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O presente trabalho teve como objectivo o estudo das proteinas de um vinho branco
produzido a partir de uvas da casta Assario Branco, aplicando técnicas imunolégicas e
ensaios de imunodetecgdio, para tentar determinar a proveniéncia das proteinas dos
vinhos.

Numa primeira fase procedeu-se ao isolamento das proteinas presentes no vinho, e,
posteriormente, & produgdo de anticorpos policlonais anti-proteinas especificas do
vinho. Nesta etapa obtiveram-se seis frac¢des proteicas maioritarias presentes no
Assario e com massas moleculares que variam entre os 20 e 30 kDa. Os anticorpos
foram obtidos apartir de trés proteinas distintas.

Numa segunda fase utilizaram-se os anticorpos policlonais anti-proteinas do vinho em
ensaios de imunodetecgdo para determinar a origem das proteinas presentes no vinho.

A fraccdo proteica do vinho, presente no residuo seco obtido apds dessalinizagdo e
liofilizag#o, foi fraccionada por FPLC, utilizando uma coluna de troca catidénica (Mono
S HR 5/5) e um gradiente salino [0/1 M de NaCl para a obtengdo da proteina total e
linear (0 a 1 M de NaCl) para a purificagdo das diversas proteinas do vinho].

Ensaios para a determinagdo de polissacéridos e de proteinas e também SDS-PAGE
revelaram a presenga de polissacéridos no pico 1 e de proteina no pico 2 do primeiro
cromatograma.

No segundo cromatograma os picos assinalados com os nimeros 4, 5, 6,9, 11 e 12
correspondem as principais fracgdes proteicas eluidas, e sdo as proteinas com que se
trabalhou nas subsequentes analises efectuadas.

Os anticorpos foram produzidos contra a proteina total, o polipéptido 4 e ©
polipéptido 5 em coelhos fémeas (Nova-Zelandia).

Investigou-se se cada um dos anticorpos produzidos reconhece especificamente apenas
o seu antigénio ou se por outro lado reconhece todas as outras proteinas do vinho.
Também as proteinas extraidas das folhas de Lemna minor foram usadas na avaliagdo
da especificidade destes anticorpos.

Nenhum dos trés anticorpos testados produziu qualquer sinal com as proteinas da
Lemna minor, apesar da enorme variedade de estruturas (i.e. polipéptidos) presentes e
da abundancia de algumas delas, o que prova que 0s anticorpos produzidos contra as
proteinas do vinho tém alta especificidade.

O anticorpo contra a frac¢do proteica total apresenta, como era de esperar, um forte
sinal com todas as proteinas testadas.



Da interaccdo de cada anticorpo com as diversas proteinas do Assario falaremos na
comunicag#o seguinte.

Para determinar a proveniéncia das proteinas do vinho Assario foram extraidas as
proteinas da pelicula, polpa, grainhas, engago € folhas de um cacho de uvas desta
casta. Testou-se, também, a levedura (Saccharomyces cereviseae, estirpe Fermol
Bougquet) inoculada para melhorar o processo fermentativo que conduz do mosto ao
vinho. :

A concentracio de proteina presente em cada um destes materiais biolégicos foi
determinada.

Como era de esperar as células de levedura sdo as mais ricas em proteina, seguidas das
das grainhas e das das folhas. A polpa e os engagos apresentam um baixo teor proteico
enquanto a pelicula s6 contém quantidades diminutas destes polimeros.

Por SDS-PAGE verifica-se que a levedura apresenta uma enorme variedade de
proteinas de massas moleculares diferentes. A polpa tem um numero limitado de
cadeias polipeptidicas. A grainha apresenta uma proteina principal e tanto as proteinas
dos engagos como as das folhas apresentam uma ma resolugdo, talvez devido a enorme
dificuldade em extrair proteinas destes tecidos, apesar da optimizag&o da metodologia
utilizada.

O resultado dos “immunoblots” mostra que os trés anticorpos reconhecem as proteinas
da polpa mas ndo as da levedura, grainhas, folhas ou engagos indicando que as
proteinas do vinho Assario tém origem na polpa das uvas. Os sinais produzidos
quando as proteinas da polpa sdo testadas com os trés anticorpos sdo idénticos aos
produzidos quando a fracgdio proteica total do vinho ¢ testada com os anticorpos,mas
diferentes do padrio da proteina total da polpa. Este facto, ndo s6 sugere que todas as
proteinas do vinho Assario estdo presentes na polpa, mas que a polpa também contém
outras proteinas que ndo estdo presentes no vinho.



