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Descriere:

Inventia se referd la substante biologice si procedee de tratare a vinurilor, in special pentru imbunatatirea
stabilitatii proteice a vinurilor albe §i roze, precum si pentru prevenirea depunerii tartrului in vinurile albe, roze
si rosii.

Se cunoaste cd in comercializarea vinurilor imbuteliate se cere nu numai ca acestea sd fie limpezi in
momentul imbutelierii, dar si ca ele sa ramana astfel un anumit timp, in special in cazul vinurilor care sunt
depozitate o perioada relativ lunga.

in prezent este cunoscut ci tratamentele de stabilizare a vinurilor nu sunt satisficitoare, daci este vorba
despre precipitatele de sdruri tartrice sau proteice, denumite in oenologie “depreciere tartricd si proteica”.

De fapt in timpul depozitarii vinurilor albe deprecierea proteica se manifestd prin turbiditate sau depozite
specifice care apar in sticld, atunci cdnd temperatura de depozitare a vinului este ridicata si/sau ca rezultat al
imbogdtirii cu tanin din dop.

O solutie cunoscuta [1] implica tratarea musturilor si vinurilor cu bentonit, dar dozajele necesare in ce
priveste cerintele existente pot fi suficient de mari pentru a produce devieri de la caracteristicile organoleptice
ale vinurilor astfel tratate.

S-au facut si alte incercari de-a lungul liniilor enzimatice folosind proteaze exogene sau pe baza de drojdii
de bere pentru a elimina proteinele responsabile de depreciere proteicd, insd rezultatele nu au fost
satisfacatoare.

S-a aratat recent de cdtre autorii inventiei ca in cursul depozitérii vinurilor albe in adaposturi, imbunatatirile
observate in stabilitatea proteica a acestora s-au datorat prezentei manoproteinelor eliberate de drojdiile de
bere.

in ce priveste precipitarea sarurilor tartrice, prezente indeosebi sub forma tartratului acid potasic, ele sunt
prezentate sub formd suprasaturatd in vinuri. in plus, in timpul stocirii vinurilor pe timp de iarna, frigul
provoaca precipitdri cristaline, dar in orice caz aceastd precipitare se produce de asemenea in timp si devine
vizibila in sticle.

S-au gésit metode de stabilizare a acestor sdruri tartrice, iar in prezent sunt cunoscute trei astfel de metode
[2,3,4].

Prima solutie implica accelerarea precipitarii prin mentinerea vinului un numar de saptamani la temperaturi
negative urmata de filtrarea lui pentru retragerea cristalelor.

A doua solutie cuprinde o imbunatatire a celei anterioare prin addugarea unor doze mari de cristale in vin
astfel, incat tratamentul la temperatura scazutd devine mai eficient, iar durata lui este mai scurtd; filtrarea
raméne insa obligatorie pentru a scoate cristalele suplimentare si cele care s-au dezvoltat.

A treia solutie implica adaugarea de acid metatartric la vin, acest acid contracarand cristalizarea acizilor
tartrici sub influenta temperaturii joase. Efectul protector dispare imediat ce acidul metatartric se hidrolizeaza,
fenomen care are loc cu atit mai rapid cu cat temperatura de depozitare a vinului este mai inalta.

Solutiile mentionate mai sus nu sunt satisfacatoare intrucat primele doud sunt indelungate si costisitoare,
alterand in plus caracteristicile organoleptice ale vinurilor tratate.

in ce priveste a treia solutie, eficienta ei este de scurta durata, fiind de aceea limitati la vinurile destinate
consumului timpuriu, in plus fatd de faptul ca este necesard introducerea in vin a unui compus strdin necontinut
initial in el.

Cea mai apropiata solutie de esenta prezentei inventii se examineazd manoproteinele extrase la cald din
peretii celulari ai drojdiei de bere apartinand speciei Saccharomyces cerevisiae care au un efect inhibitor asupra
cristalizarii sarurilor tartrice [4].

Procedeul obtinerii acestor manoproteine implica solubilizarea acestora la caldurd de 100°C intr-un mediu
apos si colectarea lor fie directd, fie prin liofilizare sau precipitarea cu etanol cu uscarea precipitatului dupa
centrifugare.

