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Zékaly révovych vin jsou velmi riznorodé. M4 na né
vliv pFitomnost mnoha ldtek, jako je obsah bilkovin,
trislovin, Zeleza, m&di, barviva, slizovitych latek, kyse-
lost vina atd. V podstaté lze zdkaly révovych vin roz-
delit do ¢ty hlavnich skupin:

a)] bilkovinné zdkaly,

b) kovové zdkaly,

c) krystalické zakaly,

d] mikrobiologické zakaly.

Vylu€ovanf bilkovinnjch zakald se v prvni fazi pro-
jevi opalizujicim zé&vojem, ktery se po kratkém ¢&ase
usadi jako vlaknita usazenina. Skutenou pfFifinou do-
date¢nych bilkovinnfch zakalll nejsou v&tiinou samot-
né bilkoviny, ale produkty vznikié kondenzaci bilkovin
s trislovinami, popfipadé za katalytického piasobeni né-
kterych ionth t&Zkch kovii. Vedle fyzikdlnich vlivi ve-
doucich ke shlukovéani, se uplatiiuji i chem'cKs reakce,
které podporuji odvodnéni a také vysraZeni koloidfi.

Stabilitu vina proti bilkovinnym zikalim je moZno
ZVysit:

4] odstranénim nebo sniZenim obsahu pfitomnych
bilkovin,

b} odstranénim nebo sniZenim obsahu polyfenolickych
latek,

c) odstran&nim nebo sniZenim obsahu t&Zkjch kovi.

Stabilita vina se rovnéZ podpofi sniZovanim hodnoty
rH a vliva Kysliku na vino. SniZi se tim moZnost oxida-
ce kovii na vy3si, podstatné reaktivndjs$i mocenstvi, ome-
zi se tvorba kondenzovanych tfislovin a stabilizuje se
vznikly tfislobilkovinny komplex.

K odstranéni nebo sniZeni obsahu bilkovin a jejich
komplexu byla vypracovana fada metod, z nichZ nejd-
leZitéjSi jsou: stabilizace bentonitem, stabilizace tepel-
nym opracovanim a stabilizace n&kterymi Cinidly, jako
je tanin a Zelatina, kaolin, kfemelina, Zivo&isné uhli,
moedré Cifeni a jiné. Frakce bilkovin rozpuiténé ve vind
mohou mit kladny nebo zdporny naboj, coZ zdvisi na
pH vina. Jejich izoelektrické body se nachazeji v 3iro-
kém rozmezi pH od 3 do 7,5. Bentonit ve ving mé za-
porny ndboj, proto se sorbuji jen frakce bilkovin s klad-
nym nabojem [1].

Enzymové pripravky, které katalyzuji hydrolyzu bil-
kovin a polysacharidfi, jsou schopny zvysit stabilitu vina
viéi zdkaltim. Proteolytické enzymy katalyzuji hydroly-
zu bilkovin, peptidd, amidi a esterii aminokyselin. Po-
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uZiti proteolytickych enzymoviych preparata ke stabili-
zaci vina uvadi nékolik autort [2, 3, 4, 5].

MoZnosti Siriiho pouZiti enzymi jako katalyzatori pro
chemické reakce v primyslovych procesech se dosud
nemohly uplatnit pFedeviim pro malou stabilitu enzy-
mil, jejich vysokou cenu a nedsporny zpilisob pouZiti
Pripravime-li vSak imobilizovany enzym vazbou na ne-
rozpustny nosi¢, ziskdme heterogenni specificky kata-
lyzator, ktery lze pouZit, je-li dostatetné staly, opako-
vatelngé. Z reakéni smési miZeme pak vdzany enzym od-
délit filtraci nebo odstfedénim. V kolonovém uspora-
dani mame moZnost kontinudlni katalyzy, kterda umoZ-
fiuje automatizaci katalyzovanych procesii [6].

