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corresponents a aquestes fraccions 

(Figura 2). Ja s’ha descrit en el primer 

apartat d’aquest capítol, la presència 

en el precipitat natural de polisacàrids 

i de polifenols, aquests podrien estar 

presents en aquestes fraccions ja que 

la seva densitat de càrrega és molt 

baixa, i no s’enganxaran a la 

columna, essent així els primers pics 

que eluiran. En la fracció F9 tampoc 

no s’observa cap banda, en aquest 

cas però pot ser degut a la 

concentració de proteïna de la mostra, ja que en el cas del vi abans de precipitar si que 

s’observa banda. En la fracció F6 es poden deduir dues bandes entorn als 20 KDa. 

Només s’ha identificat proteïna en la fracció F12 del vi abans de precipitar, en la resta 

de fraccions malgrat haver-hi una concentració suficient de proteïna per la identificació 

mitjançant MALDI-TOF/TOF, els espectres generats presenten fragments de masses molt 

petites. Ja hem descrit en l’apartat anterior algunes de les causes per les quals aquests 

espectres no ens permeten la identificació de cap proteïna.Tot seguit es mostren els 

espectres de masses d’aquestes fraccions. 

26.6 KDa

16.9 KDa

14.4 KDa
6.5 KDa

F1 F2+F3 F6 F9
97.4 KDa

66.2 KDa

45 KDa

31 KDa

21.5 KDa

14.4 KDa

26.6 KDa

16.9 KDa

14.4 KDa
6.5 KDa

F1 F2+F3 F6 F9
97.4 KDa

66.2 KDa

45 KDa

31 KDa

21.5 KDa

14.4 KDa

Figura 2: SDS-PAGE emprant tinció amb plata de 
les fraccions obtingudes per separació amb 

cromatografia líquida d’intercanvi catiònic del 
precipitat natural. 

TOF1 (F1 Vi abans precipitar) TOF1 (F2+F3 Vi abans precipitar)

TOF1 (F4 Vi abans precipitar) TOF1 (F5 Vi abans precipitar)
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A continuació es mostra 

l’espectre de masses obtingut en la 

identificació per MALDI-TOF/TOF de 

la fracció F12. El primer espectre és el 

generat pel TOF1 i el segon pel 

TOF2. Segons la base de dades 

Mascot Search Results, aquests 

espectres de dades corresponen a la 

proteïna VVTL1 de Vitis vinifera. 

Aquesta proteïna encara no s’havia identificat en el vi abans de precipitar, ja que sempre 

l’haviem detectat en el precipitat natural. La fracció F12, estarà formada per les proteïnes 

més carregades ja que serà la última fracció en eluir, necessitarà una concentració de NaCl 

molt elevada per poder desenganxar-se de la columna. La VVTL1 té un pI de 5.09, llavors 

les proteïnes de la resta de bandes del vi abans de precipitar, tenen un pI encara més baix. 

TOF1 (F6 Vi abans precipitar) TOF1 (F7 Vi abans precipitar)

TOF1 (F10 Vi abans precipitar) TOF1 (F11 Vi abans precipitar)

TOF1 (F12 Vi abans precipitar)

TOF1 (F8 Vi abans precipitar) TOF1 (F9 Vi abans precipitar)
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No s’ha identificat cap de les fraccions d’intercanvi catiònic del precipitat mitjançant 

MALDI-TOF/TOF, els espectres generats presenten fragments de masses molt petites, 

aquests espectres de masses es mostren a continuació. 

 

La separació del precipitat per intercanvi catiònic no afavoreix la identificació de les 

proteïnes presents en aquest, a diferència de la exclusió molecular. 

 

Sequence Coverage: 9% 
 
Matched peptides shown in Bold Red 
 
     1 MRFTTTLPIL IPLLLSLLFT STHAATFDIL NKCTYTVWAA ASPGGGRRLD 
    51 SGQSWTITVN PGTTNARIWG RTSCTFDANG RGKCETGDCN GLLECQGYGS 
   101 PPNTLAEFAL NQPNNLDYID ISLVDGFNIP MDFSGCRGIQ CSVDINGQCP 
   151 SELKAPGGCN NPCTVFKTNE YCCTDGPGSC GPTTYSKFFK DRCPDAYSYP 
   201 QDDKTSLFTC PSGTNYKVTF CP 

   Accession   Mass   Score  Description 
1. gi|2213852  23953 182  VVTL1 [Vitis vinifera]

 

TOF2 (F12 Vi abans precipitar)

TOF1 (F2+F3 Precipitat)TOF1 (F1 Precipitat)

TOF1 (F6 Precipitat) TOF1 (F9 Precipitat)
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Capítol 1.4: 
 

 

 Electroforesis en gel del vi abans i 
desprès de la precipitació natural. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

3. Isoelectroenfoc: IEF-PAGE. 
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En els apartats 1.1 i 1.2 s’ha descrit àmpliament la distribució proteica en el precipitat 

total, i en les diferents fraccions obtingudes per cromatografia líquida d’exclusió molecular 

(F1+F2, F3, F4), mitjançant la tècnica d’electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants 

(SDS-PAGE), no desnaturalitzants (Native-PAGE) i en isoelectroenfoc (IEF-PAGE), emprant 

la tinció amb plata, amb Coomassie Blue i amb l’Àcid Periòdic o tinció de Schiff. Aquests 

resultats s’han contrastat amb els obtinguts desprès d’aplicar totes tres condicions 

d’electroforesis en gel amb totes tres tincions, en el vi abans i desprès de la precipitació 

natural. L’anàlisi qualitatiu dels resultats obtinguts pel vi abans i desprès de la precipitació 

natural i de la fracció F3 del precipitat (fracció en la que s’han identificat les proteïnes del 

precipitat natural), ens permet observar la desaparició o disminució en la intensitat d’algunes 

de les bandes presents en vi abans de la precipitació que estan presents en la fracció F3 del 

precipitat.  

En el cas de la tinció amb l’Àcid Periòdic Schiff, la comparativa s’ha realitzat amb la 

fracció d’alt massa molecular del precipitat (F1+F2), ja que els polisacàrids presents en el 

precipitat natural els trobem en aquesta fracció.  

Totes les tècniques utilitzades estan descrites en l’Annex 1 Materials i Mètodes.  

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

En la Figura 1 i en la Figura 2 es mostren els resultats obtinguts mitjançant 

electroforesis en gel en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) amb la tinció de plata i la 

de Coomassie Blue respectivament. 

En la fracció F3 del precipitat, s’han identificat les dues bandes electroforètiques 

principals que s’observen en ambdues figures; corresponen a la β-1,3-Glucanasa (41 KDa) i 

a la VVTL1 (26-18 KDa). Si observem el carril electroforètic del vi desprès de la precipitació 

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

menys extensa i la banda de 41 KDa 

casi no s’observa, podem confirmar 

que en aquestes dues bandes 

s’observa una disminució d’intensitat 

força important. Per tan, sembla ser 

que aquestes proteïnes presents en 

el vi inicial (VA) precipitaran de 

manera natural i així la seva 

concentració en el vi final (VD) 

disminuirà. 

VA        VD          F3
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66.2 KDa

45 KDa

31 KDa

21 KDa

14.4 KDa

31 KDa

21 KDa

14.4 KDa
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45 KDa

VA        VD          F3
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14.4 KDa

97.4 KDa
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14.4 KDa

97.4 KDa
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14.4 KDa
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14.4 KDa

97.4 KDa

66.2 KDa

45 KDa

31 KDa

21 KDa

14.4 KDa

97.4 KDa

66.2 KDa

45 KDa
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21 KDa

14.4 KDa

97.4 KDa

66.2 KDa

45 KDa

Figura 1: SDS-PAGE emprant la tinció amb plata. 
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A la Figura 3 es pot observar els resultats obtinguts amb la tinció de l’Àcid Periòdic. 

S’observa dues bandes força intenses a l’inici del gel en la fracció F1+F2 del precipitat, 

aquestes bandes també estan presents en el vi abans de la precipitació (VA), s’observa una 

lleugera disminució de la seva intensitat en el vi desprès de la precipitació (VD). Així doncs, 

sembla que la precipitació proteica dels vins blancs està acompanyada d’una precipitació 

polisacarídica. Aquestes bandes estan formades per compostos amb una elevada massa 

molecular ja que no arriben a entrar en la zona de separació del gel. En la fracció F3 es pot 

distingir una lleugera coloració rosada en les bandes corresponents a la VVTL1 i β-1,3-

Glucanasa; en el vi abans i desprès de la precipitació natural s’observa clarament una 

banda entre 26-18 KDa. 

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

PAGE. 

En la Figura 4 es mostren els resultats 

obtinguts mitjançant electroforesis en gel en 

condicions no desnaturalitzants (Native-

PAGE) emprant la tinció amb plata i amb 

Coomassie Blue respectivament. En la fracció 

F3 del precipitat natural s’han identificat 4 de 

les 7 bandes electroforètiques (marcades amb 

un punt en roig), les de recorregut 

electroforètic (Rf) 0.28, 0.40, 0.50 i 1.00. La 

banda amb Rf 0.28 correspon a Ripening-

VA      VD          F3
VA      VD         F3 VA      VD          F3

•
•

•

•

VA      VD          F3
VA      VD         F3 VA      VD          F3

•
•

•

•

Figura 4: Native-PAGE emprant la tinció amb 
plata (marró) i amb Coomassie Blue (blau). 

VA     VD      F1+ F2 F3VA     VD      F1+ F2 F3

Figura 3: SDS-PAGE emprant la 
tinció amb l’Àcid Periòdic. 
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97.4 KDa
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VA        VD          F3

Figura 2: SDS-PAGE emprant la tinció amb Coomassie Blue. 
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related protein Grip22 precursor i les altres tres bandes (Rf: 0.40, 0.50 i 1.00) a la VVTL1. 

En el vi abans de la precipitació natural (VA) s’observen aquestes bandes identificades en la 

fracció F3 del precipitat natural, a més d’altres que també estan presents en la fracció F3 del 

precipitat natural però que no s’han pogut identificar. En el vi desprès de la precipitació 

natural (VD), aquestes bandes han perdut intensitat o bé no s’observen. Així doncs podem 

confirmar que aquestes bandes presents en el vi inicial precipitaran de manera natural i la 

seva concentració disminuirà en el vi final. 

En la Figura 5 es mostren els resultats obtinguts amb 

la tinció de l’Àcid Periòdic Schiff. Podem observar una 

banda força intensa i ampla a l’inici del gel en la fracció 

F1+F2, aquesta banda també està present en el vi abans de 

la precipitació natural (VA) i s’observa una lleugera 

disminució de la seva intensitat en el vi desprès de la 

precipitació natural (VD). Així doncs, la precipitació proteica 

dels vins blancs està acompanyada d’una precipitació 

polisacarídica, com ja s’havia vist en el cas de la 

electroforesis desnaturalitzant.  

També es pot observar una banda amb un elevat 

recorregut electroforètic (Rf:1.00) que està present en el vi abans (VA) i desprès (VD) de la 

precipitació natural i que també s’observa en la fracció F3, aquesta banda s’ha identificat i 

correspon a la VVTL1. 

3. Isoelectroenfoc: IEF-PAGE. 

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

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

 

Figura 5: Native-PAGE emprant la 
tinció amb l’Àcid Periòdic. 
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Figura 6: Isoelectroenfoc emprant la tinció amb plata (marró) i amb Coomassie Blue (blau). 
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Podem observar que en la fracció F3 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 desprès de precipitar (VD).  

Així doncs podem confirmar que aquestes bandes presents en el vi inicial precipitaran 

de manera natural i la seva concentració disminuirà en el vi final. En el vi desprès de la 

precipitació natural (VD) no s’observa les dues bandes de pI 9.0 (presents en el vi abans de 

precipitar), aquestes bandes però tampoc s’observen en cap de les fraccions del precipitat. 

Aquesta banda podria correspondre a la β-1,3-Glucanasa , amb pI 9.45. 

En la Figura 7 es mostren els resultats obtinguts 

emprant la tinció amb l’Àcid Periòdic Schiff. S’observa una 

banda ampla a la zona àcida del gel en la fracció F1+F2 (si 

ens fixem amb els patrons de punt isoelèctric de la tinció de 

plata o de la tinció de Coomassie Blue, Figura 6), aquesta 

banda també està present en el vi abans de la precipitació 

(VA) i s’observa una lleugera disminució de la seva intensitat 

en el vi desprès de la precipitació (VD). Així doncs, la 

precipitació proteica dels vins blancs està acompanyada 

d’una precipitació polisacarídica, com ja s’havia vist en el 

cas de la electroforesis en condicions desnaturalitzants i no 

desnaturalitzants. En la fracció F3 no s’observa cap banda. 

Podem concloure doncs, que totes les bandes electroforètiques de la fracció F3 del 

precipitat (fracció en la que es troben la majoria de les proteïnes del precipitat natural), 

estan presents en el vi abans de la precipitació i en la majoria dels casos aquestes bandes 

no s’observen o han disminuït la seva intensitat en el vi desprès de la precipitació natural, 

tot corroborant la seva presència en el precipitat. 

 

VA     VD        F1+ F2 F3VA     VD        F1+ F2 F3

Figura 7: Isoelectroenfoc emp 
t la tinció amb l’Àcid Periòdic. 
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En aquest capítol es mostren els resultats obtinguts en l’estudi 

comparatiu dels diferents tests més utilitzats per tal de predir la inestabilitat 

proteica del vi blanc. Aquest estudi ha permès la publicació científica que es 

mostra en l’apartat 2.1, Comparison of methods for estimating protein stability 

in white wines. Igual com en el primer capítol, alguns dels resultats obtinguts 

no s’han pogut incloure en aquesta publicació i és per aquest motiu que 

s’inclouen en l’apartat 2.2, Contingut en proteïna i compostos fenòlics del vi 

abans i desprès d’aplicar els diferents tests d’estabilitat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 1. Identificació de les proteïnes inestables del vi blanc. 

101 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



 

 

 
 

Capítol 2.1:  
 
 
 

Comparació de l’eficàcia dels tests 
d’estabilitat proteica en vins 

blancs. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

“Comparison of methods for estimating protein stability in white wines” 

Article publicat a la revista  

American Journal of Enology and Viticulture, 2009, 3, 302-311. 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 2: Estudi comparatiu dels tests d’estabilitat proteica en vins blancs. 

103 

Comparison of Methods for Estimating Protein Stability in 

White Wines 

Mireia Esteruelas 1, Philippe Poinsaut 2, Nathalie Sieczkowski 2, Sebastian Manteau 2, 

Maria Francesca Fort 1, Joan Miquel Canals 1 and Fernando Zamora 1, 

1 Departament de Bioquímica i Biotecnologia, Grup de Recerca en Tecnologia Enològica (Tecnenol), 

Facultat d’Enologia de Tarragona, Universitat Rovira i Virgili, Campus de Sescelades, C/Marcel·lí 

Domingo s/n, 43007, Tarragona, Spain, and 

2 Station Oenotechnique de Champagne-Martin Vialatte Oenologie, 79 avenue Thévenet BP 1031 

Magenta, 51319 Epernay cedex, France. 

Acknowledgments:  The authors thank CICYT (AGL2007-66338 and AGL2004- 02309) and CDTI 

(Project CENIT Demeter) for financial support. 

Corresponding author (email: fernando.zamora@urv.cat; fax: +34 97 755 8686) 

Am. J. Enol. Vitic. 60:3:302-311 (2009) 

Manuscript submitted November 2008; revised February 2009. Accepted for publication February 2009. 

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 (pI) 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 pI (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), β-(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, it is 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 µm 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 Constantí, 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 (16°C), 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 µm), and used 

for the stability tests. Simultaneously, 40 mL samples of wine were bottled and stored at 

room temperature (20-25°C) 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 (25°C) before measuring  their turbidity.  

Fast heat: 40 mL wine was subjected to a temperature of 90°C for 1 hr in a thermostatic 

water bath, followed by a temperature of 4°C for 6 hr in a refrigerator (Sarmento et al. 200 0).  