Eficacitatea preparatelor produse la testarea lor intr-un mediu model nu a fost inca verificata relativ la
majoritatea vinurilor. In plus, prepararea manoproteinelor in modul descris mai sus nu aduce nici o contributie

Obiectul inventiei este de a asigura tratarea vinurilor albe, rosii sau roze pentru a le stabiliza in ce priveste
precipitatele tartrice si proteice cu un efect pe termen suficient de lung, care sa fie considerat permanent. in
plus, tratamentul prevede adaugarea unei substante biologice, obtinute printr-un procedeu conform inventiei,
adica introducerea unei substante permise de legile de control al vinurilor, numita substanta biologicd, neavand
miros si fiind complet solubila in vin.

Conform inventiei, procedeul de tratare a vinului pentru stabilizarea lui fatd de sarurile tartrice si proteice
include adaugarea la vin a manoproteinelor extrase din peretii celulari ai drojdiilor unde in calitate de
manoproteine se utilizeazd manoproteinele obtinute conform procedeului de extragere a manoproteinelor
propuse.
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Tratamentul in mod mai specific implicd addugarea la vin a manoproteinelor extrase din peretele celular al
drojdiei prin digestie enzimatica folosind gluconaze p-1-3 si -1-6.

Conform inventiei, drojdiile folosite apartin speciei Saccharomyces cerevisiae, iar cantitatea de
manoproteine folosite in vin, este mai mica de 30 g/hl.

Inventia se referd, de asemenea, la un procedeu de extragere a manoproteinelor care include incubarea
peretilor celulari ai drojdiilor intr-un mediu apos i colectarea manoproteinelor, unde incubarea se efectueaza in
prezenta gluconazelor B-1-3 si B-1-6, iar colectarea se efectueazd prin separarea produselor solide si
concentrarea prin ultrafiltrare a fazei lichide. Acest procedeu include suplimentar uscarea produsului obtinut
prin liofilizare sau atomizare, de exemplu pentru a asigura o manipulare confortabild.

Procedeul conform inventiei se caracterizeaza si prin aceea ca gluconaza [3 este de tipul B-1-3 si $-1-6.

Inventia mai prevede §i manoproteine obtinute prin procedeul de mai sus, care au un piC caracteristic
obtinut la analiza prin cromatografie lichidd la presiune inaltd de separare moleculard, un pic caracteristic
obtinut prin electroforeza capilara, care corespunde manoproteinei de 31800 Dalton, iar analiza prin
electroforeza SDS PAGE arata prezenta a doud proteine de 41600 si 31800 Dalton.

Se dau mai jos exemple de realizare a inventiei in legatura si cu figurile 1-9, care reprezinta:

- fig. 1, cromatograma inregistrata intr-o operatie de cromatografie, referitoare la separarea de manoproteine
extrase prin digestie enzimaticd;

- fig. 2, cromatograma manoproteinelor extrase la caldura;

- fig. 3, grafic obtinut prin electroforeza capilard a manoproteinelor extrase prin digestie enzimatica (MEE),
comparat cu graficul manoproteinelor extrase prin digestie cu caldurda (MEC);

- fig. 4, fractii de proteine obtinute prin elutie cu clorurd de sodiu;

- fig. 5, indicele de turbiditate (NTU) pentru vinuri de referinta si pentru vinuri tratate cu diverse fractii;

- fig. 6, fractii de proteine obtinute prin elutie cu o.-D-manosida;

- fig. 7, indicele de turbiditate (NTU) pentru vinuri de referinta si vinuri tratate cu diverse fractii;

- fig. 8, comparatie a concentratiei de MP 32 in diverse fractii;

- fig. 9, procentul de MP 32 in MEC si MEE.

Procedeul conform inventiei se realizeaza conform exemplului specific mentionat in cele ce urmeaza.

Se incubeaza la 40°C in apa peretii celulari, in special de Saccharomyces cerevisiae, in prezenta unui
preparat de gluconaza B, si anume a celei comercializate de firma Novo cu marca Glucanex.

