.

Fig. 4. — Chromatographie sur colonne de Séphadex G 10 des eaux de lavage de la colonne de
Dowex 50 x 4 concentrées a 10 ml.

L'enrichissement en nucléotides de cette méme fraction d'éluat
ramenée par ailleurs a 10 ml par concentration sous vide a basse
température, puis chromatographiée de nouveau sur Séphadex G 10,
confirme parfaitement le volume d'élution des composés recherchés.

La chromatographie sur Séphadex G 25 (fig. 5) permet d'éliminer
par exclusion (150 a 225 ml) des protéines et des polypeptides
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(PM = 5000) qui, jusqu'a ce stade, étaient encore contenus dans les
fractions traitées et dont la présence correspondait, au moins partielle-
ment, aux colorations positives a la ninhydrine de ces mémes fractions.

D.0. x 100
4

tecesesenna.,

1004

50

T v >

150 240 300 360 450 525 600 Ve (ml)

-——— Absorption dans I'ultra-viclet 3 260 nm

X Absorption a 665 nm aprés coloration a |'orcinol
....... Coloration a la ninhydrine
— — — Zone d’élution du bleu de dextrane

Fig. 5. — Chromatographie sur colonne de Séphadex G 25 de la fraction d'éiuat (60-150 ml)
de fa colonne de Séphadex G 10 concentrée a 10 mi,

L'éluat collecté au-dela du volume d'exclusion est analysé a la fois
par absorption dans l'ultra-violet, par coloration a I'orcinol et par coloration

a la ninhydrine. Aprés enregistrement, on observe trois zones distinctes
d'élution

— la premiére (240 & 360 ml) absorbe peu dans l'ultra-violet mais
donne des colorations a |'orcinol franchement positives avec un maximum
d'absorption & 665 nm ;
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— la seconde (360 a 450 ml) absorbe fortement dans l'ultra-violet,
colore fortement la ninhydrine mais donne, avec l'orcinol, des colorations
de nuance jaune ne présentant plus de maximum a 665 nm ;

— la troisieme (450 a 525 ml) présente les mémes caractéristiques
que la premiére : faible absorption dans I'ultra-violet, colorations positives
a l'orcinol.

D’aprés ces observations, on peut supposer que la premiére fraction
d’'éluat qui absorbe le moins dans l'ultra-violet renferme essentiellement
des composés contenant du ribose et vraisemblablement des nucléotides,
puisque les pentoses a l'état libre et les nucléosides pouvant étre présents
dans le vin et interférer dans les colorations a l'orcinol ont été éliminés
par tamisage moléculaire lors de la chromatographie sur Séphadex G 10.
La forte absorption dans l'ultra-violet de la deuxiéme fraction d'éluat
caractérise plutdét la présence de polyphénols en mélange avec des
composés azotés positifs a la ninhydrine et également avec des reliquats
de nucléotides qui, comme nous l'avons vu lors de I'étalonnage de la
méme colonne avec des mélanges témoins, diffusent largement dans le
gel et qui, d'ailleurs, redonnent une coloration a l'orcinol franchement
positive en fin d’élution.

C’est donc I'ensemble des fractions d'éluat non exclues sur Séphadex
G 25 qui sera concentré en vue d'une séparation des nucléotides sur la
colonne de résine Dowex 1 x 8.

Il. — Chromatographie sur résine Dowex 1 x 8.
1. — Analyse qualitative.

La colonne est préalablement étalonnée par un mélange connu de
nucléotides en vue de repérer la zone d'élution de chacun d'eux et d’en
déterminer les principales caractéristiques spectrométriques.

Pour tous les essais effectués, nous avons obtenu un chromatogramme
semblable a celui donné sur la figure 6. L'élution se fait en fonction de la
polarité avec, dans l'ordre :

— les nucléotides monophosphates : CMP, AMP, GMP, UMP ;
— les nucléotides diphosphates ;

— les nucléotides triphosphates



et nous avons vérifié que le traitement préalable des solutions par passa-
ges successifs sur colonne échangeuse de cations et sur colonnes de
Séphadex ne modifie pas cette courbe d'élution.
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Enregistrement de |'absorption dans I'ultra-violet a 260 nm
Fig. 6. — Chromatographie sur résine échangeuse d'ions Dowex 1 x 8 d'un mélange de nucléotides (3 ml}.
Les teneurs, exprimées en mg par litre, sont les suivantes :
AMP : 14 APT : 09
CMP : 1,1 UTP  : 0,6
GMP : 0,7 upP : 1,0
UMP : 1.2 ADP 0.9
TABLEAU 1I