Slow heat: 40 mL wine was stored at a temperature of 60°C for  4 days, and then 

maintained at 4°C 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 70°C. 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 55°C  (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 Œnologie, 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 80°C for 5 min to achieve total  dissolution. A 

total of 0.4 mL dissolved precipitate was lyophilized and stored at -20°C 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 µL 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 µL) were injected and eluted with a 0.3 M ammonium acetate solution at a flow 

of 40 µL/min. The column eluents were continuously monitored at 280 and 320 nm using a 

µPeak 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 F1+F2 and F3, obtained from FPLC, were mixed, lyophilized, and 

resuspended in a buffer containing 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 5% β-

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/µL for silver stain and 500 ng/µL 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), ɑ-

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. 

 

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.  

 

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: F1 with a molecular weight 

MW >100 kDa, F2 with a MW of 60 kDa, F3 with a MW between 20 and 40 kDa, and F4 with a 

MW <20 kDa. Depending on the wine protein concentration, F1 and F2
 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, Gómez-Alonso et al. 

2007). The molecular exclusion chromatogram of the natural precipitate at 280 nm presented 

four major peaks corresponding to fractions F1+F2, F3, F4, and F5. The contribution of fraction 

F2 was relatively low and did not separate from fraction F1. However, a new fraction of very 

low molecular weight (F5) was identified. This fraction had been overlaid with fraction F4 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 (F1+F2,
 F4, and F5), with lower peaks than 

those obtained at 280 nm. At this wavelength, F3 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+F2, 

F4, and F5) 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 F5).
  

The molecular exclusion chromatograms of natural and fast heat test precipitates 

presented similar profiles at 280 and 320 nm (Figure 1A). However, the fractions F1+F2 and 

F3 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 F4 and F5 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 F4 and F5 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 F1+F2,
 F3, and F4 

and less of F5. 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 F1+F2 and F3 overlapped and 

presented a larger area, whereas fractions F4 and F5 presented smaller areas. At 320 nm 

both profiles were more similar, although the areas of the low molecular fractions (F4 and F5) 

of ammonium sulfate precipitate were lower.  

In the chromatograms of the natural and TCA precipitates, the fractions F1+F2 and F3 

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 F4 and F5 of the 

TCA precipitate presented slightly smaller areas and eluted somewhat earlier. At 320 nm, 

the area of the fractions F1+F2 were slightly larger, while the areas of fractions F4
 and F5 

were slightly smaller and eluted somewhat earlier. 
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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 F1+F2 and F3 and the other 

overlapping fractions F4 and F5. At 320 nm, fractions F1+F2 of both precipitates were very 

similar, but a large peak overlapping fractions F4 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 (F1+F2) 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 F4 and F5. At 320 nm, the fractions F1+F2 were very similar, whereas 

fractions F4 and F5 also presented a larger area. These results suggest that some of the 

components of Prostab reagent are likely present in peaks F4 and F5.
  

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 F3. The 

chromatograms of precipitates of all the stability tests indicate that all the tests, with the sole 

exception of ethanol, present fraction F3 with an area similar to or higher than the natural 

precipitate. The ethanol test, however, generated a fraction F3 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 F3 (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 F1+F2 and F3. For that reason, 

the ensemble of fractions F1+F2+F3 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 F1+F2+F3 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.  

 

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.  

 

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 F1+F2+F3 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 needed to stabilize wine (Table 1). 

 

 

 

 

Conclusions 

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

chemical compositions different than 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.  

References 

Bayly, F.C., and H.W. Berg. 1967. Grape and wine proteins of white wine varietals. Am. J. 

Enol. Vitic. 18:18-32. 

Berg, H.W., and M. Akiyoshi. 1961. Determination of protein stability in wine. Am. J. Enol. 

Vitic. 12:107-110. 

Borrot, G., and S. Gresser. 2000. Mise au point d’une méthode automatisée pour la 

détermination de la dose de bentonite nécessaire à la stabilisation protéique des vins. 

Rev. Fr. Œnol. 185:22-24. 

Boulton, R.1980. The nature of wine proteins. In Proceedings of the Sixth Annual Wine 

Industry Technology Seminar of the Wine Institute, pp. 46-58. Wine Institute, San 

Francisco. 

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram 

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72:248-

254.  

Canals, J.M., L. Arola, and F. Zamora. 1998. Protein fraction analysis of white wine by 

FPLC. Am. J. Enol. Vitic. 49:383-388.  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 2: Estudi comparatiu dels tests d’estabilitat proteica en vins blancs. 

118 

Charmont, S., E. Jamet, R. Pont-Lezica, and H. Canut. 2005. Proteomic analysis of secreted 

proteins from Arabidopsis thaliana seedlings: Improved recovery following removal of 

phenolic compounds. Phytochemistry 66:453-461.  

Dawes, H., S. Boyes, J. Keene, and D. Heatherbell. 1994. Protein instability in wines: 

Influence of protein isoelectric point. Am. J. Enol. Vitic. 45:319-326.  

Dubourdieu, D., M. Serrano, A.C. Vannier, and P. Ribéreau-Gayon. 1988. Étude comparée 

des tests de stabilité protéique. Conn. Vigne Vin 22:261-273. 

Esteruelas, M., P. Poinsaut, N. Sieczkowski, S. Manteau, F. Fort, J.M. Canals, and F. 

Zamora. 2009. Characterization of natural haze protein in Sauvignon white wine. Food 

Chem. 113:28-35.  

Gómez-Alonso, S., E. García-Romero, and I. Hermosín-Gutierrez. 2007. HPLC analysis of 

diverse grape and wine phenolics using direct injection and multidetection by DAD and 

fluorescence. J. Food Compos. Anal. 20:618-626. 

Guillou, C., J.L. Aleixandre, M.J. García, and V. Lizama. 1998. Clarification influence upon 

sensorial and analytical characteristics of Muscat dry wine. J. Int. Sci. Vigne Vin. 32:111-

119. 

Hayasaka, Y., K.S. Adams, K.F. Pocock, G.A. Baldock, E.J. Waters, and P.B. Hoj. 2001. 

Use of electrospray spectrometry for mass determination of grape (Vitis vinifera) juice 

pathogenesis related proteins: a potential tool for varietal differentiation. J. Agric. Food 

Chem. 49:1830-1839.  

Hsu, J.C., and D.A. Heatherbell. 1987a. Heat-unstable proteins in wine. I. Characterization 

and removal by bentonite fining and heat treatment. Am. J. Enol. Vitic. 38:11-16.  

Hsu, J.C., and D.A. Heatherbell. 1987b. Isolation and characterization of soluble proteins in 

grapes, grape juice, and wine. Am. J. Enol. Vitic. 38:6-10.  

Hsu, J.C., D.A. Heatherbell, J.H. Flores, and B.T. Watson. 1987. Heat-unstable proteins in 

grape juice and wine. II. Characterization and removal by ultrafiltration. Am. J. Enol. Vitic. 

38:17-22.  

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. Nature. 227:680-685.  

Lehninger A.L.1981. Biochemistry. Worth Publishers, New York. 

Lubbers, S., C. Charpentier, and M. Feuillat. 1996. Study of the binding of aroma 

compounds by bentonite in must, wine and model systems. Vitis. 35:59-62.  

Martinez-Rodriguez, A.J., and M.C. Polo. 2003. Effect of the addition of bentonite to the 

tirage solution on the nitrogen composition and sensory quality of sparkling wines. Food 

Chem. 81:383-388.  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 2: Estudi comparatiu dels tests d’estabilitat proteica en vins blancs. 

119 

Mesrob, B., N. Gorinova, and D. Tzakov. 1983. Characterization of the electrical properties 

and of the molecular weights of the proteins of white wines. Nahrung. 27:727-733.  

Moine-Ledoux, V., and D. Dubourdieu. 1999. An invertase fragment responsible for 

improving the protein stability of dry white wines. J. Sci. Food Agric. 79:537-543.  

Pharmacia LKB Biotechnology.1990. PhastSystem Users Manual. Pharmacia LKB 

Biotechnology, Uppsala, Sweden. 

Pocock, K.F., Y. Hayasaka, M. McCarthy, and E.J. Waters. 2000. Thaumatin-like proteins 

and chitinases, the haze-forming proteins of wine, accumulate during ripening of grape 

Vitis vinifera berries and drought stress does not affect the final levels per berry at 

maturity. J. Agric. Food Chem. 48:1637-1643.  

Pocock, K.F., G.M. Alexander, Y. Hayasaka, P.R. Jones, and E.J. Waters. 2007. Sulfate-A 

candidate for the missing essential factor that is required for the formation of protein 

haze in white wine. J. Agric. Food Chem. 55:1799-1807.  

Salazar, F.N., I. Achaerandio, M.A. Labbe, C. Guell, and F. López. 2006. Comparative study 

of protein stabilization in white wine using zirconia and bentonite: Physicochemical and 

wine sensory analysis. J. Agric. Food Chem. 54:9955-9958.  

Sarmento, M.R., J.C. Oliveira, M. Slatner, and R.B. Boulton. 2000. Influence of intrinsic 

factors on conventional wine protein stability tests. Food Control. 11:423-432.  

Segarra, I., C. Lao, E. López-Tamames, and M.C. De la Torre-Boronat. 1995. 

Spectrophotometric methods for the analysis of polysaccharide levels in winemaking 

products. Am. J. Enol. Vitic. 46:564-570.  

Siebert, K.J. 1999. Protein-polyphenol haze in beverages. Food Technol. 53:54-57. 

Singleton, V.L., R. Orthofer, and R.M. Lamuela-Raventós. 1999. Analysis of total phenols 

and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu Reagent. 

Methods Enzymol. 299:152-178.  

Somers, T.C., and G. Ziemelis. 1985. Spectral evaluation of total phenolic components in 

Vitis vinifera: Grapes and wines. J. Sci. Food Agric. 36:1275-1284.  

Stryer, L.1975. Biochemistry. W.H. Freeman, San Francisco. 

Toland, T.M., K.C. Fugelsang, and C.J. Muller. 1996. Methods for estimating protein 

instability in white wines: A comparison. Am. J. Enol. Vitic. 47:111-112.  

Vanrell, G., R. Canals, M. Esteruelas, F. Fort, J.M. Canals, and F. Zamora. 2007. Influence 

of the use of bentonite as a riddling agent on foam quality and protein fraction of 

sparkling wines (cava). Food Chem. 104:148-155.  

Vincenzi, S., M. Polesani, and A. Curioni. 2005. Removal of specific protein components by 

chitin enhances protein stability in a white wine. Am. J. Enol. Vitic. 56:246-254.  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 2: Estudi comparatiu dels tests d’estabilitat proteica en vins blancs. 

120 

Waters, E.J., W. Wallace, and P.J. Williams. 1991. Heat haze characteristics of fractionated 

wine proteins. Am. J. Enol. Vitic. 42:123-127.  

Waters, E.J., N.J. Shirley, and P.J. Williams. 1996. Nuisance proteins of wine are grape 

pathogenesis-related proteins. J. Agric. Food Chem. 44:3-5.  

Waters, E.J., Z. Peng, K.F. Pocock, and P.J. Williams. 1995. Proteins in white wine. I. 

Procyanidin occurrence in soluble proteins and insoluble protein hazes and its 

relationship to protein instability. Aust. J. Grape Wine Res. 1:86-93. 

Waters, E.J., Y. Hayasaka, D.B. Tattersall, K.S. Adams, and P.J. Williams. 1998. Sequence 

analysis of grape (Vitis vinifera) berry chitinases that cause haze formation in wines. J. 

Agric. Food Chem. 46:4950-4957.  

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



 

 

 

 
 

Capítol 2.2:  
 
 
 

Contingut en proteïna i compostos fenòlics 
del vi abans i desprès d’aplicar els diferents 

tests d’estabilitat. 
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En el primer apartat del capítol 2 (2.1) s’ha estudiat la composició química dels 

diferents precipitats obtinguts desprès d’aplicar els diferents tests d’estabilitat. La 

determinació de proteïnes i de compostos fenòlics, també s’ha realitzat en el vi abans i 

desprès d’aplicar els diferents tests d’estabilitat, per tal de poder comprovar la coherència 

en els resultats. El contingut en proteïna i compostos fenòlics del vi abans d’aplicar el test 

d’estabilitat ha de ser més o menys igual, al sumatori del contingut en el vi desprès d’aplicar 

el test d’estabilitat i el del precipitat. S’ha realitzat la determinació de proteïnes i de 

compostos fenòlics tal i com es descriu en l’Annex 1 Materials i Mètodes.  

En la Taula 1 es mostren els resultats obtinguts en la determinació de la proteïna en el 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El vi utilitzat en la determinació del contingut en proteïna és igual en tots els casos, tot 

i així, 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, això és degut a que cada test treballa amb uns reactius diferents 

que poden modificar o interferir en la matriu inicial i per això els valors poden no ser iguals. 

El vi que precipitarà espontàniament conté la mateixa quantitat de proteïna que el vi al que 

se li aplicarà el test del calor ràpid o lent, en ambdós tests no es necessària l’addició de cap 

reactiu, i per tant el contingut proteic és igual. En la resta de tests, l’addició de reactius 

interfereix en la determinació de proteïna i per això el contingut proteic en aquests casos és 

superior. El mateix comportament el podem observar en la determinació del contingut 

proteic del vi desprès d’aplicar el test d’estabilitat. Per això per tal de facilitar la interpretació 

dels resultats, he representat aquestes dades en forma de diagrama circular.  

Podem observar que si sumem el contingut en proteïna del precipitat amb el del vi 

desprès 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 proteïna i el 

vi desprès d’aplicar el test d’estabilitat més el del precipitat representa el 50 % restant.  

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

Vi abans test Vi desprès test Precipitat
Precipitació Natural 2.6 ± 0.2 2.2 ± 0.2 0.32 ± 0.01
Test del Calor Ràpid 2.6 ± 0.2 1.2 ± 0.1 1.6 ± 0.1
Test del Calor Lent 2.6 ± 0.2 1.15 ± 0.05 1.1 ± 0.1
Bentotest 7.0 ± 0.3 6.5 ± 0.5 2.7 ± 0.1
Test del Sulfat d'Amoni 4.1 ± 0.2 1.9 ± 0.1 2.2 ± 0.1
Test de l'Àcid Tricloroacètic 8.8 ± 0.6 6.0 ± 0.5 2.9 ± 0.2
Test del Taní 20 ± 1 16 ± 1 3.0 ± 0.1
Test de l'Etanol 5.8 ± 0.2 5.4 ± 0.4 0.6 ± 0.1
Prostab 6.4 ± 0.2 5.9 ± 0.2 5.2 ± 0.1

mg proteïna
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El precipitat natural, el test del calor ràpid, el test del calor lent, el test del sulfat 

d’amoni, el test de l’àcid tricloroacètic, el test del taní i el test de l’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 desprès d’aplicar els tests més 

el precipitat representa aproximadament el 50% restant. El Bentotest s’allunya una mica 

51%
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6%

Precipitació Natural

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat

48%

23%

29%

Test del Calor Ràpid

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat
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Test del Calor Lent

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat
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Bentotest

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat
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23%

27%

Test del Sulfat d'Amoni

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat

50%

34%

16%

Test de l'Àcid Tricloroacètic

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat
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Test del Taní

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat

49%
46%
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Test de l'Etanol

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat
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d’aquestes proporcions ja que el contingut en 

proteïna del vi abans d’aplicar el test 

d’estabilitat és del 43%. El Prostab presenta 

resultats poc coherents ja que no es compleix 

aquesta proporcionalitat, pot ser degut als 

reactius emprats en aquest test, els quals 

poden interferir en l’analítica de determinació 

de proteïna tot donant aquesta incoherència 

en els resultats, no és coneix la naturalesa química d’aquests. 

Tot i que els valors dels diagrames circulars es mostren en percentatge, les dades 

amb les que s’ha treballat són els mg, per això en la llegenda consta mg i no percentatge. 

En aquests diagrames es pot observar que tots els tests d’estabilitat precipiten molta 

més proteïna que la precipitació espontània, ja que els mg dels respectius precipitats 

representen percentatges més alts que el del precipitat natural. El test del taní i el de l’etanol 

però precipiten percentatges de proteïna comparables amb la precipitació espontània. En la 

publicació científica (Table 2) s’observa que tots els precipitats contenen més mg de 

proteïna que el precipitat natural.  

