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Prispevok k polarografickému stanoveniu

polypeptidov vo vinach

Andrej Dopos a Jozef Marcina, Vyskumné pracovisko Vinarskych zdvodov Bratislava-Rada,

Jozef Antu3ek, SVST, Chemickotechnologickd fakulta, Bratislava

Vo vindrskej praxi sa Casto objavuje poZiadavka
stanovenia bielkovinnych latok vo vine, najma v si-
vislosti so zaistenim koloidnej stability.

Doteraz pouZivané metody su zaloZené na vyzra-
Zani bielkovin réznymi Cinidlami, ako siran sodny
a alkohol [1], hydroxid mednaty [2, 3], kyselina
fosfomolybdénova [4], pripadne fosfowolframova
[5] a stanoveni dusika v zrazenindch podla Kjehil-
dala. Niektoré metody popisuji stanovenia bielko-
vin fotometricky, vyuZivajic farebné reakcie biel-
kovin a polypeptidov [5, 6, 7]. Iné metdody stano-
venia bielkovin vyuZivaju ultrafiltraciu a elektro-
forézu [8, 9, 10]. Uvedené metddy si Casove néa-
roctné, pricom presnost stanovenia je ovplyvnena
mnohymi faktormi, najmé u zraZacich metod.

Nakolko pre prax sa Ziada jednoduchd metodika,
ktora by bola dostatotne presnd a rychla, odskusali
sme k stanoveniu polypeptidov polarograficki me-
todu.

Podla naSich zisteni o polarografickom stanoveni
bielkovin vo vinach je malo zprav. Heyrovsky a
spol. [11] zistili zretelnd bielkovinni vlnu v Bur
gundskom vine, Zernoseckom a Mé&lnickom rizlingu.
V ovocnych vinach bola reakcia na bielkoviny ne-
gativna. De Almeida [12] stanovil proteidy v Port:
skom vine.

Polarografické hodnotenie polypeptidov v pive
s tispechom pouZil Hummel [13].

Experimentalna éast
Analytické metody a pouzity materidl

Za zdklad nami aplikovanej metody sliZila Bedic-
kova reakcia, ktord je na bielkoviny S3pecificka.
Bielkoviny svojimi — SH a — S — S — skupinami
v pritomnosti Co** a Co?* v amoniakdlnom pro
stredi sposobuji katalyzovani elektroédovii reakciu,
pri ktorej sa z roztoku vyvija vodik. Tato reakcia
sa prejavuje na polarografickej krivke charakteris-
tickou dvojvlnou, kiorej vySka a tvar zdvisi od zlo-
Zenia roztokov, v ktorych sa bielkovina stanovuje.
V roztokoch o stdlom zloZeni je debre reproduko-
vatelna a jej vy3ka sa meni s koncentrdaciou biel-
koviny v tvare adsorpCnej izotermy.

NajcastejSie pouZfvany roztok ma zloZenie 0,001
M CoCl: alebo Co (NH3)sCls, 0,1 M NHsCl a 0,1 M
NHs;. Aby sa vylicil polarograficky aéinok cystinu
a cysteinu je vyhodné pouZivat Co (NH3)sCls. Pre
zvySenie citlivosti sa pouZivaji vysSie koncentra-
cie NHs, ¢o sposobuje zvySenie vySky bielkovinovej
viny. V koncentrdcii 1 M NHs sa nevyvinie dvojvlna.

Nami pouZitd solicia mala zloZenie: 0,001 M Co
{NH3)sCls, 0,1 M NH.Cl, 1 M NHs;. Polarografovalo
sa pri citlivosti 1/300 s vySkou kapilary 2 = 65 cm,
prietokovou rychlostou m = 3,45 mg Hg/s, dobou
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kvapky ¢t = 2,45 s pri 200 mV/abs.,, od —0,8 V
v Novéakovych nadobkéach za pristupu vzduchu.

Pre kvantitativhe vyhodnotenie polypeptidov vo
vinach sa zrovndvali vy$ky polarografickych vin
s vySkou vIn cystinu, z ktorého sa spravil kalib-
radny polarogram. Pre zhotovenie kalibratného po-
logramu z cystinu sa pouZila Cerstvo pripravena
soliicia Co®*. Cystin sa pripravil v 1 M roztoku NHs
ako 0,01 M roztok. Jeho riedenim sa pripravil 0,002
M roztok, z ktorého sa pipetovalo také mnoZstvo,
aby sa dosiahli vysledné koncentrdcie: 2.10-%, 6.10°9,
1.10°%, 1,410, 2.1075, 2,6.10°5, 3,2.10-M.