Kyselé proteinasy pepsinového typu se vyznatuji fa-
dou specifickych vlastnosti vytvarejicich urcité potiZe
pfi imobilizaci. V neutrdlnim a alkalickém prostfedi jsou
nestdlé a v mnoha pfipadech se inaktivuji. Tato vlast-
nost je na zdvadu pFi pouZiti vEtSiny béZnjych metod
imobilizace. V kyselém prostiedi, kde jsou pomérne sta-
1é, dochazi k protonizaci jejich aminoskupin, coZ zne-
snadiuje acylaci a alkylaci [7]. Zplisob vazby popsany
Hasselbergerem [8] je zaloZen na principu aktivace no-
sife TiCl; ve vodném prostfedi, kdy se na povrchu no-
sife vytvofi vrstvifka TiO,, na ktery se enzym komplex-
né vaZe. Vazba enzymu timto zplsobem probiha v sla-
bé kyselém prostredi [pH 4.5), coZ je vhodné pro imo-
bilizaci kyseljch proteinas. Dalsi vfhodou této metody
ie, Ze nosié po ztratd aktivity navdzaného enzymu se da
regeneroval pouhym vvZihanim pfi teploté 538°C a pro-
mytim vodou.

EXPERIMENTALNI PROVEDENI

Material: surova proteinasa z Aspergillus oryzae poskyt-
nuta VNII biotechniky, Moskva, SSSR,

silikagel L, velikost Castic 40—890 gm. Lachema, n. p.,
Brno,

vino bilé, Rulandské bilé, MVZ Znojmo, ro¢nik 1979

1. ANALYTICKE METODY

a)] Stanoveni proleclytické aktivity vazaného enzymm

Proteolytickd aktivita byla stanovena modifikovanou
[9] metodou podle Ansona [10]. K 2 ml rozioku denatu-
rovaného hemoglobinu pfisluiného pH, vytemperované-
ho na 37°C byio pfidanc znamé mnoZstvi nosiée s na-
vazanym enzymem. Po 10 minutdch inkubace pii 37 °C
za michani, bylo 3tépeni hemozlobinu ukonfeno piidav-
kem 5ml 5% kyseliny trichloroctové. Po 30 minutdch
stani byla sraZenina odfiltrovana a ve filtrdtu byla mé-
fena absorbance pri 280 nm proti blanku, ktery byl pfi-
praven obdobnym postupem, jen bez pFitomnosti gnzymu.

b] Stanoveni mnoZstvi navdzaného

Lowryho [11]

K navaZce nosife s navazanym enzymem bylo pfidédno
0,5ml 1N NaOH. Po dvou hodindch stdni bylo pfidéno
5ml Fehlingova roztoku [smés 50ml 2% Na,CO; a 1ml
roztoku obsahujictho 05g vinanu sodného a 025g
CuS0O; v 50ml). Po daliich dvou hodindch stani bylo
pfiddno 0,5ml Folinova €inidla a po hodiné stani me-
fena absorbance pifi 500 nm proti blanku pfipraveném
obdobné, jen s pouZitim nosife bez bilkoviny. MnoZstvi
bilkoviny bylo ode€teno z kalibratni krivky.

enzymn melodon

2. VAZBA KYSELE PROTEINASY Z ASPERGILLUS ORY-
ZAE NA SILIKAGEL AKTIVOVANY TiCl,

a) Aktivace nosite

100 g silikagelu bylo suspendovdno v 300ml destilo-
vané vody. Za neusidlého michéani a chlazeni na teple-

tu 5—10°C bylo b8hem 10min pPiddno 50ml TiCl,.
Suspenze byla michdna za chlazeni dalsich 30min a
pak pfi laboratorni teploté jeSté 30 min. Aktivovany si-
likagel byl promyt vodou, vyZihdn hodinu pfi 538 °C,
znovu promyt vodou a vyZihdn pil hodiny pfi 538°C a
po dal3im promyti vodou vysuSen v suSarné pfi 105 °C.

b] Vazba proteinasy na aktivovany nosif v zavislosti na
pH vazhy

1 g aktivovaného nosi¢ée byl suspendovéan vZdy v 10 ml
roztoku 100 mg surové proteinasy v 0.1 M octanovem
pufru obsahujicim 1M NaCl. pH bylo upraveno na 3,5
40; 45; 5,0; 55. Po 24h tFepani za laboratorni teploty
byla vazba ukonfena a imobilizovany enzym promyt
0,1 M octanovym pufrem pH45 obsahujicim 1M NaCl
do negativni reakce na enzym v eluatu (obr. 1).
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Obr. 1. Vazba proteinasy z A. oryzae na silikagel v zd-
vislosti na pH vazby

1 proteclytickd aktivita [Agg/min. g, substrat hemoglohin pH 4],
2 mnozstvi bilkoviny v mg navazané na g suchého nosice.