Caractéristiques de I’éluat de la colonne de Dowex 1 x 8
aprés chromatographie d’'un mélange de nucléotides de composition connue

Al i u spectre D.O. nm s

Volume, duton | MR b speetre) - DO, 200 | Jae, e
(nm) D.0. 260 nm isolés
75 - 110 272 1,31 C.M.P.
110 - 250 256 0,26 A.M.P.
250 - 500 254 0,60 G.M.P.
500 - 675 260 0,80 U.M.P.
675 - 700 254 0,40 A.D.P.
700 - 750 260 0,32 u.D.P.
750 - 950 256 0,33 A.T.P.
950 - 1150 260 0,50 U.T.P.
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Les caractéristiques des fractions séparées sont données dans le
tableau Il et l'identification en est faite par référence aux spectres des
solutions pures de chacun des nucléotides analysés.

La chromatographie dans les mémes conditions d'un vin de Char-
donnay récolté en Champagne et préalablement fractionné selon le pro-
tocole décrit, aboutit, aprés enregistrement dans l'ultra-violet et colo-
ration a la ninhydrine des fractions d'éluat, au profil des séparations
représenté sur la figure 7.

A

40

304

cMP

20

CMP

Di. et triphosphates

300 460 500 600 700 800 900 Ve (ml)

Enregistrement de l'absorption a 260 nm des fractions d'éluat.
-— — — Coloration a la ninhydrine.

Fig. 7. — Chromatographie sur colonne de Dowex 1 x 8 d'un vin de Chardonnay récolté en Champagne,
préalablement fractionné sur colonne échangeuse de cations et sur colonne de Séphadex.

Une premiére zone d’élution (0-100 ml) correspond aux substances
non fixées sur la résine et les réactions positives a la ninhydrine indi-
quent la présence de composés neutres.

Au-dela de 100 ml d’élution, il y a séparation de plusieurs fractions

absorbant dans l'ultra-violet, ne colorant pas la ninhydrine et dont les
caractéristiques spectrales (tableau lll) sont semblables a celles des
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nucléotides témoins avec, en particulier, 'identification possible de quatre
nucléotides monophosphates : le C.M.P., 'AM.P., le G.M.P. et I'U.M.P.
Un cinquiéme nucléotide monophosphate pourrait étre, d’aprés les pro-
priétés spectrales, le T.M.P. Par contre, les nucléotides di et triphospha-
tes ne sont présents qu'en faible quantité et leur séparation dans |'échan-
tillon analysé n'a pas été possible, la fraction d’éluat correspondante
(650-900 ml) pouvant renfermer en mélange I'A.D.P., 'U.D.P. et I'AT.P.

TABLEAU lli

Caractéristiques de I’éluat de la colonne de Dowex 1 x 8
aprés chromatographie d’'un vin de Chardonnay préalablement fractionné
sur colonne échangeuse de cations et sur colonnes de Séphadex

- Maximum r 0. 2 nm r s
Volume détution | ML o spectre| - DO. 280 nm | ature des |
(mD) (nm) D.O. 260 nm identifiés
100 - 130 276 1,49 C.M.P.

i 130 - 200 256 0,38 AM.P.
300 - 475 254 0,60 G.M.P.
475 - 550 260 0,26 T.M.P.
550 - 650 260 0,75 U.M.P.
650 - 900 262 0,59 A.D.P., UD.P,

ATP. CTP.
2. — Analyse quantitative.

Un essai d'analyse quantitative des nucléotides du vin a été réalisé
en intégrant les pics d’absorption repérés dans l'ultra-violet :

— pour le chromatogramme d'un échantillon de vin d'une part,

— pour le chromatogramme de la solution de composition et de
concentration connues en nucléotides, d'autre part.

La comparaison des aires obtenues pour chaque nucléotide nous a
permis d'établir le tableau IV.