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

fenòlics en el vi abans i desprès d’aplicar els 8 tests d’estabilitat, així com en els respectius 

precipitats.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la determinació dels compostos fenòlics presents en el vi també s’observa el 

mateix comportament que en la determinació de proteïna, en el cas del test del taní i del test 

de l’etanol hi ha un augment en el contingut de compostos fenòlics tot i ser el mateix vi 

inicial. L’etanol interfereix en la determinació de compostos fenòlics i per això la 

concentració d’aquests en el vi inicial és lleugerament superior, pel que fa al test del taní, el 

36%

34%

30%

Prostab

mg  abans precipitar mg desprès precipitar mg precipitat

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

Vi abans test Vi desprès test Precipitat
Precipitació Natural 12.4 ± 0.3 11.7 ± 0.6 0.25 ± 0.01

Test del Calor Ràpid 12.4 ± 0.3 11.8 ± 0.2 0.71 ± 0.02

Test del Calor Lent 12.4 ± 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 12.5 ± 0.2 12.9 ± 0.2 0.40 ± 0.02

Test de l'Àcid Tricloroacètic 12.6 ± 0.3 13.0 ± 0.1 0.79 ± 0.02

Test del Taní 38 ± 3 41 ± 1 2.02 ± 0.08

Test de l'Etanol 15 ± 1 16.3 ± 0.2 0.36 ± 0.03

Prostab 12.2 ± 0.3 12 ± 1 0.94 ± 0.05

mg polifenols
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reactiu que s’afegeix és un polifenol i per això augmenta de manera important el contingut 

en polifenol en aquest.  

 

Tal i com passava amb el contingut en proteïna, 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 

fenòlics del vi desprès d’aplicar el test 

d’estabilitat i del precipitat. Tots els tests 

d’estabilitat precipiten més polifenols que la 

precipitació espontània; el test de l’etanol però 

precipita el mateix percentatge. En la 

publicació científica (Table 2) s’observa que 

tots els precipitats contenen més mg de 

compostos fenòlics 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 fenòlics respecte el vi inicial, aquest és molt més 

petit que el de proteïna, ara bé en tots casos hi ha una disminució en el contignut respecte 

el vi inicial. La precipitació import s’observa respecte els mg de proteïna inicial, ja que en 

tots els casos representa un percentatge molt més elevat que de compostos fenòlics. 

Aquest estudi s’ha realitzat per tal de corroborar el contingut de proteïna i de 

compostos fenòlics dels respectius precipitats ja que els mètodes colorimètrics utilitzats en 

la determinació no són prou fiables, tot i que ens donen una idea del seu contingut. 

En el primer apartat del Capítol 2 (2.1) també s’ha estudiat el contingut en polisacàrids 

dels diferents precipitats; no s’ha realitzat la determinació d’aquests en el vi abans i desprès 

d’aplicar els tests d’estabilitat, ja que els resultats obtinguts en la determinació de 

polisacàrids en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) amb tinció de Schiff, ens 

corrobora els valors obtinguts. S’ha observat una bona correlació entre la concentració de 

polisacàrids del precipitat, i la intensitat de la banda en el gel. La tècnica d’electroforesis en 

condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) i la tinció de Schiff es descriuen en l’Annex 1 

Materials i Mètodes. 
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Capítol 3: 
 

Estudi sobre els compostos 
fenòlics presents en el precipitat 

natural. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Allan Baker, Winter Vines. 

 

 

3.1. Compostos fenòlics presents en l’enterboliment proteic espontani en vi blanc de la 

varietat Sauvignon Blanc. 

3.2. Espectres TOF dels compostos fenòlics identificats en el vi blanc. 
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En aquest capítol es mostren els resultats obtinguts en l’estudi sobre la 

identificació dels compostos fenòlics presents en l’enterboliment proteic 

espontani del vi blanc. Aquest estudi s’ha enviat a la revista Food Research 

Interantional. Igual com en la resta de capítols, alguns dels resultats 

obtinguts no s’han pogut incloure en aquesta publicació i és per aquest motiu 

que s’inclouen en l’apartat 3.2, espectres TOF dels compostos fenòlics 

identificats en el vi blanc. 
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Capítol 3.1:  
 
 

Compostos fenòlics presents en 
l’enterboliment proteic espontani en vi 

blanc de la varietat Sauvignon Blanc. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

“Phenolic compounds presents in natural haze protein of  

Sauvignon white wine.” 

Article enviat a la revista Food Research International. 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Capítol 3: Estudi sobre els compostos fenòlics presents en el precipitat natural. 

132 

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* 

Tecnología Enològica (Tecnenol), Departament de Bioquímica 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 

quantification 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 (pI) 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 (VvTL1), β-(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, Piçarra-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 µm 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 (16ºC) 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 4ºC for one month. 

After that, the wine was centrifuged (10 min at 12,000 g), filtered (0.45 µm), 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 -20ºC 

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 µL of HCl 12 M were added to 300 µL 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 µL of ethanol were added. The sample 

was then lyophilized and dissolved in 500 µL of methanol. 

Wine.  30 mL of wine before and after natural precipitation were concentrated to 15 mL at a 

temperature below 30ºC 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 Cromatografía, Cerdanyola del Vallès, 

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 30ºC 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 µl of methanol.  
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GC/MS. 100 µl of concentrated fraction were lyophilized and the residue was dissolved in 

100 µl of 1:1 BSTFA/pyridine (v/v) using vigorous vortexing and incubating at 70 °C 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 30m×0.25mm I.D., 0.25 µm 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 

ºC, and the sample volume injected was 1 µl in the splitless mode. The column temperature 

program was: oven equilibration time 1 min; initial temperature 120 ºC for 3 min, then raised 

to 320 ºC at a rate of 5 ºC/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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

Table 1. Calibration parameters for silylated a standard compounds.

a Identified as trimethylsilyl (TMS) derivative. b Target ion was taken to be 100%. c Number in cursive represents the 
target ion:qualifier ion ratio expressed in percent.

RT(min) Target ion (m/z) b Cor. Coef. (r 2)

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 17.4 370 193 - 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 22.5 338 323 55 308 51 293 32 0.979

9 trans-Caffeic acid 23.4 396 381 23 219 96 191 17 0.991

10 (+)-Catechin 35.2 368 355 30 369 34 267 8 0.989

Qualifier ions (m/z) cStandard
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x 250 mm, 5 µm 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 µL. 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 ºC 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). 

 

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 

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

RT(min) Error(ppm) Score Fragment ion Cor. Coef. (r 2)

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]+- [H2O]; 137.023 0.998

3 trans-Caftaric acid 22.4 [M+NH4]
+ 330.081 4.82 85.76 [M+H]+- [C4H6O6]; 163.038 0.999

4 trans-Coutaric acid 25.7 [M+NH4]
+ 314.086 2.65 74.18 [M+H]+- [C4H6O6]; 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]+- [H2O]; 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]+- [H2O]; 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]+- [C6H10O4]; 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]+- [C2H6O]; 163.038 0.999

14 Coumaric acid ethyl ester 43.2 [M+H]+ 193.084 6.37 88.05 [M+H]+- [C2H6O]; 147.043 0.982

Compound Target ion (m/z)
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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, Díaz-Romero & Lamuela-Raventós, 2008). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 

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

a mg 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. 

Wine Before NP (ppm) Wine After NP (ppm) Natural Precipitate (µg) % (w/w) a

1 Tyrosol 6.7 ± 0.2 a 6.6 ± 0.3 a 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 ± 0.03 a 0.63 ± 0.05 a 24.4 ± 0.3 0.204 ± 0.002

4 Shikimic acid 2.21 ± 0.09 a 1.5 ± 0.1 b 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 ± 0.2 a 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 1.55 ± 0.03 a 39 ± 2 0.33 ± 0.01

9 trans-Caffeic acid 6.5 ± 0.3 a 6.4 ± 0.2 a 380 ± 18 3.13 ± 0.06

10 (+)-Catechin 0.24 ± 0.01 a 0.24 ± 0.01 a 6.2 ± 0.3 0.052 ± 0.001

TOTAL 769 ± 3 6.318 ± 0.149

Identified Compound

 

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) Gallic acid; (8) Ferulic acid; (9) trans-Caffeic acid; (10) (+)-Catechin. 
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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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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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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.
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negligible component of protein precipitate, thus suggesting also that they may play a role in 

the appearance of protein haze. 

 
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, Díaz-Romero & Lamuela-Raventós, 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 

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. 
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protein haze process because this can be produced by any of the other causes mentioned 

previously. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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, 

a completely different extract ion chromatogram was obtained (Figure 4). This 

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

a mg 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. 

Wine Before NP (ppm) Wine After NP (ppm) Natural Precipitate (µg) % (w/w) a NP Bate-Smith (µg) % (w/w) a

1 Gallic acid 1.1 ± 0.1 a 1.1 ± 0.1 a nd nd

2 Protocatechuic acid 0.39 ± 0.01 a 0.32 ± 0.01 b nd nd

3 trans-Caftaric acid 0.68 ± 0.02 a 0.68 ± 0.03 a nd nd

4 trans-Coutaric acid 0.33 ± 0.01 a 0.31 ± 0.01 a nd nd

5 (+)-Catechin 0.16 ± 0.01 a 0.14 ± 0.01 a 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 ± 0.4 0.082 ± 0.003

7 trans-Caffeic acid 2.7 ± 0.1 a 2.5 ± 0.1 a nd nd

8 (-)-Epicatechin 0.030 ± 0.002 a 0.029 ± 0.002 a nd nd

9 trans-p-Coumaric acid 0.87 ± 0.01 a 0.86 ± 0.02 a 68 ± 1 0.57 ± 0.01 nd

10 Ferulic acid 0.99 ± 0.04 a 0.85 ± 0.02 b nd nd

11 Astilbin 0.88 ± 0.01 a 0.78 ± 0.02 b nd nd

12 Quercetin 0.11 ± 0.01 a 0.21 ± 0.01 b nd 16 ± 2 0.13 ± 0.02

13 Caffeic acid ethyl ester 5.2 ± 0.1 a 5.2 ± 0.1 a nd nd

14 Coumaric acid ethyl ester 2.4 ± 0.1 a 2.7 ± 0.1 b 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

Identified Compound
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chromatogram was cleaner (less background) and allowed us to identify two new peaks of 

quercetin 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 fenòlics presents en el vi blanc. 

Tot seguit es mostren els compostos fenòlics que es van cercar en el cromatograma 

obtingut mitjançant l’anàlisi del precipitat i del vi abans I desprès de precipitar per 

HPLC/ESI-TOF. La major part d’aquests compostos fenòlics estan descrits en el review de 

Monagas i col. (2005). Tal i com es descriu en l’Annex 1, per tal de detectar la presència en 

el precipitat d’aquests compostos es van extreure els ions [M+H]+ amb la corresponent 

massa isotòpica. La massa isotòpica de la resta de ions ([M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]
+) 

s’utilitza per tal de corroborar la presència del compost, ja que la tècnica de HPLC/ESI-TOF 

utilitzada ens dóna espectres amb una fragmentació molt baixa.  

  M [M+H] + [M+Na] + [M+K] + [M+NH4]
+ 

Gallic Acid C7H6O5 170.022 171.029 193.011 208.985 188.056 
Gallic Acid Ethyl Ester C9H10O5 198.053 199.061 221.043 237.017 216.087 
Protocatechuic Acid C7H6O4 154.027 155.034 177.016 192.990 172.061 
Protocatechuic Acid Methyl Ester C8H8O4 168.042 169.050 191.032 207.006 186.077 
Protocatechuic Acid Ethyl Ester C9H10O4 182.058 183.066 205.048 221.022 200.092 
Vanillic Acid C8H8O4 168.042 169.050 191.032 207.006 186.077 
Vanillic Acid Methyl Ester C10H12O4 196.074 197.081 219.063 235.037 214.108 
Vanillic Acid Ethyl Ester C9H10O4 182.058 183.066 205.048 221.022 200.092 
Vanillic Acid Glucose Ester C14H18O9 330.095 331.103 353.085 369.059 348.129 
p-Hydroxybenzoic Acid  C7H6O3 138.032 139.040 161.021 176.995 156.066 
p-Hydroxybenzoic Acid Ethyl Ester C9H10O3 166.063 167.071 189.053 205.027 184.097 
Syringic Acid C9H10O5 198.053 199.061 221.043 237.017 216.087 
Gentisic Acid C7H6O4 154.027 155.034 177.016 192.990 172.061 
trans-Caffeic Acid C9H8O4 180.042 181.050 203.032 219.006 198.077 
trans-Caffeic Acid-O-Glucoside C15H18O9 342.095 343.103 365.085 381.059 360.129 
trans-Caffeic Acid Ethyl Ester C11H12O4 208.074 209.081 231.063 247.037 226.108 
trans/cis-Caffeoyltartaric Acid (Caftaric Acid) C13H12O9 312.048 313.056 335.038 351.012 330.083 
trans-Ethyl Caffeoyltartrate C14H14O9 326.064 327.072 349.054 365.027 344.098 
trans-Diethyl Caffeoyltartrate C15H16O9 340.079 341.087 363.069 379.043 358.114 
2-S-Glutathionylcaftaric Acid C19H23N3O10S 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 C15H18N2O8S2 418.050 419.058 441.040 457.014 436.085 
trans/cis-p-Coumaric Acid C9H8O3 164.047 165.055 187.037 203.011 182.082 
trans/cis-p-Coumaric Acid-O-Glucoside C15H18O8 326.100 327.108 349.090 365.064 344.135 
tans-p-Coumaric Acid Ethyl Ester C11H12O3 192.079 193.086 215.068 231.042 210.113 
trans/cis-p-Cumaroyltartaric Acid (Cutaric Acid) C13H12O8 296.053 297.061 319.043 335.017 314.088 
trans-Ferulic acid C10H10O4 194.058 195.066 217.048 233.022 212.092 
trans/cis-Ferulic Acid-4-O-Glucoside C16H20O9 356.111 357.119 379.101 395.074 374.145 
trans/cis-Feruloyltartaric Acid (Fertaric Acid) C14H14O9 326.064 327.072 349.054 365.027 344.098 
Sinapic Acid C11H12O5 224.068 225.076 247.058 263.032 242.103 
Sinapic Acid-O-Glucoside C17H22O10 386.121 387.129 409.111 425.085 404.156 
Apigenin C15H10O5 270.053 271.061 293.043 309.017 288.087 
Apigenin-7-O-Glucoside C21H20O10 432.106 433.113 455.095 471.069 450.140 
Luteolin C15H10O6 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082 
Luteolin-7-O-Glucoside C21H20O11 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135 
Myrecetin C15H10O8 318.038 319.045 341.027 357.001 336.072 
Myrecetin-3-O-Glucoside C21H20O13 480.090 481.098 503.080 519.054 498.125 
Myrecetin-3-O-Glucoronide C21H18O14 494.070 495.077 517.059 533.033 512.104 
Quercetin C15H10O7 302.043 303.050 325.032 341.006 320.077 
Quercetin-3-O-Glucoside (Isoquecitrin) C21H20O12 464.096 465.103 487.085 503.059 482.130 
Quercetin-3-O-Gucoronide C21H18O13 478.075 479.083 501.065 517.038 496.109 
Quercetin-3-O-Rhamnoside (Quercetrin)  C21H20O11 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135 
Quercetin-3-O-Rutinoside (Rutin) C27H30O16 610.153 611.161 633.143 649.117 628.188 
kaempferol C15H10O6 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082 
kaempferol-3-O-Glucoside C21H20O11 448.101 449.108 471.090 487.064 466.135 
Kaempferol-3-O-Glucoronide C21H18O12 462.080 463.088 485.070 501.044 480.114 
Isorhamnetin C16H12O7 316.058 317.066 339.048 355.022 334.093 
Isorhamnetin-3-O-Glucoside C22H22O12 478.111 479.119 501.101 517.075 496.146 
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2. Espectres HPLC/ESI-TOF dels compostos fenòlics presents en el vi blanc. 