¢] Vazha proteinasy na aktivovany nosié v zdvislosti na
koncentraci enzymn ve vazehném rozfokn

1 g aktivovaného nosi¢e byl suspendovdn vidy v 10 ml
roztoku obsahujicim 50, 100, 200 a 400mg enzymu
v 0,1 M octanovém pufru pH 45 obsahujicim 1M NaCl.
Po 24 hodinach tfepéani za laboratorni teploty byla vazba
ukonéena a imobilizovany enzyvm promyt obdobné jako
v piedchozim pfipadé [obr. 2).
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Obr. 2. Vazba proteinasy z A. oryzae na silikagel v zd-
vislosti na koncentraci enzymu ve vazebném roz-
toku

1 proteolytickd aktivita [&sm/min. g substrdt hemoglobin pH 4],
2 mnozstvi bilkoviny v mg navazané na g suchého nosice.

d] Vazba proileinasy na aktivovany nosif v zdvislosti na
dobé vazby

1 g aktivovaného nosite byl suspendovan vidy v roz-
toku 100 mg proteinasy v 10ml 0,1 M octanovém pufru
pH 45 obsahujicim 1M NaCl. Vazba probihala za labo-
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ratorni teploty 1, 2, 4 a 24 hodin. DalSi postup byl
analogicky predchozimu [obr. 3).
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Obr. 3. Vazba proteinasy z A. oryzae na silikagel v zd-
vislosti na dobé vazby
1 proteolytickd aktivita [Asg/min. g, substrat hemoglobin pH 4),

2 mnoZstvi bilkoviny v mg navazané na g suchého nosice.
e] pH aktivitni kfivka imobilizované proteinasy

Proteolytickd aktivita vdzaného enzymu byla stanove-
na roztoky denaturovaného hemogolbinu pH 2—9 [obr.
4].
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Obr. 4. pH aktivitni zavislost proteinasy z A. oryzae imo-
bilizované na silikagel [proteolytickd aktivita
stanovena roztoky denaturovaného hemoglobinu
pH 2—39)

f) Zavislost aktivity imobilizované proteinasy na teploté

Byla sledovana proteolyticka aktivita (hemoglobin
pH 4] imobilizované proteinasy na teploté v rozmezi
15—60 °C (obr. 5).

3. STABILIZACE VINA IMOBILIZOVANOU PROTEINASOU
PROTI BILKOVINNYM ZAKALUM

Kolona o objemu 350 ml [60X3cm)] byla naplnéna
imobilizovanou proteinasou o aktivité 2.4 A,./min. g.
Timfo sloupcem protékalo vino Rulandské hilé, 45 ml/
/min pFi laboratorni teplotd. Vino pFfed vstupem i po
vystupu z kolony bylo priibézné kontrolovdns na sta-
bilitu proti bilkovinnym zakallim. K testovani byly po-
uzity bé&iné metody pouZivané ve vinafskeé praxi [12]:
tepelny test s pfidavkem nasyceného roztoku siranu
amonného, test s pouZitim fosfomolybdenanu sodného
a wolframanu sodného, test s pouZitim 10% kyseliny
fosfomolybdenové.

4. SLEDOVANI OBSAHU BILKOVIN GELOVOU CHRO-
MATOGRAFI [13]

Na kolonku Sephadexu G-25 (fine] [32X2cm]) bylo
aplikovano vZdy 5 ml vina. Kolonka byla promyvana 3%
kyselinou octovou. Frakce 4 ml za 2 minuty byly méfeny
pfi 280 nm proti blanku 3% kyseling octové (obr. 6).
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Obr. 5. Zdvislost proteolytické aktivity [hemoglobin pH

4} proteinasy z A. oryzae imobilizované na sili-
kagel v zdvislosti na teploté
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Obr. 6. Gelovd chromatografie vina

sephadex G-25 [fine), kolonka 32 2 cm, aplikovéno 5 ml vina, elu-
ce 3% kyselinou octovou, frakce 4 ml/2 min.
1 vino pred stabilizaci, 2 vino po stabilizaci.

DISKUSE

Pro pPipravu imobilizované kyselé proteinasy z Asper-
gillus oryzae byl vybrdn zpfisob vazby zaloZeny na akti-
vaci nosice TiCl; popsany Hasselbergerem [8]. Jako no-
si¢ byl pouZit silikagel o velikosti &astic 40—90 gm.
Vazba enzvmu byla optimalizovana.