Les résultats obtenus n'ont qu'une valeur indicative & cause des
manipulations successives pouvant entrainer des pertes et du fait que
nous n'avons pas tenu compte du degré d'hydratation des nucléotides

témoins.
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Cependant, il convient de retenir la faible teneur du vin en nucléoti-
des : 6,40 mg d'azote par litre, ce qui représente un peu moins de 1 p. 100
de l'azote total qui, déterminé selon la méthode de Kjeldahl, s'élevait
pour |'échantillon traité a 683 mg d'azote par litre. Parmi les nucléotides
identifiés, il y a dominance de |'acide guanylique monophosphate.

TABLEAU IV

Essai de dosage des nucléotides du vin
Teneur Teneur Teneur

Nucléotides Pourcentage (mg d'azote
(mg par 1) (p. 100)

par )
C.M.P. 8,50 20,50 1,00 15,60
AM.P. 1,80 4,30 0,30 4,60
G.M.P. (+T.MP) 19,30 46,70 3,70 57,80
U.M.P. 7,10 17,10 0,60 9,20
Di- et tri-

phosphates 4,68 11,10 0,80 12,50
Total 41,30 100,00 640 100,00

CONCLUSION

Le fractionnement des composés azotés du vin par échange d'ions
et par tamisage moléculaire permet d'isoler et de concentrer une fraction
renfermant les nucléotides libres qui sont ensuite séparés, identifiés et
dosés par chromatographie sur une colonne échangeuse d'anions.

La méthode proposée reste assez longue et laborieuse. Nous nous
efforcons actuellement de la simplifier et d'en améliorer la sensibilité
en réduisant le nombre des manipulations.

Toutefois, compte tenu de la faible teneur du vin en nucléotides,
seules une concentration et une purification suffisamment poussées pour-
ront permettre un dosage précis de ces constituants et I'étude de leur
évolution au cours de l'élaboration et du stockage du vin.

Le résultat obtenu estimant la teneur en azote nucléotidique 2
environ 1 p. 100 de 'azote total dans un vin de Chardonnay avant champa-
gnisation est comparable aux résultats trouvés dans d'autres vins par
TERCELJ (1965) précédemment cité. Dans un travail plus récent égale-
ment cité, POUX (1974) isole 3 partir d'un mo(t de Grenache blanc, une
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fraction d'azote anionique représentant aussi environ 1 p. 100 de |'azote
total. Cette fraction renferme trés certainement les nucléotides appotr-
tés par le raisin et elle est enrichie par le chauffage des vendanges.

Le facteur le plus important de la teneur du vin en nucléotides reste
certainement le séjour sur lie, ces composés pouvant étre libérés par la
cellule de levure, a la fois par exsorption et par autolyse, selon des
mécanismes plus souvent évoqués pour l'enrichissement en acides ami-
nés. L'un d’entre nous (FEUILLAT, 1974) a déja souligné !'importance
toute particuliéere de ces phénomeénes d'échange entre la levure et le vin
pour I'élaboration des vins mousseux, I'une des supériorités de la méthode

champenoise pouvant relever d'échanges particulierement intenses.

Les effets des nucléotides sur les caractéres organoleptiques des
produits alimentaires sont actuellement reconnus. Ainsi, I'addition d’'acide
guanylique monophosphate peut augmenter la flaveur d'un aliment. La
formation a partir de I'acide adénylique triphosphate de corps a saveur
amére caractéristique, tels que l'inosine et [I’hypoxanthine identifiés
notamment dans la viande en cours de maturation, a été également envi-
sagée en brasserie, un stockage prolongé de la bigre sur levure pouvant

lui communiquer un caractére « dry ».

Les coenzymes nucléotiques tels que le N.AD., le F.A.D. peuvent,
en tant que transporteurs d’hydrogéne et par réaction avec les acides
aminés soufrés, jouer un rbéle important dans la formation des golts de
réduction et de « lumiére » auxquels sont particulierement sensibles les
vins champagnisés.

Ainsi, malgré sa faible teneur, la fraction nucléotidique du vin mérite
d'étre mieux connue.

RESUME

La fraction de 'azote « nucléique » du vin est mal connue, non seule-
ment du point de vue de sa composition, mais encore & cause de |'igno-
rance actuelle de son importance cenologique. Cette étude propose une
technique permettant d'isoler et de purifier la fraction nucléotidique de
I'azote libre qui est ensuite analysée par chromatographie sur échan-
geur d’ions.

Manuscrit le 2 février 1976.
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