Acest preparat cuprinde activitati de exo-f-(1-3)-gluconazi, endo-B-(1-3)-gluconazi si exo-B-(1-6)-
gluconaza.

Ulterior se separd materialul solid.

Se concentreaza faza lichida, 1n special prin ultrafiltrare.

Masa uscatd a produsului corespunde substantial cu 50% din masa peretilor celulari introdusi initial in
preparat.

Produsul este cuprins din 88% polizaharide, 4% proteine si 8% substante nedeterminate, fapt datorat
indubitabil hidratarii produsului.

Produsul este fara miros, solubil in apd si vinuri si nu blocheazd suprafetele filtrante utilizate pentru
filtrarea vinurilor.

Cu referire la fig. 1 §i 2 se poate sublinia cé se observa o diferenta considerabild intre graficele ilustrate in
fiecare dintre aceste figuri prin detectie la 225 nm pentru proteine i prin detectie refractometricd pentru
polizaharide.

Intr-adevar, graficul din fig. 2 prezintd un prim pic (X), care corespunde volumului gol al coloanei, si un al
doilea pic (Z), ce corespunde volumului total al coloanei.

Se va nota ca graficul din fig. 1 ilustreazd un al doilea pic (Y) in imediatd vecinatate a picului (X) al
volumului gol al coloanei care este absent in graficul din fig. 2.

Procedeul conform inventiei permite extractia si conservarea unei manoproteine specifice.

Pe de alta parte, fiind analizate prin electroforeza capilard in conditii de liniste peste o coloand de silice
topitd, manoproteinele extrase prin digestie enzimaticd prezintd un pic (W), care corespunde manoproteinei
responsabile de termostabilizarea proteinelor din vinul alb. Acest pic este absent in timpul analizei
manoproteinelor extrase la caldura, folosind tot procedura de electroforeza capilara.

Ulterior se efectueaza teste pentru a verifica efectele manoproteinelor extrase prin metoda enzimatica bazata
pe diverse genuri de drojdie, toate apartinand speciilor Saccharomyces cerevisiae, denumite “MEE” pe de o
parte asupra stabilizarii tartrice si asupra stabilizarii proteice, pe de alta parte.

1. Stabilizarea tartrica.

Se cunosc doud tipuri de teste:

1. Determinarea indicelui de stabilitate tartrica.
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Se introduce bitartrat de potasiu in probele ce urmeazi a fi testate in cantitdti variabile, solubilizate prin
incalzire la 30°C si racite ulterior la -4°C.
Cu cat este mai stabil mediul, cu atit este mai mare cantitatea de bitartrat de potasiu necesard pentru a
produce cristalizarea.
5 Estimarea cristalizarii se face vizual sau determinand, prin fotometrie cu flacéra, diferenta de concentratie a
potasiului in vinul filtrat nainte §i dupa trecerea la conditii de frig.
Un vin este considerat stabil daca adaugarea a 75 mg de bitartrat de potasiu la 100 ml de probe nu cauzeaza
cristalizarea.
Testul in mediul model.
10 Rezultatele testului sunt date mai jos, bazandu-le pe 100 ml de mediu model hidroalcoolic, compus din:
- 1.1 g/L clorura de potasiu;
- 2.1 g/L acid tartric;
- 10.5% etanol.
Parametrul variabil este cantitatea de hidrogen tartrat de potasiu (HTP), addugat in doze de 0,50, 75, 100 si
15 125 mg.
Probele sunt testate comparativ cu addugarea de acid metatartric, manoproteine extrase la caldura (MEC) si
3 soiuri de manoproteine extrase prin digestie enzimaticd (MEE).
Rezultatele din tabelul 1 ilustreaza diferentele de concentratie (mg/L) ale probelor inainte i dupa racire.