Polarografovanim tychto roztokov sa zhotovil ka-
libra¢ny polarogram (obr. 1) a jeho meranim ka-
libraény graf (obr. 2).

Na vlastni analyzu sa pouZili povodné neriedené
vina v mnoZstve 1 ml do 9 ml soliicie. Popisana
metdda sa aplikovala pri $tadiu:

a) ucinku bentonitu na zniZenie obsahu polypepti-
dov a

b] koloidnej stability naflasovaného vina.

Ako vzorky sa pouZili vina I. triedy z drody
1964, oblast Bratislava-Raca, odobraté pred prvym
stacanim. TaktieZ sa stanovilo mnoZstvo polypepti-
dov niektorych neflaSovanych vin roénika 1964
z oblasti Mikulov a Bratislava-Raca, u ktorych sa
predpokladala koloidna stabilita. Pre porovnanie sa
u stabilizovanych vin prevadzal expresny tepelny
test podla Malcevovej [18] a modifikovany tepelny
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Obr. 1. Kalibracny polarogram
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test s pridanim taninu [4]. Zakal sa meral nefelo-
metrom.

zavislost medzi koloidnou stabilitou vin, stano-
venou tepelnymi testami a polypeptidmi, stanove-
nymi polarograficky, sa vyhodnotila uréenim vybe-
rového korelatného koeficientu [20]. MnoZstvo po-
lypeptidov sa udavalo v mg % cystinu a zniZenie
u¢inkom bentonitu v percentach pévodného obsahu

Obr. 3. Adsorpcia polypeptidov na bentonit — Rizling
rgnsky (vzorka IV. z tabulky 1)
Krivky: a — 150 g/hl; b — 100 g/hl; ¢ — 50 g/hl; d — povodné vino

Obr. 4. Adsorpcia polypeptidov na bentonit — Burgund-
ské biele (vzorka V1. z tabulky 1)

Krivky: a — 150 g/hl; b — 100 g/hl; ¢ — 50 g/hl; & — povodné vino

cystinu. Overila sa reprodukovatelnost polarogra-
fickej metody stanovenia polypeptidov vo vinach.
Smerodatnd odchylka S 0,0148 poukazuje na
dobri reprodukovatelnost metody [21].

a) Sledovanie vplyvu bentonitu na zniZenie ob
sahu polypeptidov

Zakaly sposobené vyzraZanim nestabilnych latok
z 'vin, su tvorené v prevazZnej miere ladtkami bielko-
vinnej a polypeptidickej povahy. ZvySok su trieslo-
viny, polysacharidy, minerdlne a farebné Ilatky
[14, 15].

PretoZe k stabilizacii vo¢i bielkovinnym zdkalom
sa pouZivaju hlinky typu bentonit, vyuZila sa Brdic-
kova reakcia na sledovanie ich adsorpnjch tuéin-
kov. K 100 ml vina sa priddavala 5% suspenzia vo
vode tak, aby vyslednd koncentracia bola 50, 100,
150 g/hl vina. Filtrdt sa pipetoval do Brdickovej
solicie a polarografoval. Niektoré polarogramy si
na obr. 3, 4, 5.

Vy3sky vin sa premerali a vyhodnotili pomocou
kalibra¢ného grafu. Vysledky sii uvedené v tabulke
1. Zo zisteného obsahu polypeptidov sa zostrojili
adsorp¢né izotermy [obr. 6,7, 8.

Obsah polypeptidov v pdvodnych vinach, vyjad-
reny ako cystin, pohyboval sa v rozmedzi 2 aZ

4 mg %. Najvy3sie hodnoty vykazovala odroda Tra-
min.

Z priebehu adsorpénych izoteriem moZno usudzo-
vat na mnoZstvo bentonitu potrebného ku koloidnej
stabilizdcii vina. DoterajSie spdsoby urcCenia ddvok
bentonitu réznymi testami [16, 17, 18] sd zdlhave
a ich reprodukovatelnost zavisi od viacerych fak-
torov. Naproti tomu polarografickd metoda je dob-
re reprodukovatelna a jej doba stanovenia je za-
vislad viac-menej len od rutiny pracovnika.