En la identificació dels compostos fenòlics presents en el vi blanc de la varietat 

Sauvignon Blanc mitjançant la tècnica HPLC/ESI-TOF s’han obtingut els espectres de 

masses que es mostren a continuació.  

Els espectres s’han extret del cromatograma deconvolucionat, quan el soroll de fons 

és elevat no s’extrauen tots els ions isotòpics corresponents a l’ió protonat, i ens dóna errors 

elevats o bé puntuacions baixes (Score). Això també passa com és d’esperar en els casos 

en que el compost fenòlic presenta una concentració baixa ja que la tècnica HPLC/ESI-TOF 

té uns nivells de sensibilitat baixos. 

Aquesta tècnica ens dóna la massa isotòpica del compost amb una elevada precisió, 

quatre decimals, i només accepta un error en el segon decimal. En la majoria dels casos 

s’observa una baixa fragmentació del compost, com a molt un parell de pèrdues, aquestes 

es mostren en la molècula i en el corresponent espectre de masses.  

En cas de disposar de patró, primer es mostra l’espectre de masses obtingut 

corresponent a aquest i desprès el del compost fenòlic identificat en el vi blanc. A partir de la 

massa de cada ió de l’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 pèrdua respectiva, 

tot i estar en dos espectres diferents aquests ions estan presents en el mateix pic. 

  M [M+H] + [M+Na]+ [M+K] + [M+NH4]
+ 

2,3-Dihydroquercetin (Taxifolin) C15H12O7 304.058 305.066 327.048 343.022 322.093 
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Rhamnoside (Astilbin) C21H22O11 450.116 451.124 473.106 489.080 468.151 
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Glucoside C21H22O12 466.111 467.119 489.101 505.075 484.146 
2,3-Dihydroquercetin-3-O-Xyloside C20H20O11 436.101 437.108 459.090 475.064 454.135 
2,3-Dihydrokaempfeol C15H12O6 288.063 289.071 311.053 327.027 306.098 
2,3-Dihydrokaempferol-3-O-Rhamnoside (Engeletin) C21H22O10 434.121 435.129 457.111 473.085 452.156 
2,3-Dihydrokaempferol-3-O-Glucoside C21H22O11 450.116 451.124 473.106 489.080 468.151 
Fisetin C15H10O6 286.048 287.056 309.038 325.011 304.082 
Galangin C15H10O5 270.053 271.061 293.043 309.017 288.087 
Morin C15H10O7 302.043 303.050 325.032 341.006 320.077 
Kaempferide C16H12O6 300.063 301.071 323.053 339.027 318.098 
Hyperoside C21H20O12 464.095 465.103 487.085 503.059 482.130 
(+)-Catechin / (-)-Epicatechin C15H14O6 290.079 291.087 313.069 329.043 308.113 
(-)-Epigallocatechin / (+)-Gallocatechin C15H14O7 306.074 307.082 329.064 345.038 324.108 
(+)-Catechin-3-O-Gallate / (-)-Epicatechin-3-O-Gallate C22H18O10 442.090 443.098 465.080 481.054 460.124 
Procyanidin B1/B2/B3/B4 C30H26O12 578.142 579.150 601.132 617.106 596.177 
Procyanidin B1/B2/B3/B4 Gallate C37H30O16 730.153 731.161 753.143 769.117 748.188 
Procyanidin B1/B2/B3/B4 di-Gallate C44H34O20 882.164 883.172 905.154 921.128 900.199 
Procyanidin Trimer C45H38O18 866.206 867.214 889.196 905.170 884.240 
Procyanidin Trimer Gallate C52H42O22 1018.217 1019.225 1041.207 1057.180 1036.251 
Procyanidin Trimer di-Gallate C59H46O26 1170.228 1171.236 1193.218 1209.191 1188.262 
Procyanidin Trimer tri-Gallate C66H50O30 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 C20H16O13 464.059 465.067 487.049 503.023 482.093 
Resveratrol C14H12O3 228.079 229.086 251.068 267.042 246.113 
trans-Resveratrol-3-O-Glucoside (Piceid / Polydatin) C20H22O8 390.131 391.139 413.121 429.095 408.166 
Tyrosol C8H10O2 138.068 139.076 161.058 177.032 156.102 
Hydroxytyrosol C8H10O3 154.063 155.071 177.053 193.027 172.097 
Cyanidin C15H11O6 287.056 288.063 310.045 326.019 305.090 
Delphinidin C15H11O7 303.050 304.058 326.040 342.014 321.085 
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a) L’àcid Gàl·lic. 

L’espectre de masses del patró mostra una fragmentació per pèrdua d’aigua, aquesta 

pèrdua pot provindre de l’hidroxil de l’àcid carboxílic o bé dels hidroxils de l’anell aromàtic. 

També s’observa els ions amb amoni i sodi, a més de l’ió protonat. 

En l’espectre de masses de la mostra només es mostra l’ió protonat, per això l’error 

que ens dóna el programa és una mica alt (7.64 ppm), tot i que la puntuació és alta (71.75) 

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

el quart decimal. Amb un sol ió en l’espectre de la mostra no podem confirmar la presència 

de l’àcid gàl·lic, però el patró d’àcid gàl·lic ens confirma el temps de retenció. 

 

b) L’àcid Protocatechuic. 

En l’espectre de masses del patró s’observa una pèrdua d’aigua, aquesta pot 

provindre de l’hidroxil de l’àcid carboxílic o bé dels hidroxils de l’anell aromàtic. També 

s’observa l’ió amb sodi, a més de l’ió protonat que és el majoritari. 

 

Observem la pèrdua d’aigua també en l’espectre de la mostra, la massa isotòpica 

d’aquest ió només difereix en l’últim decimal respecte la del patró. La massa isotòpica de l’ió 

protonat és exactament igual, l’error en la assignació és acceptable (< 5 ppm) i la puntuació 

 

171.0275 (M+H)+

172.0334 (M+H)+

Score 71.75
Error (ppm) 7.64

153.0176 (M+H)+[-H2O]
154.0212 (M+H)+[-H2O]
171.0279 (M+H)+

172.0316 (M+H)+

173.0378 (M+H)+

188.0545 (M+NH4)
+

189.0662 (M+NH4)
+

193.0105 (M+Na)+

194.014 (M+Na)+

195.0201 (M+Na)+

363.0296 (2M+Na)+

 

 

137.0227 (M+H)+[-H2O]

138.0280 (M+H)+[-H2O]

155.0326 (M+H)+

156.0441 (M+H)+

Score 80.91
Error (ppm) 4.32

155.0326 (M+H)+

156.0377 (M+H)+

137.0224 (M+H)+[-H2O]
138.0263 (M+H)+[-H2O]
177.0160 (M+Na)+
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molt bona (80.91). No obtenim cap altre ió que ens corrobori la presència d’aquest compost 

en la mostra. El patró ens confirma el temps de retenció, i així la presència de l’àcid 

protocatechuic. 

c) La (+)-Catequina. 

No s’observa cap fragmentació ni en l’espectre de masses del patró ni en el de la 

mostra. L’espectre de masses de la mostra només conté l’ió protonat, en el del patró podem 

observar també els ions amb sodi i potassi. L’error és acceptable (< 5 ppm) i la puntuació és 

bastant elevada (77.69). La massa isotòpica dels ions protonats en aquest cas varia en el 

tercer decimal. Cal confirmar el temps de retenció amb el patró, per tal de corroborar la 

presència de catequina a la mostra ja que només disposem de l’ió protonat. 

 

d) L’àcid vainíllic. 

L’espectre de masses de la mostra i del patró només mostren l’ió protonat. L’error és 

força elevat (9.77 ppm) i la puntuació és bastant elevada (70.88). La massa isotòpica dels 

ions protonats varia en el tercer decimal. Cal confirmar el temps de retenció amb el patró 

per tal de corroborar la presència de l’àcid vainíllic a la mostra. 

 

291.0850 (M+H)+

292.0896 (M+H)+

Score 77.69
Error (ppm) 4.52

291.0838 (M+H)+

292.0880 (M+H)+

293.0935 (M+H)+

313.0664 (M+Na)+

314.0698 (M+Na)+

329.0396 (M+K)+

330.0439 (M+K)+

331.0427 (M+K)+

603.1457 (2M+Na)+

604.1486 (2M+Na)+

  

 

169.0479 (M+H)+

170.0531 (M+H)+

Score 70.88
Error (ppm) 9.77

169.0480 (M+H)+

170.0507 (M+H)+
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e) La quercitina. 

En l’espectre de masses del patró s’observa l’ió protonat i els ions amb sodi i l’adducte 

amb potassi, no s’observa cap pèrdua. L’ió protonat del patró i de la mostra només difereix 

en el quart decimal, per aquest motiu l’error és molt baix (2.82 ppm) i la puntuació està força 

bé (74.67). No s’observa cap pèrdua en la mostra i tampoc cap ió complementari. El patró 

de quercitina ens confirma el temps de retenció del compost en la mostra, i així la seva 

presència. 

 

f) L’àcid cis/trans-Caffeic. 

En tots dos espectres de masses es pot observar l’ió protonat i l’ió corresponent a la 

pèrdua d’aigua, ambdós ions només difereixen en el quart decimal. La pèrdua d’aigua 

correspon a la fragmentació dels hidroxils de l’anell aromàtic o bé a l’hidroxil de l’àcid 

carboxílic. L’error és acceptable (≈ 5 ppm) i la puntuació és molt elevada (94.81). L’espectre 

del patró i el de la mostra són molt semblants, ja que estan dins del mateix rang de 

concentració. El patró ens confirma el temps de retenció. 

 

L’espectre de masses de la mostra correspon a l’àcid trans-caffeic, per comparació 

amb el del cis-caffeic que es mostra a continuació. La massa isotòpica de l’ió protonat i del 

303.0490 (M+H)+

304.0530 (M+H)+

305.0553 (M+H)+

306.0595 (M+H)+

325.0320 (M+Na)+

326.0355 (M+Na)+

643.0492 (2M+K)+

644.0511 (2M+K)+

303.0491 (M+H)+

304.0559 (M+H)+

Score 74.67
Error (ppm) 2.82

 

163.0379 (M+H)+[-H2O]
164.0410 (M+H)+[-H2O]
165.0442 (M+H)+[-H2O]
181.0483 (M+H)+

182.0517 (M+H)+

183.0544 (M+H)+

184.0604 (M+H)+

383.0760 (2M+Na)+

384.0782 (2M+Na)+

385.0774 (2M+Na)+

163.0380 (M+H)+[-H2O]

164.0414 (M+H)+[-H2O]

165.0452 (M+H)+[-H2O]

181.0482 (M+H)+

182.0518 (M+H)+

183.0550 (M+H)+

Score 94.81
Error (ppm) 5.43
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corresponent a la pèrdua d’aigua són iguals 

en el ambdós isòmers, ja que tots dos 

presenten la mateixa fórmula molecular, ara 

bé l’abundància relativa d’ambdós ions 

divergeix i per això podem diferenciar-los. L’ió 

corresponent a la pèrdua d’aigua de l’isomer 

trans presenta una abundància del 50.2% 

respecte l’ió protonat, mentre que per a 

l’isomer en cis és del 64.3%. L’àcid caffeic de 

la mostra és l’isomer trans ja que l’abundància relativa de l’ió amb pèrdua d’aigua és del 

48.5%. A més també podem observar que l’isomer en cis té un temps de retenció diferent a 

l’isomer en trans. 

 

g) L’àcid cis/trans-p-Cumàric. 

Podem observar tan l’ió protonat com el de pèrdua d’aigua, en tots dos espectres, 

també tenim l’ió amb sodi. La pèrdua d’aigua provindrà de l’hidroxil de l’àcid carboxílic o bé 

del de l’anell aromàtic. L’error és molt baix (1.83 ppm) i la puntuació elevada (85.26). En 

aquest cas si no tinguéssim patró, no passaria res, ja que amb tres ions es pot casi 

confirmar la presència d’un determinat compost, evidentment sempre és millor confirmar el 

temps de retenció de la mostra amb el del patró 

 

Igual com passava amb els isòmers de l’àcid caffeic, tot hi que els ions dels espectres 

de masses dels isòmers de l’àcid p-cumàric tinguin la mateixa massa isotòpica, es poden 

distingir per l’abundància relativa dels seus pics. L’abundància relativa de l’ió corresponent a 

la pèrdua d’aigua en el trans-p-cumàric és del 43.5%, mentre que per al cis-p-cumàric és del 

55.7%. Ambdós isòmers també difereixen en el temps de retenció, ja que l’isomer trans és 

lleugerament més polar i per això elueix abans.  

163.0379 (M+H)+[-H2O]
164.0412 (M+H)+[-H2O]
165.0478 (M+H)+[-H2O]
181.0479 (M+H)+

182.0517 (M+H)+

 

147.0427 (M+H)+[-H2O]
148.0470 (M+H)+[-H2O]
165.0533 (M+H)+

166.0569 (M+H)+

167.0612 (M+H)+

168.0672 (M+H)+

187.0351 (M+Na)+

188.0392 (M+Na)+

351.0807 (2M+Na)+

147.0438 (M+H)+[-H2O]

148.0481 (M+H)+[-H2O]

165.0539 (M+H)+

166.0580 (M+H)+

187.0360 (M+Na)+

Score 85.26
Error (ppm) 1.83
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L’abundància relativa del ió amb pèrdua 

d’aigua de la mostra és de 39.2 %. 

 

 

 

 

 

 

 

h) L’àcid ferúlic. 

L’espectre de masses del patró mostra l’ió protonat, l’ió corresponent a la pèrdua 

d’aigua que prové de l’hidroxil de l’àcid carboxílic o bé de l’anell aromàtic, i els ions amb sodi 

i amb potassi. Només observem l’ió protonat en l’espectre de la mostra, aquest ió només 

difereix en el quart decimal respecte la massa isotòpica de l’ió protonat del patró. L’error és 

acceptable ( < 5 ppm) i la puntuació elevada (80.86); tot i així com que només tenim l’ió 

protonat en l’espectre de la mostra ,ens cal confirmar el temps de retenció amb el del patró. 

 

i) La (-)-Epicatequina. 

No s’observa cap ió corresponent a possibles pèrdues ni en l’espectre de masses del 

patró ni en el de la mostra. En la mostra només observem l’ió protonat, mentre que en el 

patró també s’observa l’ió amb sodi i el corresponent adducte. L’error és baix (3.76) ja que 

la massa isotòpica de l’ió protonat difereix en el quart decimal. Ara bé, la puntuació és baixa 

(67.2), el compost en la mostra hi està present a molt baixa concentració. El patró ens 

confirma el temps de retenció de la (-)-epicatequina i així la seva presència en el vi. 

 

 

147.0426 (M+H)+[-H2O]
165.0533 (M+H)+

187.0362 (M+Na)+

195.0644 (M+H)+

196.0683 (M+H)+

Score 80.86
Error (ppm) 3.89

177.0533 (M+H)+[-H2O]
178.0568 (M+H)+[-H2O]
179.0599 (M+H)+[-H2O]
195.0643 (M+H)+

196.0671 (M+H)+

197.0713 (M+H)+

217.0456 (M+Na)+

218.0502 (M+Na)+

233.0178 (M+K)+

234.0228 (M+K)+

411.1039 (2M+Na)+

412.1065 (2M+Na)+

413.0937 (2M+Na)+
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j) L’àcid trans-caftàric. 

En l’espectre de la mostra de l’àcid trans-caftàric s’observa l’ió protonat amb una 

abundància relativa del 35.6%, ja que l’ió 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 l’ió corresponent a la pèrdua d’aigua que pot provindre dels hidroxils de 

l’anell aromàtic. Per altra banda s’observa l’ió corresponent a la pèrdua del tartàric, aquest 

ió difereix en el tercer decimal respecte a la massa isotòpica de l’ió corresponent a la pèrdua 

d’aigua per part de l’àcid caffeic (163.0379). Aquests sis ions ens confirmen la presència de 

l’àcid trans-caftàric a la mostra. Encara que a l’espectre de masses no s’observa, també es 

poden veure els ions dels adductes amb sodi i amb potassi. L’error en l’assignació d’aquests 

ions a la fórmula molecular de l’àcid caftàric és de 

3.59 ppm i la puntuació és del 95.2 %. Tot i no 

disposar de patró totes les dades corroboren la 

presència en la mostra de l’àcid caftàric. 