Tabelul 1

HTP mg/100 ml 0 50 75 100 125
Proba de referintd 0 0 40 100 180
Meta acid 5 g/hl 0 0 0 0 0

Meta acid 10 g/hl 0 0 0 0 0

Meta acid 25 g/hl 0 0 0 0 0

MEC 10 g/hl 0 0 30 100 180
MEC 25 g/hl 0 0 0 20 100
MEC 50 g/hl 0 0 0 0 40
MEE1 10 g/hl 0 0 0 60 120
MEE1 25 g/hl 0 0 0 60 100
MEE1 50 g/hl 0 0 0 40 100
MEE?2 10 g/hl 0 0 60 80 120
MEE2 25 g/hl 0 0 0 0 60
MEE2 50 g/hl 0 0 0 0 0

MEE3 10 g/hl 0 0 80 120 180
MEE3 25 g/hl 0 0 0 60 180
MEE3 50 g/hl 0 0 0 0 180

20
Se poate vedea ca precipitarea bitartratului de potasiu in mediul sintetic se inhibd complet de acidul
metatartric dar §i de cdtre manoproteinele extrase prin actiune enzimatica, precum si ca eficienta, la doze
identice, este ugor mai scazuta.
Testul cu un vin alb.
25 Tabelul 2 ilustreazd rezultatele obtinute cu acidul metatartric, manoproteinele extrase cu caldurd si
manoproteinele extrase prin digestie enzimatica.

Tabelul 2

HTP mg/100 ml 0 50 75 100 125
Proba de referinta 0 20 40 60 80
Meta acid 5 g/hl 0 0 0 20 20
Meta acid 10 g/hl 0 0 0 0 0

Meta acid 25 g/hl 0 0 0 0 0

MEC 10 g/hl 0 20 40 40 60
MEC 25 g/hl 0 20 20 20 60
MEC 50 g/hl 0 0 40 40 40
MEE1 10 g/hl 0 20 20 20 20
MEE1 25 g/hl 0 0 0 60 100
MEE1 50 g/hl 0 0 0 0 0

MEE2 10 g/hl 0 0 0 20 60
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MEE2 25 g/hl 0 0 0 0 20
MEE2 50 g/hl 0 0 0 0 20
MEE3 10 g/hl 0 0 0 20 20
MEES3 25 g/hl 0 0 0 0 40
MEE3 50 g/hl 0 0 0 0 40

Se poate vedea ca probele de referintd prezintd o precipitare tartricd la addugarea a 50 mg/L care este un
semn ca vinul este instabil.

Acidul metatartric si una din manoproteinele extrase prin digestie enzimatica sunt capabile sd previna
precipitarea pana la addugarea a 125 g/hl.

Celelalte manoproteine extrase prin digestie enzimaticd produc rezultate foarte bune din moment ce orice
vin care nu are precipitat la o doza de 75 g/hl se considera a fi stabil.

Manoproteinele extrase la caldurd nu au efect chiar si la doze foarte mari.

2. Determinarea comportarii la temperatura joasa.

Acest test pentru comportarea la temperatura joasa implica mentinerea probelor la temperatura joasa (-4°C)
timp de 6 zile, odata ce ele au fost filtrate printr-o membrana cu pori de 1 pm.

Absenta oricarei cristalizari in aceste conditii permite ca vinurile testate sa fie considerate stabile.

Rezultatele din tabelul 3 consemneaza situatia la diferite vinuri albe, roze si rosii.

*** _ cristalizare.

ND - nedeterminat.

0 - cristalizare absenta.
Tabelul 3
Tipul vinului Referinta Meta acid 10 g/hl MEC 25 g/hl MEE1 25 g(hl
Alb 1 *k*k O *k%k O
Alb 2 *k*k O *k%k O
Alb 3 ool ND ekl 0
Alb 4 ool ND ekl 0
Alb 5 ool ND ekl 0
Alb 6 ool ND ekl 0
Roz 1 ool ND ekl 0
ROZ 2 *k*k O *k%k O
RO$L1 1 *k*k *k%k *k%x O
RO$L1 2 *k*k *k%k *k%k O
RO$L1 3 *k*k *k%k *k%k O

De notat ca manoproteinele extrase prin digestia enzimaticd a peretilor celulari de drojdie preintampina
formarea de cristale la doza de 25 g/hl.

Rezultatul observatiei vizuale poate fi de asemenea confirmat prin determinarea distantei de concentratie a
potasiului din vinuri in mg/L inainte si dupa racire, asa cum se mentioneaza in tabelele 4, 5, 6.