Sorp&né acinky bentonitu na polypeptidy vina,
sledované polarograficky, si podla naSich zistenf
vycCerpané za dobu 7 aZ 10 mintt (podla doterajSich
znalosti aZ 50 minat [19]). Tato skuto&nost vedie
k moZnosti rychleho urcenia priebehu adsorpénej
izotermy, a tym aj prisluSnej davky bentonitu pre
oSetrenie toho ktorého vina.

- ; " . b) Zavislostt koloidnej stability naflaSovaného
Obr. 5, Adsorpeia polypeptidov na bentonit — Tramin y 2 e
(vzorka VIII. z tabulky 1) vina od obsahu polypeptidov sledovanych polaro-
Krivky* @ — 150 g/hl; b — 100 g/hl; ¢ — 50 g/hl; @ — povodné vino grafz‘cky_
s g = vi.
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Obr. 6. Adsorpéné izoter- Obr. 7. Adsorpéné izoter- Obr. 8. Adsorpéné izoter-

my bentonitu [oznadenie
vzoriek podla tabulky 1)

my bentonitu [oznafenie
vzoriek podla tabulky 1)

my bentonitu {oznafenie
vzoriek podla tabulky 1)
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Koloidnd stabilita vin, ako bolo spomenuté vys-
%ie, je pripisovand najmé& latkam bielkovinnej po-
vahy. Preto nds pri zistovani obsahu polypeptidov
v stabilnych vinach zaujala moZnost urcovania sta-
bility na zédklade stanovenia polypeptidov BrdiCko-
vou reakciou. MnoZstvo polypeptidov stanovené po-
larograficky (obr. 9] sa porovnavalo s tepelnymi

Tabulka 1

Sledovanie adsorpénjch uéinkov bentonitu
na polypeptidy vin

g Polypep-
Oznadenie | Bentonit VySia tidy ako | Ubytok
(g/hl) (i) cystin | (%)
| (mg %)
I. Miiller-

Thurgau 0 350 1,92 100
s 50 21,6 0,87 45,3
100 11,1 0,35 18,2
150 6,0 0,17 8.8

I1. Rizling rynsky 0 394 2,33 100
50 26,1 1,15 49,4
100 21,0 0,82 35,2
150 13,8 0,46 19,7

111. Rizling rynsky 0 45,0 2,95 100
50 30,8 1,52 85,4
100 153 0,52 17,6
150 12,6 0,42 14,2

IV. Rizling rynsky 0 40,4 2,42 100
50 24,4 1,05 43,4
100 20,2 0,80 - 331
150 16,0 0,55 22,7

V. Burgundské-

biele 0 36,9 2,07 100
50 20,8 0,80 38,7
100 16,0 0,55 26,7
150 9.4 0,28 13,5

VI. Burgundské

biele 0 40,0 2,40 100
50 26,5 1,18 49,2
100 21,0 0,82 34,2
150 20,0 - 0,78 32,5

VIL. Tramin 0 54,0 4,10 100
50 37,8 2,15 524
100 32,5 1,66 40,5
150 17,0 0,61 14,9

VIII. Tramin 0 55,2 4,20 100
50 44,9 2,92 69,5
100 37,8 2,13 50,7
150 325 1,66 39,5

1X. Zmes I.b 0 41,1 2,51 100
50 25,3 1,11 44,2
100 16,0 0,55 219
150 10,5 0,31 12,4

X.Zmes L.b 0 37,0 2,07 100
50 26.5 1,18 57,0
100 17.4 0,64 30,9
150 12,0 0,33 15,9

testami. Vysledky st uvedené v tabulke 2. Vyhod-
notenie sa previedlo uréenim vyberového korelac-
ného koeficientu r. Pre zavislost koloidnej stability

pu————

Obr. 9. Obsah polypeptidov v naflaSovangch vinach (vzna-
¢enie vzoriek podla tabulky 2)