Ze zavislosti vazby enzymu na pH ve vazebném roz-
toku (obr. 1) je zfejmé, Ze optimdlni pH pro vazbu je
45—55. Vazba v kyselejSim prostfedi probiha -pomale-
ji, kdeZto v oblasti nad pH 6 nastava jiZ inaktivace pro-
teinasy.

Zavislost mnoZstvi enzymu vazaného na nosic a jeho
aktivity na mnoZstvi enzymu pfitomného v reakéni smé-
si je uvedena na obr. 2. MnoiZstvi navazaného enzymu i
aktivita s koncentraci enzymu ve vazebném rozioku
roste.

Vazba enzymu na aktivovany nosi¢ probé&hne praktic-
ky b&hem jedné hodiny, jak je patrno z obr. 3. Z pri-
be&hu pH aktivitni k¥ivky obr. 4 je zfejmé, Ze imobili-
zovany enzym méa pH optimum p¥i pH 3.,5. pH révovych
vin se pohybuje kolem hodnoty 4. Z toho vyplyva, Ze
pouZitd proteinasa z Aspergillus oryzae je vhodna pro
Stépeni bilkovin vina.
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MozZnost sledovadni bilkovin ve vin& gelovou chroma-
tografii uvadi Sommers [13]. Priib8h gelové chromato-
grafie vina na Sephadexu G-25 (fine] je uveden na
obr.6. Prvni peak, ktery odpovidd latkdm s molekulo-
vou hmotnosti nad 4000 naleZi bilkovindm, polymér-
nim fenolickym ldtkdm a celé Tadé polysacharidovych
latek, které také absorbuji ultrafialové sv&tlo [14]. Jak
bylo zjiSté€no, €ini obsah bilkovin polymerni frakce pouze
asi 30 % [13].

Kolonou o objemu 350ml (60X3cm] obsahujici imo-
bilizovanou kyselou proteinasu z Aspergillus oryzae pro-
tékalo vino pfi laboratorni teploté 4,5 ml/min. Z priib&-
hu gelové chromatografie vina pfed a po projiti kolo-
nou (obr.6) je patrné, Ze projiti vina kolonou mélo za
nédsledek sniZeni prvniho peaku, ktery odpovida poly-
mérni sloZce vEetn& bilkovin. Pokles absorbance vyso-
komolekuldrniho materidlu je kompenzovan zvy3enim
absorbance nizkomolekuldrnich latek vzniklych rozité-
penim bilkovin. Test na nachylnost vina k bilkovinnym
zakaliim byl negativni.

Dale byla sledovéana stabilita vdzané proteinasy v prii-
b&hu stabilizace vina. Aktivita po tydnu pfi laboratorni
teploté se prakticky nezménila, po 14 dnech klesla asi
o 15%. PFi teploté 45°C se viak po 3 dnech aktivita
sniZila tém&f o 75 %. Jak je patrno z obr. 5, je aktivita
imobilizované kyselé proteinasy z Aspergillus oryzae pfi
teploté kolem 10°C, kterd odpovidd sklepni teplots,
velmi nizka. Pro praktické vyuZiti tohoto zpisobu sta-
bilizace vina by bylo lépe pouZit proteinasu s daleko
vEtsl aktivitou pfFi teplotdch 10—20°C nebo pouZit ohfe-
vu vina. To by v3ak na druhé strané& sniZilo stabilitu
enzymu, zvysilo nadklady a mélo nepfiznivy vliv na kva-
litu vina. Chemické sloZeni vina se stabilizaci prakticky
nezménila (tab. 1).

Tab. 1. Chemické sloZeni vina pFed a po stabilizaci

Vino
pied po
stabilizaci | stabilizaci
M&rn4 hmotnost | 0,99419 0,39460
Alkohol [obj. %) 12,47 12,55
Extraktovy zbytek (g/1) 18,10 18,50
Veskeré kyseliny (g/1) 5,30 5,25
Tékavé kyseliny [g/1) 0,70 0,61
SO, volny (mg/l) 38,00 35,00
S0, celkovy (mg/l) 97,00 90,00
Cukr [g/1) 450 4,30
Vino o3etfené imobilizovanou Kkyselou proteinasou

z Aspergillus oryzae bylo stabilni vaéi bilkovinnym za-
kaliim. Ze senzorického hlediska nebyl pozorovan rozdil
mezi vinem stabilizovanym a nestabilizovanym.
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vovych vin hydrolyzou zédkalotvornych bilkovin imobili-
zovanym proteolytickym prepardtem. Kvas. priim., 27,
1981, ¢&. 8, s. 181—185.