Tabelul 4
Rezultatele obtinute cu vinul alb nr. 3.
Manoproteina 0 g/hl 15 g/hl 25 g/hl
MEC 400 350 150
MEE1 400 250 0
MEE2 400 200 0
MEE3 400 300 0
Tabelul 5

Rezultatele obtinute cu vinul roz nr. 1.

Modalitati diferite Potasiu, mg/L Acid tartric (mg/L)
Referinta 80 150
MEC 25 g/hl 30 50
MEE1 25 g/hl 0 0
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Rezultatele obtinute la vinurile rogii nr. 1, 2 si 3 corespund unui vin rosu nerafinat, unui vin rosu rafinat
cu gelatind la 10 g/hl si unui vin rosu rafinat cu albus de ou (egg white) la 10 g/hl.

Tabelul 6
Diferenta de concentratie a potasiului (mg/L)
Diferite modalitati Vin nerafinat Vin rafinat cu gelatind Vin rafinat cu albug de ou

Referinta 90 110 180
Meta acid 15 g/hl 70 70 90
Meta acid 25 g/hl 0 0 0

MEC 15 g/hl 90 110 130
MEC 25 g/hl 50 50 70
MEE1 15 g/hl 30 70 70
MEE1 25 g/hl 0 0 0

Clei 15 g/hl 90 70 140
Clei 25 g/hl 30 50 50

Se va observa ca acidul metatartric produce bune rezultate incepand de la 25 g/hl.

Manoproteinele extrase prin digestie enzimatica au de asemenea o eficientd la o doza de 25 g/hl, care de
asemenea este concentratia care permite o stabilizare completa a celor 3 vinuri: alb, roz si rosu.

Manoproteinele extrase cu caldurd si guma arabicd in cantitdti acceptabile nu inhiba total precipitarea
tartrului.

3. Durata eficientei.

Mai multe teste au facut posibil sd se compare eficacitatea acidului metatartric si a manoproteinelor
obtinute prin digestie enzimatica.

Testul constd in mentinerea unei probe tratate la 30°C timp de 10 sdptdmani i apoi expunerea ei la
temperaturd joasd. Cantitatea de potasiu nainte si dupad expunerea la temperaturd joasd face posibil sa se
aprecieze stabilitatea tartricd a vinului tratat cu extract (MEE1) si instabilitatea vinului de referintd sau a
vinului tratat cu acid metatartric. Intr-adevar, in timpul depozitarii lui la 30°C, acidul metatartric se
hidrolizeaza si isi pierde capacitatea de protectie in plus, el elibereaza acidul tartric care sporeste starea de
suprasaturatie a vinului si chiar promoveaza cristalizarea cremei de tartru.

Diferenta de concentratie a potasiului (mg/L) dupa 6 zile la -4°C

Referinta 200
Meta acid 10 g/hl 260
MEEL1 25 g/hl 0

II. Stabilizarea proteica.

Stabilitatea proteicd a vinurilor se determind cu asa-numitul test “sub caldurd”, care implicad expunerea
vinului la o temperaturd de 80°C timp de 30 min. Turbiditatea se masoara prin analiza nefelometricd exprimata
in unitati NTU. Cantitatea de bentonit necesar se coreleaza astfel incat gradul de turbiditate rimane mai mic de
2 NTU.

Tabelul 7 ilustreaza rezultatele obtinute la cele 3 tipuri de vinuri tratate cu diferite manoproteine.

Tabelul 7
Diverse modalitati Turbiditate (NTU) Cantitatea de bentonit (g/hl)
Vinul de referinta 1 12 80
Vin 1+MEC 25 g/hl 12 80
Vin 1+MEE1 25 g/hl 4,4 30
Vin 1+MEE2 25 g/hl 4,2 30
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Vin 1+MEE3 25 g/hl 4,3 30
Vinul de referinta 2 23,1 120
Vin 2+MEC 25 g/hl 23,4 120
Vin 2+MEE1 25 g/hl 10,5 60
Vin 2+MEE2 25 g/hl 10 60
Vinul de referinta 3 13,8 90
Vin 3+MEC 25 g/hl 14 90
Vin 3+MEE1 25 g/hl 6,2 50
Vin 3+MEE3 25 g/hl 5,8 50

in ceea ce priveste manoproteinele extrase prin digestie enzimatici, rezultatele arati in mod clar reducerea
cantitatii de bentonit necesar pentru obtinerea stabilitatii vinurilor. Reducerea cantitatii de bentonit este de
50%.

in acest mod, calititile organoleptice sunt afectate intr-un grad relativ minor, iar vinurile sunt in special
stabilizate pe o perioada lunga fara alterarea gustului, Intrucat manoproteinele extrase prin digestie enzimatica
sunt neutre ca gust.