Tabulka 2
Zdvislost stability flaSového vina od obsahu polypeptidop
nefe-
lomet-
e ricka
vyska | Folpen| (V) ot
Oznadenie vina viny Y2 nota
(mm) - Cy i testu
{mg %)
e% | miodi-
{ pres- | Ten
| n?’ =
1. Rizling vlassky o 8,4 0,25 0.5 130
2. Zmes Lb S 45 0,12 0 4.9
3. Silvdn zeleny & 13,7 0,44 1 47
4. Bratislavské = 4.5 0,12 0,7 10
hrozno 3
5. Slovenské hiele 2 9,0 0,27 02 283
6. Slovenské biele 10,0 - 0,30 0,7 38,5
7. Rizling vlassky 11,3 0,35 109 43,3
8. Rizling vlassky 8,2 0,24 4,7 23,3
9. Rizling vla3sky 6,0 i e L — 19,0
10. Rizling vlaSsky 7.7 0,21 . — 258
11. Rizling rynsky > 18,2 0,68 10,8 53,0
12. Rizling rynsky = 20,8 0,76 12,7 - 550
13. Tramin X 24,5 1,05 13,9 59,0
14. Zeleny kvitek = 8,0 0,25 0,2 185
15. Zeleny kvitek 6.8 0,20 0,7 15,0
16. Zeleny kvitek  © 11,7 0,36 1,5 27,0
17. Zeleny kvitek 3 7,0 0,20 22 g2
18. Palavské bilé 18,0 0,67 6,0 555
19. Palavské bilé 7,2 0,20 33 165
20. Palavské bilé 9.1 0,26 6,0 18,0

vina, sledovanej expresnym tepelnym testom na
obsahu polypeptidov, stanovenych polarograficky,
bola hodnota r = 0,796 a pre zavislost stability sle-
dovanej modifikovanym testom r = 0,892. V oboch
pripadoch hodnoty vyberového korelatného koefi-
cientu si vi&sie ako tabelované hodnoty. Koreldcia
medzi sledovanymi veli¢inami je vyznamna na
P = 0,05 hladine vyznamnosti [20].

Sihrn

Vietky sledované vina vykazovali v prostredi
Brditkovej solicie reprodukovatelna bielkovinna
vinu, &o sme vyuZili na sledovanie sorp&nych Ggin-
kov bentonitu na polypeptidy réznych druhov vin.
Zo zistenych adsorpénych izoteriem moZno uréit
optimilne mnoZstvo bentonitu na bielkovinni sta-
bilizaciu.

Zistila sa vysoka koreldcia medzi obsahom poly-
peptidov, vyjadrenych ako cystin a stabilitou na-
flagovych vin sledovanou tepelnymi testami:. Po-
pisana metodika je jednoducha, ¢asove nendrofnd,
dobre reprodukovatelnd a mohla by byt prinosom
v ‘analytike vina. oA
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noJagpPOrPACHYECKOE
OMPEAEJIEHHE TMOJIUIIEIITH-
TOB B BHHE <
Ha npakTHKe OBUI TIPOBEAEH MeETOA
ynpeteeHus  copbuHonnoid  sdipex-
THBHOCTH OEHTOHHTa TO OTHOIUEHHIO
i NOJAMNeNnTHIaM B pasHBIX COPTax
guna. Ha ocroBanMH  MOJyYeHHBIX
21cOopOUHONIBIX H30TEPM MOMXKHO TOY-
10 pAcYHTaTh ONTHMAJbHOE KOJH-
jecTBO OGEHTOHHTA, HEOOXOAHMOE a3
cTaGUaM3aliH GeKOBBIX BelecTs.

BEITRAG ZUR POLAROGRAPHI-
SCHEN BESTIMMUNG DER
POLYPEPTIDE IN WEINEN

Es wurde eine Methode zur Verfol-
gung des Sorptionseffektes der Ben-
tonite aul die Polypeptide verschie-
dener Weinsorten ausgeprobt. Aus
den ermittelten Adsorption-Isother-
men kann die optimale Bentonitdo-
sierung zur Eiweissstabilisierung

- festgestellt werden.

PDLARDGRAPHIC DETERM[NA’i'ION
OF POLYPEPTIDES IN WINE

The article deals with the results of
research wark into the sorption

. effect of bentonite upon the -poly-

peptides present in various sorts of
wine. Adsorption isothermal curves
permit to determine the optimum
amount of bentonite required for
protein stabilization.