 

 

291.0852 (M+H)+

292.0938 (M+H)+

Score 67.2
Error (ppm) 3.76291.0856 (M+H)+

292.0897 (M+H)+

293.0928 (M+H)+

313.0687 (M+Na)+

314.0770 (M+Na)+

603.1465 (2M+Na)+

604.1510 (2M+Na)+

605.1505 (2M+Na)+

163.0383 (M+H)+[-tartàric] 335.0371 (M+Na)+

164.0417 (M+H)+[-tartàric] 336.0398 (M+Na)+

165.0441 (M+H)+[-tartàric] 351.0109 (M+K)+

295.0440 (M+H)+[-H2O] 352.0141 (M+K)+

296.0498 (M+H)+[-H2O] 353.0110 (M+K)+

313.0543 (M+H)+
642.1327 (2M+NH4)

+

314.0581 (M+H)+ 647.0838 (2M+Na)+

315.0591 (M+H)+
648.0879 (2M+Na)+

330.0806 (M+NH4)
+

649.0763 (2M+Na)+

331.0848 (M+NH4)
+

650.0760 (2M+Na)+

332.0751 (M+NH4)
+

651.0831 (2M+Na)+
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k) L’àcid trans-cutàric. 

En l’espectre de la mostra de l’àcid trans-cutàric també s’observa, igual com passava 

amb l’àcid caftàric, que l’ió protonat no és el majoritari, presenta una abundància relativa del 

4.6%, és un ió molt minoritari, l’ió majoritari és el d’amoni. S’observen els ions amb sodi, 

amoni i potassi. Per altra banda s’observa l’ió corresponent a la pèrdua del tartàric, aquest 

ió difereix en el quart decimal respecte a la massa isotòpica de l’ió corresponent a la pèrdua 

d’aigua per part de l’àcid p-cumàric (147.0427). Encara que a l’espectre de masses no 

s’observa, també es pot veure l’ió de l’adducte amb sodi. L’error és de 5.00 ppm i la 

puntuació de 90.8, a més tenim sis ions que ens permeten identificar aquest compost com 

l’àcid cutàric. 

 

l) L’èster etílic de l’àcid cafeic. 

L’espectre de masses de la mostra presenta l’ió protonat que en aquest cas és el 

majoritari, l’ió amb sodi i també es detecta l’adducte amb sodi. Es pot observar l’ió molecular 

corresponent a la pèrdua d’etanol, i amb una abundància molt més petita l’ió molecular de la 

pèrdua de l’etil. La massa de l’ió corresponent a la pèrdua d’etil, amb la formula molecular 

de l’àcid cafeic, difereix en el quart decimal respecte al patró (181.0483). La massa de l’ió 

corresponent a la pèrdua d’etanol, difereix al tercer decimal si es compara amb la massa de 

l’ió per pèrdua d’aigua del patró de l’àcid cafeic (163.0379). L’error és de 5.23 ppm i la 

puntuació de 91.60. Tot i no tenir el patró de l’èster etílic de l’àcid cafeic podem identificar-lo 

a la mostra ja que tenim cinc ions que en confirmen la seva presència. 

 

 

147.0429 (M+H)+[-tartàric] 319.0407 (M+Na)+

148.0469 (M+H)+[-tartàric] 320.0440 (M+Na)+

297.0605 (M+H)+ 335.0156 (M+K)+

298.0670 (M+H)+ 336.0190 (M+K)+

314.0856 (M+NH4)
+

337.0169 (M+K)+

315.0892 (M+NH4)
+

615.0926 (2M+Na)+

316.0962 (M+NH4)
+
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m) L’èster etílic de l’àcid p-cumàric. 

L’espectre de masses d’aquest compost segueix el mateix patró que el de l’èster etílic 

de l’àcid cafeic. S’observa l’ió molecular juntament amb l’ió de sodi i l’adducte pertinent. A 

més s’observa l’ió corresponent a la pèrdua d’etanol, la massa isotòpica del qual és 

exactament igual a la de l’ió corresponent a la pèrdua d’aigua de l’àcid p-cumàric 

(147.0427). També s’observa l’ió que es forma per pèrdua d’etil, aquest té la mateixa 

fórmula molecular que l’àcid p-cumàric i la seva massa isotòpica difereix en el quart decimal 

respecte la del patró. (165.0533). Tenim cinc ions que ens indiquen la presència de l’èster 

etílic de l’àcid p-cumàric en la mostra, tot i no tenir patró per confirmar el temps de retenció. 

L’error és acceptable (5.27 ppm) i la puntuació de 80.2. 

 

n) L’astilbina.  

En l’espectre de masses de la mostra podem observar l’ió protonat, el sodiat i el 

corresponent adducte, i l’ió amb potassi. També es detecta l’ió molecular corresponent a 

l’aglicona, la dihidroquercitina sense la ramnosa. L’error és de 4.12 ppm i la puntuació de 

163.0380 (M+H)+[-CH3CH2OH]

164.0414 (M+H)+[-CH3CH2OH]

165.0440 (M+H)+[-CH3CH2OH]

181.0487 (M+H)+[-CH3CH3]

182.0557 (M+H)+[-CH3CH3]

209.0797 (M+H)+

210.0829 (M+H)+

211.0866 (M+H)+

212.0923 (M+H)+

231.0620 (M+Na)+

232.0660 (M+Na)+

439.1347 (2M+Na)+

440.1376 (2M+Na)+

147.0427 (M+H)+[-CH3CH2OH]

148.0472 (M+H)+[-CH3CH2OH]

165.0536 (M+H)+[-CH3CH3]

193.0841 (M+H)+

194.0882 (M+H)+

195.0928 (M+H)+

196.1004 (M+H)+

215.0669 (M+Na)+

216.0690 (M+Na)+

407.1440 (2M+Na)+

408.1497 (2M+Na)+

409.1459 (2M+Na)+
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86.2. Tot i no disposar de patró per confirmar la presència de l’astilbina a la mostra, tenim 

cinc ions que ens permeten corroborar-la. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

305.0636 (M+H)+[-ramnosa]
306.0672 (M+H)+[-ramnosa]

451.1216 (M+H)+

452.1262 (M+H)+

453.1374 (M+H)+

473.1044 (M+Na)+

474.1086 (M+Na)+

489.0783 (M+K)+

923.2212 (2M+Na)+

924.2237 (2M+Na)+

925.2291 (2M+Na)+
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Leon Roulette, Wine Country Afternoon. 
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1. El precipitat responsable de l’enterboliment proteic espontani d’un vi blanc de la varietat 

Sauvignon Blanc, conté només un 10 % de proteïna referit al seu pes sec. A més a més, 

conté quantitats importants de polisacàrids, el 4,5 %, i de compostos fenòlics, el 7 %. La 

resta del precipitat probablement esta format per matèria no col·loïdal com les sals de 

l’àcid tartàric. 

2. L’anàlisi directe per SDS-PAGE del precipitat espontani, dona lloc a electroferogrames 

molt poc definits que poden infravalorar la proteïna present. El tractament previ 

mitjançant FPLC d’exclusió molecular, permet obtenir bandes més intenses i millor 

definides, probablement degut a que s’eliminen substàncies que interfereixen tant en la 

migració com en les tincions. 

3. L’anàlisi per FPLC d’exclusió molecular del precipitat natural, dona lloc a tres fraccions. 

El seu anàlisi posterior per SDS-PAGE, mostra que la fracció d’alta massa molecular 

(F1+F2) està formada principalment per polisacàrids, mentre que la fracció de baixa 

massa molecular (F3) conté les proteïnes inestables. La fracció de massa molecular més 

petita (F4), conté majoritàriament els compostos fenòlics. 

4. L’anàlisi per SDS-PAGE ha permès determinar que les proteïnes majoritàries presents 

en el precipitat natural, tenen una massa molecular entre 18 i 26 KDa. Altres proteïnes 

presents en menor proporció presenten masses moleculars de 14, 41, 53 i 69 KDa. 

L’anàlisi per isoelectroenfoc ha permès determinar que totes elles tenen punts 

isoelèctrics baixos, que oscil·len entre 4.2 i 5.0. 

5. Malgrat que l’anàlisi de les bandes electroforètiques mitjançant MALDI-TOF/TOF no ha 

permès identificar algunes de les bandes, s’ha identificat la presència de la VVTL1 (Vitis 

vinifera Thaumatin-like protein), la β-1,3-glucanase i el Ripening-Related Protein Grip22 

Precursor. 

6. L’aplicació dels diferents tests d’estabilitat per determinar la dosi necessària de 

bentonita a un mateix vi dona lloc a resultats heterogenis. Així el Bentotest i 

especialment el test de l’etanol aconsellen dosis més altes i el test del sulfat amònic 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 proteïna, compostos fenòlics i polisacàrids més alts.  
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7. Tots els precipitats forçats, 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 proteïna 

responsable de l’enterboliment. Per això, el test del calor lent hauria d’ésser desestimat. 

D’altre banda el test de l’etanol, també hauria de desestimar-se ja que origina una 

precipitació massiva de polisacàrids. 

8. Tots els precipitats forçats, presenten moltes més bandes que el precipitat natural, el 

que sembla indicar que precipiten moltes de les proteïnes presents en el vi. Tot i això, el 

test del calor ràpid, es el que produeix un perfil electroforètic més semblant al del 

precipitat espontani, per la qual cosa sembla ésser el més aconsellable. 

9. L’anàlisi per CG-MS i HPLC/ESI-TOF ha permès identificar un total de 13 compostos 

fenòlics diferents. Específicament per CG-MS, s’han identificat tirosol, catequina i els 

àcids p-cumàric, cafeic, vanillic, protocatechuic, syringic, gallic ferulic i shikimic. L’anàlisi 

directe per HPLC/ESI-TOF ha permès incloure també l’éster etílic de l’àcid p-cumàric i 

quan s’aplica una hidròlisi àcida, la reacció de Bate-Smith, s’han detectat també la 

quercitina i la cianidina. La presència d’aquest darrer compost indica la presència de 

proantocianidines en el precipitat natural. 

10. El percentatge de compostos fenòlics presents en el precipitat natural, tot i que varia 

segons la metodologia aplicada en el seu anàlisi, sembla ésser de l’ordre del 6-7 % del 

seu pes sec. La seva presència en quantitats semblants a les de proteïna (10 %) i la 

seva marcada afinitat per lligar-se a les proteïnes, suggereix que els compostos fenòlics 

estiguin implicats en el mecanisme desencadenant de l’enterboliment proteic espontani 

en vins blancs. 
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 b)Tinció amb Coomassie Blue. 
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1) Preparació 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 l’any 2006. Aquest vi no es va estabilitzar front les 

proteïnes per poder així estudiar el precipitat proteic obtingut per precipitació natural. El vi inestable 

es centrifuga durant 10 min a 12.000 g i es filtra (0.45 µm), seguidament s’embotella (0.375 L) i es 

deixa a temperatura ambient (≈ 25 ºC). Es guarda el vi inestable que no s’embotella a la cambra 

freda (≈ 6 ºC) per posteriors anàlisi. Aproximadament una setmana després de l’embotellat s’observa 

la presència de precipitat, tot i així aquest precipitat s’analitza un mes després de l’embotellat. Per 

l’obtenció 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 disòdic 50 mM (pH 9.23). El 

sobrenedant, vi desprès de la precipitació natural, es guarda a la cambra freda (≈ 6 ºC) per als 

posteriors anàlisi. 

2) Anàlisi química del precipitat natural. 

a) Determinació de proteïnes: micro-mètode de Bradford. 

La determinació del contingut en proteïna es va realitzar mitjançant el micro-mètode de 

Bradford (Bradford, 1976). El reactiu de Bradford es guarda a la nevera, i per a l’assaig es necessari 

temperar-lo abans de procedir a la determinació proteica. Directament a la cubeta 

espectrofotomètrica s’hi afegeix 1 mL del reactiu de Bradford i 0.1 mL de mostra. La barreja s’agita 

fins aconseguir una solució homogènia i es deixa a temperatura ambiental durant 30 min (com a 

màxim es pot deixar 60 minuts).  

Aquest anàlisi es basa en la formació d'un complex entre el Coomassie Blau (reactiu de 

Bradford) i les proteïnes en solució, tal i com es mostra al dibuix de sota, aquest complex format 

presenta un màxim d'absorció entre 465 i 595 nm, es mesura l’absorbància a 595 nm. S’observa un 

canvi de coloració de marró (color del reactiu de Bradford) a blau (complex format entre el reactiu de 

Bradford i la proteïna).  

Per a la seva quantificació es realitza una recta patró amb BSA que es mostra a continuació. 
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b) Determinació de polifenols: micro-mètode de Folin-Ciocalteau. 

La determinació de polifenols es va realitzar mitjançant el micro-mètode de Folin-Ciocalteau 

(Singleton, Orthofer i Lamuela-Raventós,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 determinació de polifenols. 

Directament a la cubeta espectrofotomètrica s’hi posa 790 µl d’aigua MilliQ, s’hi afegeix 10 µl de 

mostra i 50 µl del reactiu Folin-Ciocalteau. La barreja s’agita fins aconseguir una solució homogènia i 

es deixa a temperatura ambiental durant 10 min. Tot seguit s’afegeix 150 µl de carbonat de sodi al 

20% (p/v) i es vortexa fins aconseguir una solució homogènia. Es deixa durant 2 h a temperatura 

ambient i es llegeix l'absorbància a 765 nm.  

El reactiu de Folin-Ciocalteau consisteix en una solució d’àcid fosfotúngstic i fosfomolíbdic, 

aquests àcids es redueixen per oxidació dels 

polifenols de la mostra a òxid de tungstè i de 

molibdè respectivament. Aquests òxids presenten un 

màxim d’absorbància a 765 nm, essent l’augment 

d’absorbància directament proporcional a la 

concentració de polifenols present a la mostra. 

S’observa un canvi de coloració de groc (reactiu de 

Folin-Ciocalteau) a blau turquesa (òxids de tungstè i 

de molibdè).  

Per a la seva quantificació es realitza una recta patró amb àcid gàl·lic que es mostra a 

continuació. 

c) Determinació de polisacàrids: mètode del fenol-sulfúric. 

La determinació de polisacàrids es va realitzar pel mètode del fenol-sulfúric (Segarra, Lao, 

López-Tamames i De la Torre-Boronat, 1995). Directament a la cubeta espectrofotomètrica s’hi posa 

1 mL d’àcid sulfúric, s’hi afegeix 0.1 mL de mostra i s’agita vigorosament amb el vòrtex. Tot seguit 

s’hi afegeix 0.1 mL de la solució de fenol 18% (p/v) en etanol. Es torna a agitar vigorosament la 

mostra amb el vòrtex i es deixa durant 30 min a temperatura ambient. Tot seguit es mesura 

l’absorbància a 485 nm.  

En medi àcid fort els polisacàrids presents a la mostra s’hidrolitzen donant lloc als respectius 

monosacàrids, els quals en medi àcid es deshidraten donant lloc a les formes furfural i 

hidroximetilfurfural. Aquests reaccionen amb el 

fenol i s’obté un hemiacetal acolorat que 

absorbeix a 485 nm, essent l’augment 

d’absorbància directament proporcional a la 

concentració de hexoses i pentoses present a la 

mostra. S’observa un canvi de coloració de 

transparent a taronja–marró. Per a la seva 

quantificació es realitza una recta patró amb 

glucosa que es mostra a continuació. 
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3)  Anàlisi elemental orgànica. 