Testele realizate aratd in totalitate avantajul conferit de manoproteinele extrase prin digestie enzimatica,
atat in ce priveste inhibarea sarurilor de tartru, cat si in ce priveste stabilizarea proteica a vinurilor albe, si
aceasta folosind cantitati mici.

Acum devine convenabil sa se acorde in continuare atentie manoproteinelor extrase prin digestie enzimatica
pentru a ilustra fractia susceptibila de a fi cea mai eficientd, atat in ce priveste sdrurile tartrice, cat si referitor la
stabilizarea proteica.

in prealabil, compozitia preparatelor de manoproteine extrase cu calduri si prin metoda enzimatica poate fi
comparatd in mod direct. Din tabelul 8 se va observa cd manoproteinele obtinute prin digestie enzimatica au un
continut proteic distinct mai inalt.

Tabelul 8
Manoproteine % proteine % polizaharide % manoza % glucoza
extrase cu caldura 4.2 93,8 92 8
extrase enzimatic 15 83,2 100 0

Continutul de proteine se determind prin metoda BRADFORD (1976). Continutul de polizaharide se
determind prin metoda cu fenol sulfuric (MONTREUIL si SPIK, 1963).
Compozitia glucida hidrolizabila a portiunii de polizaharidd se determind prin cromatografie in faza gazoasa
a monozaharidelor eliberate prin hidroliza cu acid trifluoracetic si derivate prin sililare (LLAUBERES, 1988).
Preparatele de manoproteine extrase cu caldurda (MEC) si manoproteine extrase pe cale enzimaticd (MEE)
se analizeazd in detaliu prin electroforeza cu gel de poliacrilamidd in conditii denaturate (SDS PAGE)
permitand o separare moleculara, ale cdrei rezultate sunt redate in tabelul 9.
Tabelul 9
Greutatea moleculard in KDa (kilodalton)

MEC MEE
778 778
70 -
44,1 44,1

5 41,6
35,2 35,2
31,8 31,8

- 30,3
275 275
252 252
23,2 23,2
21,3 21,3
19,8 19,8
184 184
172 172

16 16
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Se poate observa absenta proteinelor la 70 KD in MEE si absenta proteinelor la 30.3 KDa si 41,6 KDa in
MEC.

Proteinele specifice in MEE sunt apoi izolate prin distilare fractionata.

Primul test: Cromatografie cu DEAE sefaroza.

Extrasul MEE brut (100 mg) se solubilizeza in 1 ml de tampon cu fostat avand pH=8,0.

Coloana DEAE se spala si apoi se elueazd, in faze, cu NaCl 0,25 M/L. Se colecteazd 3 ml de fractii, iar
proteinele se determind prin masurarea absorbtiei la 280 nm. Fractiile care corespund celor 3 picuri sunt
colectate, dializate in contra apei si liofilizate (conform fig. 4).

Se adaugd 25 g/hl la un vin care este apoi Supus unui test caloric pentru a determina capacitatea de
stabilizare proteica. Se masoara turbiditatea in NTU. Rezultatele sunt specificate in fig. 5.

Se va observa capacitatea de stabilizare proteica a fractiei eluate cu NaCl (0,25 M/L) si efectul slab al
fractiei neretinute (FNR) si al fractiei cu 0,5 M/L .

Este posibil sd se determine continutul de proteina si polizaharida al MEE si al fiecdreia din fractiile eluate.

Asa cum se poate vedea din tabelul 10 fractia activa la 0,25 M/L contine 6% proteina, 78% polizaharida, iar
randamentul sdu de extractie este de 60%.