Kysela proteinasa z Aspergillus oryzae byla imobili-
zovana na silikagel aktivovany TiCl;. V €lanku se po-
pisuji podminky imobilizace enzymu a vlastnosti pfi-
praveného proteolytického preparéatu.

Takto imobilizovanou proteinasou bylo stabilizovdno
vino v kolonovém uspofddani. Bilkoviny ve vin& pfed a
po stabilizaci byly sledovdny gelovou chromatografii na
Sephadexu G-25 (fine). Vino oSetfené imobilizovanou
proteinasou bylo stabilni vii¢i bilkovinnym zikaldim.

Baiiunep, H. - Typkosa, H. - Kpymnranza, B.: Crabuansa-
UM BHHOTPaJHOTO BMHA THAPOJH3OM OenKoB, 00pazyrmMx
KOJIIOMAHO-0E/IKOBbIE MOMYTHEHHS € TOMOUILI HMMOGH.IH-
30BAHOrO MNPOTEOJHTHYECKOTO mpenapata. Kpac. npym., 27,
1981, Mo 8, cTp. 181—185.

Jas nMMOGHAH3aUHE KHCIOH npoTenHass H3 Aspergillus
oryzae Obli NpHEMeHeH MeTOL AKTHBALWH HOCHTENR YETH-
PeXXIOpPHCTHIM THTaHOM. B KauecTBe HocHTens GBLT npHMe-
HEH CHIHKareb.

B cratse onucansl yenoBus uMMOOHIH3aukH (epMenTa
H CBOJCTBA NPHTOTOBJIEHHOTO NPOTEOJNHTHYECKOrO Npenapa-
Ta.

JTorT npenapar Ou TDHMEHeH [Jd CTaGWIN3aUHH BHHA.
Benxn B BHHe nepen n nocae crabuausailieli GpuIsl HCCHTE-
JIOBAHLI C NOMOLIBLIO TeaoBoil xpomartorpadun (Sephade
G-25, fine). i

Buro mnocne craduausaunu Obllo cTaGHJILHOE NPOTHB
Ge/KOBLIX NOMYTHEHHH M B OTHOLIEHHH OpPraHOJenTHYECKHX
CBOACTE He Ownl1a obOHapyieHa HHKaKas pasHuLa MeXay
BHHOM HeoOpaboTaHbBIM.

Vajéner, . - Turkovs, J. - Krumphanzl, V.: Stabilization
of grape wine by hydrolysis of turbidity-forming pro-

teins by immobilized proteolytic preparation. Kvas.
pram., 27, 1981, No. 8, pp. 181—185.
Acid proteinase from Aspergillus oryzae was im-

mobilized on silicagel carrier activated by titanium
chloride. Conditions of immobilization of enzyme and
properties of prepared proteolytic preparation are
described in the article.

By thus immobilized acid proteinase the wine was
stabilized in column setting.

Proteins in wine before and after stabilization were
followed by gel chromatografy on Sephadex G-25 (fine).
to protein turbidity and the organoleptic properties
remained original.

Wine treated by immobilized proteinase was stable.

Vajéner, |. - Turkové, ]. - Krumphanzl, V.: Stabilisierung
der Rebenweine durch die Hydrolyse triibungshilden-
der Proteine mit immobilisiertem proteolytischem Pri-
parat. Kvas. priim. 27, 1981, No. 8, 5. 181—185.

Saure Proteinase aus Aspergillus oryzae wurde durch
TiCl; aktivierten Silikagel immobilisiert. Im Artikel
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werden die Bedingungen der Enzymimmobilisierung und
die Eigenschaften des hergestellten proteolytischen Pri-
parats beschrieben.

Von der auf diese Weise immobilisierten Proteinase
wurde der Wein in der Kolonnenanordnung stabilisiert.

Die im Wein enthaltenen Proteine wurden vor und nach
der Stabilisierung mit Hilfe der Gelchromatographie auf
Sephadex G-25 (fine) untersucht.

Der mit der immobilisierten Proteinase behandelte
Wein war gegeniiber den Proteintriibungen stabil.