L'anàlisi elemental és una tècnica que ens proporciona el contingut total de carboni, hidrogen, 

nitrogen i sofre present en un ampli rang de mostres de naturalesa orgànica i inorgànica, tant sòlides 

com líquides. La tècnica està basada en la completa i instantània oxidació de la mostra, mitjançant 

una combustió amb oxigen pur a una temperatura aproximada de 1.020 ºC. Els diversos productes 

de combustió, CO2, H2O i N2, són transportats mitjançant el gas portador (Heli) a través d'un tub de 

reducció i, després, selectivament separats en columnes específiques, per a ser després 

desadsorbits tèrmicament. Finalment, els gasos passen de forma separada per un detector de 

conductivitat tèrmica, aquest ens proporciona un senyal proporcional a la concentració de cadascun 

dels components individuals de la barreja.  

El precipitat obtingut desprès de la centrifugació del vi inestable, es liofilitza i es realitza l’anàlisi 

elemental mitjançant un analitzador elemental orgànic, proveït amb un cromatògraf de gasos i un 

detector de conductivitat tèrmic (Thermo Quest 1108, Carlo Erba, Milà, Itàlia). Els resultats obtinguts 

es representen com a mg de C, N, H o S per mg de precipitat. Per conèixer els mg de precipitat, es 

pesa l’eppendorf buit i amb el precipitat liofilitzat, la diferència de pesada ens dóna els mg de 

precipitat. 

4) Cromatografia líquida de proteïnes: FPLC.  

La separació de proteïnes per cromatografia líquida s’ha realitzat amb l’equip Smart System 

equipat amb un detector µ-peak (Pharmacia Biotech). Consisteix en dues bombes (de pressió 

màxima 2.5 MPa) que permeten treballar en mode isocràtic o en gradient, una cambra de barreja, un 

injector automàtic de volum variable, un suport mòbil per a la columna, una cel·la de detecció, un 

conductímetre i un col·lector de fraccions. Està dotat d’un sistema de control de temperatura que 

permet treballar a qualsevol temperatura compresa entre 4 °C i la temperatura ambient. En el nostre 

cas s’ha escollit una temperatura de separació 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 està connectat a la cel·la de mesura mitjançant un 

cable de fibra òptica, 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, pressió de treball i flux de cada bomba. 

a) Preparació de la mostra: diàlisis i liofilització. 

El vi conté una baixa concentració en proteïna, per això 

les mostres de vi abans i desprès de la precipitació natural 

se’ls ha aplicat el següent tractament previ a l’anàlisi per 

cromatografia líquida(Canals et al., 1998).  

En el cas del precipitat no ha estat necessari realitzar 

aquest tractament de la mostra per l’anàlisi per exclusió 

molecular, pel contrari, s’ha aplicat la tècnica de la diàlisis per 

poder eliminar les sals de fosfat abans de realitzar l’anàlisi per 

intercanvi catiònic.  
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La diàlisis permet eliminar les substàncies presents en el vi amb una massa molecular inferior 

a 3.5 KDa, com són l’etanol, els sucres, el glicerol, alguns pèptids i aminoàcids, certs polifenols i 

oligosacàrids entre d’altres, mentre que els col·loides, polisacàrids i proteïnes, quedaran retinguts 

dintre del sac de diàlisis. La diàlisi és un tècnica de separació de la mostra amb finalitat sobretot 

preparativa.  

El vi es centrifuga a 6.000 g, durant 6 min, a una temperatura de 4 °C. S’omplen tres sacs de 

diàlisi amb 30 mL de vi i se sotmeten a diàlisi (72 h, 4 °C) front a aigua MilliQ, que es va renovant 

regularment. Per a la diàlisi s’utilitzen sacs de membrana de cel·lulosa (Sigma) amb un tall de massa 

molecular de 3.5 kDa. 

Desprès de la diàlisis ens cal concentrar la mostra i per això utilitzarem la tècnica de la 

liofilització. El contingut dels sacs de diàlisis es buida en una placa petri i es liofilitza (Christ-Alpha 1-

4, Bräun Biotech). Per poder treballar més còmodament, 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 °C fins el  

moment d’analitzar-les.   

b) Cromatografia d’exclusió molecular. 

Les molècules se separen en diferents 

fraccions, en funció de la seva massa 

molecular, sobre un gel format per una 

matriu de dextrà i un entrecreuament 

d’agarosa al 12%. El perfil d’elució s’obté 

mitjançant el seguiment continu de la 

densitat òptica a 280 i 320 nm. S’ha treballat 

amb una columna Superdex 75 PC 3.2/30, 

de 2.4 mL de volum total, empaquetada amb 

Superdex 75; el diàmetre de partícula és de 

13 µm aproximadament, amb un volum d'exclusió de 100 kDa i un rang òptim de separació entre 3 i 

70 kDa. La columna permet treballar a un flux de 100 µl/min, sempre que no se superi la pressió 

màxima de 2.4 MPa. El llaç d’injecció és de 50 µl de capacitat, i el flux d’elució és de 40 µl/min. El 

tampó utilitzat ha estat acetat d’amoni 0.3 M (pH 6.80), filtrat per 0.22 µm.  

El calibrat de la columna s’ha realitzat per triplicat amb proteïnes de massa molecular 

coneguda: ribonucleasa A (13.7 kDa), quimotripsinògen A (25 kDa), ovoalbúmina (43 kDa) i 

seroalbúmina bovina (67 kDa). La relació entre el logaritme de la massa molecular i el volum d’elució 

és lineal, ajustant-se pel mètode de mínims quadrats. El volum d’exclusió es determina amb blau 

dextrà (massa molecular més gran de 2.000 kDa). A la pàgina següent es mostra la recta de calibrat i 

el cromatograma obtingut en la separació per separat dels diferents patrons. 

Les mostres liofilitzades del vi abans i després de la precipitació natural es van dissoldre en 1.2 

mL d’acetat d’amoni 0.3 M (pH 6.80). El precipitat es va liofilitzar i es va dissoldre en un volum 

adequat de solució d'acetat d'amoni 0.3 M (pH 6.80) per tal d’obtenir una concentració final de 

proteïna de 0.25 µg/µl. Les mostres es van centrifugar durant 5 min a 12.000 g i 4 ºC, el sobrenedant 
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es va utilitzar directament per a l'anàlisi. Les diferents fraccions del precipitat s’han recollit en 

eppendorfs per la seva posterior liofilització i anàlisi mitjançant electroforesis en gel. 

c) Cromatografia d'intercanvi catiònic.  

La separació i el fraccionament de les molècules es fa en funció de la seva 

càrrega elèctrica. En aquest cas la matriu de la columna està formada per un gel que 

presenta grups sulfonat (CH2SO3-) que actuen com a intercanviadors forts de cations. 

Es troba fixat en forma de perletes a sobre d’un polímer hidròfil. Totes les molècules que 

presentin una càrrega neta positiva al pH de treball (en aquest cas serà pH 2.0), com 

ara les proteïnes, seran retingudes pel gel. L’elució s’efectua augmentant la força iònica 

del tampó, mitjançant un gradient salí continu de tres rampes. S’ha utilitzat la Columna 

Pharmacia MonoQ PC 1.6/5 (1,6mm x 50mm), el tampó inicial és àcid acètic 50 mM (pH 

2.0) i el tampó d’elució correspon al tampó inicial amb NaCl 1 M. La columna s’equilibra amb 0.5 mL 

d’aquest mateix tampó inicial (100 µl/min) i, quan s’injecta la mostra, es baixa el flux a 10 µl/min per 

assegurar l’adhesió de tota la proteïna a la 

columna. Desprès de la injecció, es treballa a 

un flux constant de 50 µl/min fins al final de la 

separació. S’aplica el gradient que es mostra a 

la taula adjunta. L’anàlisi es monitoritza a 280 i 

320 nm.  

Les mostres liofilitzades del vi abans i després de la precipitació natural es van dissoldre en 1.2 

mL de tampó inicial (àcid acètic 50 mM pH 2.0). El precipitat dialitzat, es va liofilitzar i es va dissoldre 

en un volum adequat de tampó inicial per tal d’obtenir una concentració de proteïna de 0.5 µg/µl. Les 

mostres es van centrifugar durant 5 min a 12.000 g i 4 ºC, el sobrenedant es va utilitzar directament 

per a l'anàlisi. 

5) Electroforesis en gel. 

Els gels d’electroforesis s’utilitzen per a separar proteïnes en funció de les seves 

característiques físiques com la mida, la forma o el seu punt isoelectric. Els gels d'electroforesis són 

normalment realitzats amb propòsits analítics, però també tenen molta utilitat com a tècnica 
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preparativa per a purificar parcialment les proteïnes abans d'emprar altres tècniques, com 

l'espectrometria de masses o les transferències immunològiques per a la posterior caracterització. 

El gel que s’utilitza és un polímer entrellaçat d’acrilamida i poliacrilamida amb una determinada 

densitat de porus, amb aspecte semblant a la gelatina que permetrà el pas del components. Per 

separar les molècules s’utilitza una força electromotriu (FEM) que empeny les molècules a través de 

la matriu de gel; col·locant les molècules en els pouets dels gels i aplicant-hi un corrent elèctric les 

molècules es mouran a través de la matriu a diferents velocitats, cap a l'ànode si està carregada 

negativament o cap al càtode si està carregada positivament, cal fer notar que el gel d'electroforesis 

opera com a una cèl·lula electrolítica i que per tant l'ànode és positiu i el càtode negatiu.  

Les bandes dels diferents carrils que quan deixen de ser sotmeses al corrent estan a la 

mateixa distància de l'inici, contenen molècules que han passat a través del gel a la mateixa velocitat, 

cosa que habitualment ve a significar que tenen les mateixes propietats. La separació incompleta 

dels components pot conduir a bandes sobreposades o a smears indistingibles, representant 

múltiples components no caracteritzats. Hi ha diversos marcadors disponibles en el mercat que 

contenen una barreja de molècules 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 posició intermitja entre marcadors, es pot aproximar la seva massa mitjançant una recta de 

regressió de les distàncies del marcador i interpolant-ne la distància de la mostra. La distància a la 

que viatja una banda és aproximadament inversament proporcional al logaritme de la mida de la 

molècula. La separació s’ha realitzat en l’equip Phast System (Pharmacia, Uppsala, Suècia). 

a) Electroforesis en condicions desnaturalitzants: SDS-PAGE. 

Les proteïnes són desnaturalitzades en presència de SDS 

(sodium dodecyl sulfate) que cobreix la proteïna amb una 

càrrega negativa. Generalment, la quantitat d'enllaços amb el 

SDS està relacionada amb la mida de la proteïna, de manera 

que les proteïnes desnaturalitzades resultants tenen una 

càrrega total negativa i una proporció massa/càrrega similar. En 

aquestes condicions les diferències de velocitat entre proteïnes 

es deuen bàsicament a la mida, no a la càrrega ni a la seva 

forma tridimensional.  

El precipitat, així com les seves fraccions obtingudes per 

cromatografia d’exclusió molecular s’han liofilitzat i s’han dissolt 

en un solució tampó que contenia 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 5% de β-mercaptoetanol, 

10% de glicerol i 0.002% de bromofenol blau. Les mostres dissoltes en el tampó d’electroforesis es 

bullen durant cinc minuts i ja estan llestes per ser aplicades en els gels. La concentració de proteïna 

final ha estat diferent en funció de la tinció que s’ha utilitzat, ja que cada tinció presenta una 

determinada sensibilitat; 100 ng/µl per a la tinció amb nitrat de plata i 500 ng/µl per a la tinció amb 

Coomassie Blue R-250 i amb Periòdic Àcid Schiff.  
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El gel utilitzat per separar les proteïnes en condicions desnaturalitzants ha estat PhastGel 

Homogeni 20 (Pharmacia, Uppsala, Suècia), aquest gel té aproximadament 0.45 mm de gruix i conté 

tampó Tris-acetat 0.112 M a pH 6.5. En la separació s’han utilitzat PhastGel SDS-PAGE Buffer Strips 

que 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 

separació de les proteïnes en condicions 

desnaturalitzants és el següent i està especificat en la 

Tècnica de Separació de PhastSystem No.111 

(Pharmacia LKB Biotecnology, 1990) del Phast 

System.  

S’han utilitzat dues solucions de patrons amb massa molecular coneguda, una d’ells conté 

proteïnes de baixa massa molecular i l’altra conté polipèptids (ref. 161-0304 i ref. 161-0326, Biorad, 

Hercules, CA, els USA). La solució amb els estàndards de baixa massa molecular (LMW) conté 

fosforilasa b (97400 Da), seroalbúmina (66200 Da), ovoalbúmina (45000 Da), anhidrasa carbònica 

(31000 Da), inhibidor de tripsina de soja (21500 Da) i lisozima (14400 Da). La solució amb els 

polipèptids (PpMW) conté triosafosfat isomerasa (26625 Da), mioglobina (16950 Da), β-lactoalbúmina 

(14437 Da), aprotinina (6512 Da), la cadena b oxidada de la insulina (3496 Da) i bacitracina (1423 

Da). Aquestes solucions d’estàndards ens 

permetran calcular la massa molecular de 

les bandes electroforètiques obtingudes en 

les diferents mostres a partir de les 

corresponents rectes de calibrat, així sabent 

el recorregut electroforètic (Rf) de la banda 

podem conèixer la seva massa molecular. 

Aquestes són les rectes de calibrat 

utilitzades. 

b) Electroforesis en condicions no desnaturalitzants: Native-PAGE. 

En condicions no desnaturalitzants les proteïnes tenen diferents càrregues i formes complexes, 

de manera que no migraran en els gels a similars velocitats, en aquest cas la separació té lloc en 

funció de la càrrega, el tamany i la seva estructura quaternària.  

El precipitat, així com les seves fraccions obtingudes per cromatografia d’exclusió molecular, 

s’han liofilitzat i s’han dissolt en aigua MilliQ, les mostres ja estan llestes per ser aplicades al gel. La 

concentració de proteïna final ha estat diferent en funció de la tinció que s’ha utilitzat; 100 ng/µl per a 

la tinció amb nitrat de plata i 500 ng/µl per a la tinció amb Coomassie Blue R-250 i amb Periòdic Àcid 

Schiff.  

El gel utilitzat per separar les proteïnes en condicions no desnaturalitzants ha estat PhastGel 

Homogeni 20 (Pharmacia, Uppsala, Suècia), aquest gel té aproximadament 0.45 mm de gruix i conté 

tampó Tris-acetat 0.112 M a pH 6.5. En la separació 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 separació de les 

proteïnes en condicions no desnaturalitzants és el següent i està especificat en la Tècnica de 
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Separació de PhastSystem No.111 (Pharmacia 

LKB Biotecnology, 1990) del Phast System. En 

aquests tècnica no em utilitzat estàndards i per 

això les bandes electroforètiques s’identifiquen 

amb el seu recorregut electroforètic (Rf). 

c) Isoelectroenfoc. 

L’isoelectroenfoc és una tècnica ideal per separar 

molècules amfòteres, com poden ser les proteïnes segons el 

seu punt isoelèctric. Es realitza un gradient de pH mitjançant 

un camp elèctric per tampons amfotèrics, en què la regió de 

l'ànode és la regió més àcida i la regió del càtode la regió 

més bàsica, o per gradients immobilitzats en què el propi gel 

té grups tamponadors. Les substàncies amfòteres que es 

trobin en una regió en què el pH estigui per sota del seu punt 

isoelèctric tindran tendència a anar cap a la regió més bàsica i, per tant, es desplaçaran cap al 

càtode; les substàncies que es trobin en una regió amb un pH per sobre del seu punt isoelèctric 

tindran tendència a anar cap la regió més àcida i, per tant, es desplaçaran cap a l'ànode. Les 

molècules amfòteres quedaran aturades quan la seva càrrega neta esdevingui 0, i això passarà quan 

el pH sigui igual al seu punt isoelèctric.  

El precipitat, així com les seves fraccions obtingudes per cromatografia líquida d’exclusió 

molecular s’han liofilitzat i s’han dissolt en aigua MilliQ, les mostres ja estan llestes per ser aplicades 

al gel. La concentració de proteïna final ha estat diferent en funció de la tinció que s’ha utilitzat; 100 

ng/µl per a la tinció amb nitrat de plata i 500 ng/µl per a la tinció amb Coomassie Blue R-250 i amb 

Periòdic Àcid Schiff. 