Tabelul 10
Randament (%) Proteine (%) Polizaharide (%)
FNR 25 12 86
0,25 M/L 60 16 78
0,5 M/L 15 16 81

Este astfel necesar sa se purifice fractia de 0,25 M/L NaCl prin cromatografie de afinitate cu ajutorul
produsului concanavalin A (Con A), o lectind care se leagd intr-un mod reversibil cu moleculele ce cuprind
reziduuri de o-D manopiranozil si a-D glucopiranozil.

Este astfel posibil sa se separe proteinele si manoproteinele din aceasta fractie specifica de 0,25 M/L NaCl.

Extractul cu 0,25 M/L NaCl (60 mg) se solubilizeazd intr-o solutie-tampon de citrat cu pH=5 si se
depoziteaza intr-o coloana cu sefarozd Con A.

Dupa spalarea cu solutia-tampon pentru eluarea proteinelor lotul de compusi se supune actiunii unei solutii
a-D manozida de 0,5 M/L.

Se elueazd manoproteinele din gel. Se colecteaza 3 ml de fractii, iar analiza prin absorbtie la 280 nm
produce rezultate ilustrate de curba din fig. 6.

Se colecteaza, dializeaza contra apei si se liofilizeaza fractiile ce corespund fiecérui pic.

Fiecare fractie se adauga pentru a produce o cantitate de 25 g/hl.

Testul sub cildura da rezultatele din fig. 7.

Fractia retinuta se elueazd cu a-D-manozida de 0,5 M/L.

Aceasta fractie impreuna cu altele se mésoard pentru a determina proteinele si polizaharidele (tab. 11).

Tabelul 11
Randament (%) Proteine (%) Polizaharide (%)
DEAE (0,25 M/L) 60 16 78
Con A (FNR) 45 20 21
Con A (FR) 15 8 90

Fractia activa reprezintd 15% de MEE.

Aceasta fractie cuprinde 8% proteine si 90% manoza.

Este posibil ca mai sus sa se realizeze o electroforeza cu gel (SDS PAGE), care ilustreaza ca manoproteina
responsabila de stabilitatea proteica a vinurilor albe are o masd moleculard de 31,8 KDa sau MP32 (tab. 12).
Aceasta este singura proteind a cérei concentratie creste in timpul purificarii.

Tabelul 12
Masa moleculara, KDa
MEE DEAE (0,25 M/L) Con A (FR)
77,8 77,8
53

44,1 44,1

41,6

35,2 35,2
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31,8 31,8 31,8
30,3
27,5
25,2
23,2
21,3
19,8 19,8 19,8
18,4 18,4
17,2 17,2 17,2
16 16 16
16,2 15,2 15,2

Electroforeza capilara confirmd cd MR32 este prezent in proportie de 2% in MEC si de 14% in MEE,
conform fig. 9.

in ceea ce priveste stabilizarea tartrici, manoproteinele se separa prin cromatografie lichida sub presiune
inaltd pentru separare moleculard conform dimensiunii lor in doud fractii care se dializeaza contra apei si se
liofilizeaza.

Fractiile obtinute P1 si P2 se adaugd la un vin alb in cantitati diferite. Vinurile tratate se supun unui test la
rece, iar concentrarea in potasiu face posibild estimarea cristalizarii tartrice.

Dupa analizd se va observa cd MEE inhiba cristalizarea tartratului de potasiu de la 15 g/hl. Prima fractie P1
nu reuseste sd inhibe aceasta cristalizare, iar in contrast, fractia P2 permite stabilizarea tartrica la o cantitate de
5 g/hl.

Analiza proteinelor si polizaharidelor continute in diferite fractii da urmdtoarele rezultate:

Proteine (%) Polizaharide (%)
MEE 15 83
P1 5.3 84,5
p2 8.7 90,3

Fractia P2 care permite stabilizarea tartrica se purifica prin cromatografie de afinitate cu ajutorul
concanavalinului (Con A) in doud fractii, una fiind o fractie retinutd (FR) si cealaltd, neretinutd (FNR) peste

lecting, cele doua fractii fiind colectate, dializate si liofilizate.

Dupd adiugare in cantitdti diferite la un vin, se confirmd ca fractia neretinutd (FNR) nu contribuie la

inhibarea cristalizarii sarurilor acidului tartric.
Fractia retinuta (FR) face posibil sa previna cristalizarea la un volum de 1,25 g/hl.
Comporzitia fractiilor active poate fi analizatd repetat.

Proteine (%) Polizaharide (%)
p2 8,7 90,3
FR Con A 2,5 97,5
FNR Con A 12 34

Ca urmare fractia activa cuprinde 2,5% proteine si 97,5% polizaharide.
Apoi este necesar sa se determine prin electroforeza cu gel substantele moleculare ale fractiilor purificare.

Masa moleculara in KDa

MEE P1 P2 FR Con A
77,8 77,8

53,3
44,1 44,1
41,6 41,6 41,6
35,2 35,2
31,8 31,8 31,8 31,8
30,3 30,3 30,3
27,5 27,5 27,5
25,2 25,2 25,2
23,2 23,2
21,3 21,3
19,8 19,8
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18,4 184
17,2 17,2 17,2 17,2
16 16 16
15,2 15,2 15,2 15,2

Fractia activa contine astfel numai patru manoproteine a caror masa moleculara este 41,6; 31,8; 17,2; 15,2
KDa.

Singura proteind care creste in concentratie este cea de 41,6 KDa. Ca urmare, aceasta este 0 manoproteina
responsabila de stabilizarea tartrica.

Aceasta moleculd poate totusi fi extrasa numai si exclusiv din peretii celulari ai drojdiilor printr-un compus
de gluconaza B-1-3 si B-1-6.

Cele de mai sus fac posibild explicarea faptului de ce manoproteinele extrase prin digestie enzimatica au
aceasta capacitate dubla de stabilizare a vinurilor si de ce ele prezintd un interes atit de mare, avand in vedere
ca substantele folosite In acest procedeu au fost deja aprobate de autorititile care se ocupd de acest sector
alimentar.

(57) Revendicari:

1. Manoproteine, obtinute prin extragere din peretii celulari ai drojdiilor, caracterizate prin aceea ca
au un pic caracteristic obtinut la analiza prin cromatografie lichida la presiune inaltd de separare
moleculard, un pic caracteristic obtinut prin electroforeza capilara care corespunde manoproteinei de 31 800
Dalton, iar analiza prin electroforezi SDS PAGE aratd prezenta a doud proteine de 41 600 si 31 800
Dalton.

2. Procedeu de extragere a manoproteinelor care include incubarea peretilor celulari ai drojdiilor intr-un
mediu apos si colectarea manoproteinelor, caracterizat prin aceea ci incubarea se efectueaza in prezenta
gluconazelor B-1-3 si P-1-6, iar colectarea se efectueaza prin separarea produselor solide si concentrarea
prin ultrafiltrare a fazei lichide.

3. Procedeu, conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca include suplimentar uscarea produsului
obtinut prin liofilizare sau atomizare.

4. Procedeu de tratare a vinului pentru stabilizarea lui fatd de sarurile tartrice §i proteine care include
adaugarea la vin a manoproteinelor extrase din peretii celulari ai drojdiilor, caracterizat prin aceea ci in
calitate de manoproteine se utilizeazd manoproteinele obtinute conform revendicarii 2.

5. Procedeu, conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea ci drojdiile apartin speciei Saccharomyces
cerevisiae.

6. Procedeu, conform revendicarii 4 sau 5, caracterizat prin aceea cii cantitatea de manoproteine
adaugate la vin este mai mica de 30 g/hl.

Sef sectie: CRASNOVA Nadejda

(56) Referinte bibliografice:
1. JourBxdakminadenal des sciences de la vigne BIAD VD)@ REN&iafligpag. 239-251
2. Applied and enviromental microbiology, vol. 54, no. 6, pag. 1420-1425

3. Jourpgd dptegpgtional des sciences de la vigne %MUP!Az‘%%rh pag. 13-22
4. Carbohidrate polymers, vol. 23, no. 3, pag. 185-191
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str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniiu, Republica Moldova
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