El gel utilitzat en la separació per 

isoelectroenfoc és PhastGel IEF 3-9 (Pharmacia, 

Uppsala, Suècia), aquest conté entre un 2 i un 6% de 

l’amfòlit PharmalyteTM. El programa utilitzat en la 

separació de les proteïnes per isoelectroenfoc és el 

següent i està especificat en la Tècnica de Separació 

de PhastSystem Núm. 100 (Pharmacia LKB 

Biotecnology, 1990).  

Per a la determinació del punt isoelèctric 

s’ha utilitzat una solució d’estàndards de punt 

isoelèctric que conté amiloglucosidasa (pI 

3.50), vermell de metil (pI 3.75), inhibidor de 

tripsina de soja (pI 4.55), β-lactoglobulina A (pI 

5.20), anhidrasa carbònica B humana (pI 5.85), 
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anhidrasa carbònica B bovina (pI 6.55), mioglobina àcida de cavall (pI 6.85), mioglobina bàsica de 

cavall (pI 7.35), lectina àcida de llenties (pI 8.15), lectina de llenties (pI 8.45), lectina bàsica de llenties 

(pI 8.65) i tripsinogen (pI 9.30) (ref. 17-0471-01, GE Bio-Sciences AB, Uppsala, Suècia). A partir 

d’aquests estàndards també s’ha realitzat un calibrat de pI, així a partir del recorregut electroforètic 

(Rf) de les bandes obtingudes per a cada mostra s’ha pogut conèixer el pI corresponent. 

6) Tincions. 

Després de la separació electroforètica, les proteïnes poden ser tenyides per a fer-les visibles, 

normalment s’utilitza la tinció de plata o el blau de Coomassie. Per a la detecció de les glicoproteïnes 

s’utilitza la tinció de l’àcid Periòdic o també coneguda com tinció de Schiff. Totes aquestes tincions es 

poden utilitzar tan en SDS-PAGE, Native-PAGE com en isoelectroenfoc. 

a)  Tinció amb plata. 

La fixació de les proteïnes en el gel és el primer pas en els protocols de la tinció de plata. La 

solució de fixació conté un àcid, acètic o tricloroacètic. Aquest tractament àcid, deixa insolubles les 

macromolècules en el gel tot impedint la seva difusió. Pel contrari, les substàncies que interfereixen 

en la tinció de plata com són el tampó, els ions, els desnaturalitzants, els detergents o els amfòlits de 

transport seran eliminats del gel.  

La segona etapa dels protocols de tinció de plata és la sensibilització. La solució de 

sensibilització conté reactius que químicament modifiquen proteïnes, tot augmentant la sensibilitat 

per reaccionar amb els ions de plata, i reactius que acceleren la reducció de l’ió plata (solució de 

tinció). Aquesta solució conté glutaraldehid, que reacciona covalentment amb la proteïna cobrint-la 

amb grups aldehid que poden reaccionar amb la plata, tot augmentat la sensibilitat davant de l’ió 

plata. A més, el glutaraldehid també afavoreix la formació d’enllaços entre les proteïnes tot reforçant-

ne la seva fixació en el gel. També conté tiosulfat de sodi que té una doble missió; serveix com a font 

d'ió sulfur que reacciona directament amb l’ió plata tot accelerant i realçant el revelat, i també forma 

un complex amb l’ió plata lliure que evita la seva reducció a argent metàl·lic tot reduint la tinció de 

fons. El reactius de sensibilització ocasionen un nivell alt de tinció de fons, així el gel es renta 

minuciosament amb aigua MilliQ després del pas de sensibilització per tal d’eliminar les restes de la 

solució sensibilitzadora i així poder obtenir un fons net. 

La següent etapa ja és la de tinció amb plata, el gel es tracta amb nitrat d'argent. Les 

condicions suaument àcides de la solució de tinció, eviten que l’ió de plata es redueixi a argent 

metàl·lic. El gel es renta breument amb MilliQ després d'aquest pas per netejar l’excés de solució de 

tinció de la superfície de gel.  

La solució de revelat permet observar les bandes en les que s’ha dipositat l’ió plata per reacció 

amb les proteïnes. Aquesta solució conté formaldehid, que redueix l’ió plata a argent metàl·lic mentre 

que ell s’oxida a àcid fòrmic. Aquesta reacció només es dóna a pH bàsic i per això la solució de 

revelat conté el carbonat de sodi, que ofereix un pH de 12 propiciant una òptima reacció de revelat.  

Quan ja s’han revelat les bandes de proteïna, s’ha de parar el procés de revelat per evitar 

obtenir un gel amb el fons negre, i la solució stop n’evita la continuació. S’utilitza el Na2-EDTA com a 
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quelant dels ions de plata lliures i així n’evita la seva reducció.  

La solució de conservació 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 continuació. Els protocols utilitzats per a la tinció 

de plata es mostren a continuació 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 tinció de plata compatible amb espectrometria de masses (Yan et al., 

2000), aquesta tinció divergeix principalment en el procés de fixació de les proteïnes al gel. 

 

b) Tinció amb Coomassie Blue. 

Es prepara una solució inicial amb una concentració 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 solució prepararem la solució de tinció.  

Els reactius utilitzats es van preparar segons Fast Coomassie Staining Development 

Technique File No. 200 (Pharmacia LKB Biotecnology, 1990) i es mostren a continuació. Els 

Solució temps Reactius Solució temps Reactius

1 Fixació  30 min Etanol 30% 1a Fixació  30 min Àcid Tricloroacètic 20 %

Àcid Acètic 10% 1b Fixació  20 min Etanol 30%

2 Sensibilització 30 min Etanol 30 % Àcid Acètic 4 %

Acetat de Sodi 6.8 % 2 Sensibilització 30 min Etanol 30 %

Tiosulfat de Sodi 0.2 % Acetat de Sodi 6.8 %

Glutaraldehid 0.125 % Tiosulfat de Sodi 0.2 %

3 Rentat 3 x 5 min MilliQ Glutaraldehid 0.125 %

4 Tinció 20 min Nitrat de plata 0.25 % 3 Rentat 4 x 5 min MilliQ

Formaldehid 0.015 % 4 Tinció 20 min Nitrat de plata 0.5 %

5 Rentat 2 x 1 min MilliQ 5 Rentat 2 x 1 min 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-Na2 1.46 % 7 Stop 10 min EDTA-Na2 1.46 %

8 Rentat 3 x 5 min MilliQ 8 Rentat 3 x 5 min MilliQ

9 Conservació 20 min Glicerol 8.7 % 9 Conservació 20 min Glicerol 8.7 %

Solució temps Reactius Solució temps Reactius
1a Fixació A 20 min Àcid Tricloroacètic 20 % 1 Fixació  30 min Metanol 50%
1b Fixació B 15 min Etanol 10% Àcid Acètic 5%

Àcid Acètic 5% 1b Rentat 15 min Metanol 50%
1b Fixació B 15 min Etanol 10% 1c Rentat 15 min MilliQ

Àcid Acètic 5% 2 Sensibilització 1 min Tiosulfat de Sodi 0.01 %
2 Sensibilització 20 min Etanol 30 % 3 Rentat 2 x 1 min MilliQ

Acetat de Sodi 6.8 % 4 Tinció 20 min Nitrat de plata 0.1 %
Tiosulfat de Sodi 0.2 % 5 Rentat 2 x 1 min MilliQ
Glutaraldehid 0.125 % 6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi 2 %

1b Fixació B 10 min Etanol 10% Formaldehid 0.04 %
Àcid Acètic 5% 7 Fixació 5 min Àcid Acètic 5 %

1b Fixació B 20 min Etanol 10% 8 Conservació Àcid Acètic 1 %, 4ºC
Àcid Acètic 5%

3 Rentat 2 x 5 min MilliQ
4 Tinció 20 min Nitrat de plata 0.25 %
5 Rentat 2 x 1 min MilliQ
6 Revelat 4-6 min Carbonat de Sodi 2.5 %

Formaldehid 0.023 %
7 Stop 10 EDTA-Na2 1.46 %
8 Rentat 3 x 5 min MilliQ
9 Conservació 20 min Glicerol 8.7 %

1. Protocol de tinció de plata en SDS-PAGE 2. Protocol de tinció de plata en Native-PAGE 

4. Protocol de tinció de plata en SDS-PAGE / MS3. Protocol de tinció de plata en IEF-PAGE 
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protocols utilitzats per a la tinció amb Coomassie Blue R-250 es mostren a continuació i es descriuen 

a Amersham Biosciences Automated Staining of Polyacrylamide Gels with Processor Plus 

(Pharmacia LKB Biotecnology, 1990).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El protocol que es va seguir en la tinció de Coomassie compatible amb espectroscòpia de 

masses es descriu a continuació; la solució de tinció s’aplica durant 1 hora i conté solució de 

Coomassie al 0.1 % i metanol al 50 %, la solució de revelat conté metanol al 40 %. Aquesta solució 

es canvia entre 3-4 cops, al principi amb més freqüència ja que agafa una tonalitat blavosa més 

ràpid, en canvi els dos últims passos es poden allargar fins 2 hores perfectament. Els resultats 

milloren si una vegada que s'observen les bandes es retira la solució de revelat i es deixa en aigua 

MilliQ durant un dia.  

c) Tinció amb Periòdic Àcid Schiff (PAS). 

La tinció de glicoproteïnes amb l’àcid periòdic Schiff (PAS) es realitza segons les instruccions 

de Sigma Glycoprotein Detection Kit (SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA). Aquest kit permet la 

detecció dels motius de sucre presents a les glicoproteïnes, així com els polisacàrids, i es pot utilitzar 

en totes les tècniques electroforètiques. El kit conté tres solucions, la d’oxidació, la de reducció i la 

que conté el reactiu de Schiff i es preparen segons les especificacions del kit. La Solució de fixació 

consisteix en metanol al 50% i la solució de conservació conté Àcid Acètic al 5 %. El passos que es 

segueixen en el procés de tinció es mostren a continuació. 

 

 

 

 

 

 

 

SolucióSolucióSolucióSolució tempstempstempstemps ReactiusReactiusReactiusReactius

1a Fixació 20 min (En IEF Àcid Tricloroacètic 20 %)

1b Fixació 30 min Metanol 40 %

Àcid Acètic 5 %

2 Revelat 2 min Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

3 Tinció 60 min Coomassie Blue 0.02%

Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

(Afegir CuSO4 0.1 % en IEF )

4 Revelat 10 min Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

5 Revelat 30 min Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

6 Revelat 30 min Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

7 Revelat 120 min Metanol 30 %

Àcid Acètic 10 %

8 Conservació 30 min Glicerol 10 %

Protocol de tinció de Coomassie Blue en totes les tècniques Protocol de tinció de Coomassie Blue en totes les tècniques Protocol de tinció de Coomassie Blue en totes les tècniques Protocol de tinció de Coomassie Blue en totes les tècniques 
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7) Espectrometria de masses: MALDI-TOF/TOF. 

Desprès d’aplicar les diferents tècniques electroforètiques (SDS-PAGE, Native-PAGE o 

isoelectroenfoc), amb la tinció de plata o de Coomassie Blue compatible amb espectrometria de 

masses, té lloc la digestió tríptica de les bandes de proteïna obtingudes segons els protocols descrits 

més endavant (Shevchenko et al., 1996). Tot seguit es realitza l’anàlisi de les bandes mitjançant 

espectrometria de masses amb el Maldi-TOF/TOF, i s’obté un espectre de masses característic de 

cada analit, el qual s’introdueix a una base de dades i ens permet fer la identificació de la proteïna en 

concret. 

Per tal d’obtenir les bandes dels gels, aquestes es tallen amb un bisturí 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 tinció de plata es realitza un destenyit d’aquestes durant 10 min 

amb la solució de destenyit (ferrocianur potàssic 9.9 mg/mL, i tiosulfat sòdic 24.8 mg/mL). 

Seguidament es renten les bandes amb aigua MilliQ per tal d’eliminar la solució de destenyit. Tot 

seguit es dóna la deshidratació mitjançant acetonitril durant 5 min. Aquesta operació es realitza dos 

cops i el gel queda més o menys blanc. S’asseca la banda al buit en una centrífuga Speed-Vac. El 

següent pas és la reducció i alquilació de la proteïna. Es cobreixen les bandes amb una solució 10 

mM amb DTT en bicarbonat amònic 25 mM durant 30 min a 56°C. Es deixa a temperatura ambient, i 

s’elimina el DTT, s’afegeix acetonitril que es retira ràpidament 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 solució d’alquilació 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 centrífuga Speed-vac. Els fragments obtinguts es 

digereixen amb tripsina porcina modificada amb una concentració de 8 ng/µl en carbonat d’amoni 50 

mM durant 6 h a 37ºC. Finalment s’afegeix àcid trifluoroacètic al 0.5% per extraure els pèptids. 

Per l’anàlisi mitjançant Maldi-TOF/TOF es necessari la utilització d’una matriu que 

cocristal·litza amb els analits. La matriu, generalment un àcid aromàtic substituït, dificulta les 

interaccions analit-analit i actua com a mitjancera en el procés de transferència d'energia del feix 

làser als analits. En el procés de conversió de les molècules neutres d'analit a espècies 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 àcid α-ciano-4-hidroxicinnàmic amb acetonitril al 33 

% (v/v) i 0.25 % d’àcid trifluoroacètic. 

L'espectrometria de masses és una tècnica analítica instrumental d'alta sensibilitat, capaç 

d'identificar qualitativa i quantitativament, i de manera inequívoca, qualsevol tipus de barreges de 

substàncies. Així mateix, aquesta tècnica 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 informació molt valuosa sobre l'estructura de la molècula.  

Quan una molècula se sotmet a ionització per impacte electrònic en un espectròmetre de 

masses, el procés primari consisteix en l'abstracció d'un electró per a donar un catió-radical. Aquest 
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catió-radical és l’ió molecular i tindrà major o menor tendència a fragmentar-se en funció de la seva 

estabilitat. Els ions moleculars molt estables tindran poca tendència a fragmentar-se i seran molt 

abundants. L’ió mes abundant de l'espectre s’anomena pic base.  

L’equip de Maldi-TOF/TOF conté un làser de N2 encarregat de la desorció/ionització dels 

analits, i un analitzador TOF/TOF que genera l’espectre de fragmentació dels analits. En la 

desorció/ionització mitjançant làser sol emprar-se un làser de N2, que emet a 337 nm, per irradiar una 

petita àrea del portamostres (alguns mm2) sobre el qual ha cocristal·litzat la mostra-matriu. La matriu 

absorbeix energia del pols làser i la transfereix als analits, els quals es desadsorbeixen i s’ionitzen. 

Les característiques diferencials de la radiació làser són: alta direccionalitat (la desviació respecte a 

un feix exactament paral·lel és de només alguns mil·liradiants), la monocromaticitat (a causa dels 

límits imposats per la llei de Planck, i la condició que la longitud de la cavitat làser ha de ser un 

múltiple sencer de semilongituds d'ona), una brillantor extremadament elevada (ja que l'angle sòlid en 

el qual es distribueix la radiació és molt petit), coherència espacial i temporal (a causa que les ones 

associades a tots els fotons estan en fase). En el làser de N2 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 resolució que un 

analitzador TOF. En una primera etapa (TOF1), els ions són accelerats a baix voltatge (ca. 7 kV) en 

les condicions que afavoreixen la fragmentació metastable. Un botó temporal permet seleccionar un 

determinat ió pare i els seus ions fragment, aquest paquet d'ions és a continuació accelerat a un 

potencial major (ca. 20 kV). L'analitzador TOF2 permet separar els ions que componen el paquet, rics 

en energia però amb una distribució energètica estreta. D'aquesta forma s'obté informació de la 

seqüència de l'ió pare seleccionat, el qual permet descartar ambigüitats en la identificació de 

proteïnes mitjançant empremta peptídica i, en certs casos, determinar llocs de modificacions post-

traduccionals o obtenir seqüències parcials mitjançant seqüenciació (Suckau et al., 2003). 

  

 

 

 

 

 

Els espectres MALDI-TOF/TOF van ser calibrats internament emprant com a referència 

senyals de massa de dos ions que provenen de la hidròlisis 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 pèptids que cobria l’interval m/z = 800-3.200. Les dades van ser 

combinades mitjançant 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., 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Annex 1: Materials i Mètodes. 

176 

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 ºC) i es vortexen bé abans de llegir-ne la terbolesa. La 

terbolesa desenvolupada es va mesurar amb un Turbidímetre 2100N Hach (Hach Company, 

Loveland, Colorado, els USA). Tot seguit es descriuen les proves utilitzades: 

a) Test del calor o test tèrmic ràpid: el vi s’escalfa a 90 ºC durant 1 hora, tot seguit es refreda a 

4 ºC durant 6 hores. (Sarmento i col., 2000). 

b) Test del calor o test tèrmic lent: el vi es porta a 60 ºC durant 4 dies, desprès es refreda a 4 ºC 

durant 1 hora. (Sarmento i col., 2000). 

c) Bentotest: s’utilitza una solució formada per àcid fosfomolíbdic (5%), sulfat de sodi (5%), 

glucosa (0.25 g) i àcid sulfúric(15%); és una solució ja preparada per ser aplicada directament en el 

vi. Consisteix en afegir 4 mL de la solució 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) El test del TCA (àcid tricloroacètic): s’afegeix 4 mL d’una solució d’àcid tricloroacètic 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 l'etanol: consisteix en afegir 40 mL d'etanol absolut a 40 mL de vi, es tapa el tub 

per evitar evaporació i es deixa a temperatura ambient durant 2 hores (Sarmento i col., 2000). 

f) El test del taní: 1.0 g de taní enològic (Proenol, Gaia, Portugal) es dissol en 10 mL d'aigua 

destil·lada a 70°C, quan el taní ja està ben dissol t 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 

solució de taní a l’alcohol (1% taní en 40% etanol (v/v)), s’agita i es deixa a temperatura ambient 

durant 15 minuts, desprès 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 solució saturada de sulfat d’amoni a 40 mL de 

vi, la barreja es deixa a 55 ºC durant 7 hores i desprès a temperatura ambient (Toland i col., 1996). 

h) Prostab: en aquest cas es segueixen les especificacions del Kit Prostab (Martin Vialatte 

Œnologie, Epernay, França). 4 mL de Reactiu 1 s’afegeixen a 40 mL de vi, s’homogeneïtza i tot 

seguit s’afegeix 4 mL del reactiu 2, s’homogeneïtza i es deixa 20 minuts a temperatura ambient. 

El precipitat obtingut després de la precipitació natural i després d’haver aplicat les 

corresponents proves d’estabilitat es va dissoldre en 2.6 mL de fosfat disòdic 50 mM que conté un 

0.2% de SDS. Per tal d’aconseguir la dissolució total d’alguns dels precipitats, va ser necessari 

posar-los durant 5 min a 80°C. 

(D’esquerra a dreta) Precipitat obtingut desprès d’aplicar la prova del taní, la del calor ràpid, la 

del calor lent, la del Prostab, la del Bentotest, la del sulfat d’amoni, la de l’àcid tricloroacètic, la de 

l’etanol i finalment la precipitació natural. 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
CARACTERITZACIÓ QUÍMICA DE L'ENTERBOLIMENT PROTEIC ESPONTANI DEL VI BLANC 
Mireia Esteruelas Coma 
ISBN:978-84-693-5414-8/DL:T-1402-2010 



Annex 1: Materials i Mètodes. 

177 

 

 

 

 

 

 

9) Selecció de la dosi de bentonita necessària per estabilitzar el vi blanc. 

Es prepara una solució 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 agitació. S’addiciona la quantitat 

necessària d’aquest solució de bentonita al 2 % a 1 litre de vi per tal d’obtindre una concentració 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 l'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)  Extracció en fase sòlida dels compostos fenòlics del vi i del precipitat. 

30 mL de vi abans i desprès de la precipitació natural es concentren fins 15 mL, s’utilitza una 

centrífuga de buit a una temperatura de 30 ºC per tal d’eliminar l’etanol. Les mostres concentrades i 

el precipitat natural dissolt amb fosfat disòdic 50mM (apartat 1 Annex 1 Materials i Mètodes), es 

passen per un cartutx Sep-Pak C18 que ha estat prèviament condicionat (Chamkha i col., 2003). El 

cartutx Sep-Pak C18 conté una fase estacionaria de sílice summament hidrofòbica, actua com una 

columna C18 de fase reversa, les columnes que s’acostumen a utilitzar en l’anàlisi dels polifenols del 

vi. Per tal d’eluir els compostos fenòlics enganxats en el cartutx, es passa 10 mL de metanol, el qual 

s’evapora mitjançant una centrífuga de buit fins a la sequedat. Seguidament les mostres 

corresponents al vi abans i desprès de la precipitació natural es dissolen amb 1.2 mL de metanol, i 

les del precipitat natural amb 500 µl de metanol. Aquests extractes fenòlics de les respectives 

mostres seran analitzats per cromatografia de gasos i per HPLC, analítiques que es descriuen a 

continuació. 

11) Cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses: CG/MS. 

a) Derivatizació de la mostra. 

Una de les condicions indispensables en l'anàlisi per cromatografia de gasos és la necessitat 

de que les mostres tinguin la suficient volatilitat com per ser transportades per la fase mòbil fins al 

detector, a més a més, en aquesta tècnica s’utilitzen temperatures molt elevades, amb greus 

conseqüències per a les molècules inestables o termolàbils, i per tan és necessari la formació de 

derivats, més volàtils, estables o que siguin capaços de subministrar més informació respecte a la 
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seva estructura quan el detector és un espectròmetre de masses. Les raons principals per a la 

formació de derivats són conferir volatilitat, millora de l'estabilitat, millora de les propietats 

cromatogràfiques, separacions més eficaces, anàlisi de grups funcionals, modificació de les 

fragmentacions,...  

En aquest estudi es va seguir el protocol experimental següent per tal de derivatitzar els 

compostos fenòlics de les mostres: 100 µl dels respectius extractes fenòlics es lifofilitzen per tal 

d’eliminar el metanol ja que aquest interfereix en el procés de derivatització de la mostra, els residus 

es dissolen amb 100µl de 1:1 BSTFA / piridina (v/v) amb agitació vigorosa i tot seguit s’incuba a 70 

°C durant 30 min (Soleas, et al., 1997). Aquestes m ostres s’analitzen ràpidament per cromatografia 

de gasos ja que són 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 hidrògens dels grups hidroxil pel 

grup timetilsilà -Si(CH3)3.  

 

b) CG/MS. 

Tot seguit es mostra un esquema 

general d’un cromatògraf de gasos. 

El gas portador és l’encarregat de 

transportar els components de la mostra, i 

crear una matriu adequada per al detector. 

Ha de ser inert per tal d’evitar interaccions 

amb l’analit o amb la columna (fase 

estacionaria), capaç de minimitzar la 

difusió gasosa, fàcilment disponible i pur, 

econòmic i compatible amb detector que s’utilitzarà. La pressió del gas portador es regula a dos 

nivells, a la de sortida de la bombona i a l’entrada del cromatògraf. 

La injecció de mostra ha de ser ràpida per tal d’evitar l'eixamplament de les bandes de sortida, 

aquest efecte es dóna amb quantitats elevades d’analit. Es pot utilitzar una microxeringa (amb 

capacitat per a diversos microlitres), o bé un mostrejador automàtic. Per obtenir menor quantitat de 

volum, s'utilitza un divisor de flux (la injecció es coneix com a mode Split) a l'entrada de la columna, 

aquest rebutja part de l'analit introduït. Si s'utilitza tot el volum de mostra la injecció és de tipus 

Splitless, aquest tipus d’injecció ens permet determinar petites quantitats o traces. La mostra s’injecta 

a una cambra de vaporització instantània, aquesta estarà 50°C per sobre del punt d'ebullició del 

component menys volàtil, i està segellada per una junta de goma de silicona Septa o sèptum.  

Es fan servir dos tipus de columnes, les empaquetades o de farciment i les tubulars obertes o 

capil·lars (major rapidesa i eficiència). La longitud d'aquestes columnes és variable, de 2 a 60 metres, 

i estan construïdes en acer inoxidable, vidre, sílice fosa o tefló. A causa de la seva longitud i de la 

necessitat de ser introduïdes en un forn, les columnes acostumen a enrotllar-se en una forma 

helicoide amb diàmetres 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 serà d'uns 20 µl, i en el cas de les columnes capil·lars aquesta quantitat és 

menor, d'1 µl.  

La temperatura és una variable important, ja que en dependrà el grau de separació dels 

diferents analits, per a això, s'ha d'ajustar amb una precisió de dècimes de grau. Aquesta 

temperatura depèn del punt d'ebullició de l'analit o analits, com també de la màxima temperatura de 

funcionament de la columna (fase estacionària), i en general s'ajusta a un valor igual o lleugerament 

superior a ell. És recomanable utilitzar temperatures baixes per a l’elució ja que encara que a major 

temperatura l'elució és més ràpida, es corre el risc de descompondre l'analit.  

Desprès de la separació dels analits per la columna cromatogràfica, aquests seran detectats 

per l’espectròmetre de masses. Un espectròmetre de masses està format principalment per tres 

parts: la font d'ionització, l'analitzador de massa i el detector.  

La font d'ionització permet mitjançant l’impacte electrònic abstraure un electró de la molècula 

per donar lloc a la formació d’un catió radical. En essència consisteix en el "bombardeig" de les 

substàncies que arriben a la font a través dels sistemes d'introducció de mostres, amb un feix 

d'electrons d'alta energia (normalment 70eV). Aquesta energia és suficient per produir, d'una banda, 

la ionització del compost sencer (formació de l'ió molecular), i a més, generar un cert grau de 

fragmentació del mateix, el que ens subministra una valuosa informació sobre la seva estructura.  

Immediatament després del procés de ionització, els ions en fase gasosa entren a la regió de 

l'analitzador de masses, que és la zona de l'instrument on els ions, dins del rang de masses 

seleccionat, són separats en base a la seva relació massa/càrrega (m/z). Aquesta part de l'instrument 

té un paper important pel que fa a la precisió i exactitud de les masses a mesurar. Els ions són aquí 

separats per camps magnètics, elèctrics, de radiofreqüència, per combinacions de diversos d'ells, o 

per mesura del temps de desplaçament dels ions al llarg d'una distància fixada prèviament. 

L'element final de l'espectròmetre de masses és el detector, aquest registra tots els ions 

segons la seva relació m/z i els quantifica segons la seva abundància relativa. Podem obtenir dos 

tipus d’ions diferents per analit; l'ió molecular (pèrdua d’un electró), generalment no és el més 

abundant (perquè es fragmenta) i 

ens permet obtenir la massa 

molecular de la substància, i els 

ions corresponents a la 

fragmentació de l’ió molecular entre 

els quals hi ha el pic base que és 

l’ió més abundant de l'espectre 

(100% d’abundància relativa). Els 

espectres de massa es registren 

com a abundància relativa vers 

relació m/z. 

Tot seguit es mostren les condicions que es van fixar per l’anàlisi de les mostres seguint el 

protocol descrit per Minuti et al. 2006: 
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La cromatografia de gasos acoblada a l’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 anàlisi qualitatiu de la mostra; o bé la 

monitorització selectiva d’uns determinats ions, mode SIM, en aquest cas adquirim només els ions 

que ens interessen i així tenim un cromatograma molt més net i concret, a la vegada, pel fet 

d’eliminar masses que no ens interessen, es redueixen interferències i això ens permet una 

quantificació 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 així 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 retenció perquè no 

disposem de patró. 

En el nostre estudi es va realitzar una adquisició en mode full SCAN en el que es va fixar un 

interval d’adquisició de m/z de 43 a 650; mitjançant el software AMDIS es van identificar alguns dels 

compostos fenòlics presents en les mostres per comparativa amb els espectres de la llibreria NIST. 

Tot seguit es va realitzar una adquisició en mode SIM en totes les mostres dels compostos fenòlics 

identificats. Els patrons també es van adquirir en mode SIM; a partir del temps de retenció i dels ions 

quantificadors (Tgt) i qualificadors (Q) dels respectius patrons es va confirmar la presència en la 

mostra dels diferents compostos fenòlics identificats. 

12) HPLC/ESI-TOF. 

La cromatografia líquida d’alta resolució (HPLC) és una tècnica molt utilitzada en l’anàlisi dels 

compostos fenòlics del vi. En la separació s’utilitza una columna C18 de fase reversa. Els analits 

s’adsorbeixen a la columna cromatogràfica més o menys fort en funció de la seva polaritat, els 

primers analits que s’eluiran seran els més polars i a mesura que augmentarà el percentatge en 

acetonitril de l’eluient es desadsorbiran els que són menys polars.  

Tot seguit aquests analits seran ionitzats mitjançant la font d’ionització per electroesprai (ESI). 

La solució es fa passar a través d'un capil·lar al qual s'aplica un alt potencial elèctric, a la sortida del 

Pressió i nlet:  7 psi 

Model d’injecció:  splitless 

Tª inyector:  300 ºC 

Volum de mostra injectada:  1 µl 

Columna:  HP-5MS de (5% fenil)-metilpolilsiloxà de 30 mx0.25 mmx0.25 µm 

Purga del sèptum:  0.8 mL/min 

Flux de columna:  0.7 mL/min 

Temperatura  del forn:  temperatura inicial de 120 ºC durant 3 min;                               
rampa de 5 ºC/min fins 320 ºC, durant 5 min. 

Temps total d’anàlisi:  48 min 

Solvent delay:  4 min 
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capil·lar la solució es dispersa en forma d'esprai, format per petites gotes carregades, el solvent 

s'evapora ràpidament tot alliberant les molècules carregades a la fase gasosa. En aquest procés als 

ions generats se’ls a extret un electró donant lloc a un catió radical, aquests poden estar protonats de 

manera múltiple donant lloc a diferents espècies per a una mateixa molècula.  

Aquests ions seran detectats per un TOF (Time-of-flight), on seran accelerats mitjançant un 

camp elèctric, i recorreran una determinada distància en funció de la seva càrrega, a més càrrega 

més distància recorreguda. La massa dels ions es calcula a partir de la mesura del temps que 

necessiten per a recórrer una distància determinada, i de la magnitud del camp elèctric que s'ha de 

fer servir per a accelerar-los.  

Quan es realitza aquesta analítica s’obté un ió molecular corresponent a la massa isotòpica de 

l’analit més un protó, a més aquest també pot estar sodiat, amb amoni o amb potassi. La massa 

isotòpica del compost ha de coincidir amb els dos primers decimals de la massa teòrica del mateix, 

s’admet un error molt baix en el segon decimal (± 0.03).  

Aquesta analítica també ens permet realitzar una deconvolució del cromatograma i així 

directament podem obtenir l’espectre dels compostos presents en la mostra, a la vegada es pot 

calcular la fórmula molecular del compost. Aquest compost tindrà una puntuació (score) que ens 

interessa que sigui el més alta possible, i un error (en ppm) que correspon a la diferència entre 

l’espectre del compost present a la mostra i l’espectre teòric del compost amb aquesta massa 

isotòpica, aquest valor pot ser positiu o negatiu i ha de ser el més proper possible a; si el compost es 

troba a molt baixa concentració de vegades no tenim el segon isòtop perquè es confon amb el soroll 

de fons i llavors aquest error augmenta molt. 

Tot seguit es mostren les condicions que es van fixar per l’anàlisi de les mostres seguint el 

protocol descrit per Chamkha et al. 2003: 

 
 

Columna:  Eclipse C18 250mmx4.6mm 5µm mida de partícula 

Flux:  0.8 mL/min 

Fase mòbil A:  0.2% àcid fòrmic 

Fase mòbil B : 80% Acetonitril / 20% Fase mòbil A 

Volum de mostra injectar:  50 µl 

Temperatura de la columna:  30 ºC 

Gradient (% de Fase mòbil 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 ºC 

Drying gas flow:  12 L/min 

Nebulizer gas pressure:  60 psi 

Fragmentor voltage:  150 V 

Skimmer voltage:  65 V 

Octapol voltage:  250 V 

Adquisition range:  50-2400 m/z in positive mode 
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