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Проведено исследование воздействия нового отечественного ферментного препарата Пектинол 
F-RKM 0719, применяемого при изготовлении красных столовых вин в процессе мацерации. 
Исследуемый ферментный препарат Пектинол F-RKM 0719 был ранее выделен из культуральной 
жидкости штамма Aspergillus awamori F-RKM 0719, полученного в результате многоступенчатой 
селекции и мутагенеза на кафедре биотехнологии Южно-Казахстанского государственного 
университета им. М. Ауэзова. В результате разработки комбинированного способа очистки и 
выделения пектолитического ферментного препарата получен препарат с более высокой 
полигалактуроназной активностью при достаточно высоком выходе целевого продукта. Способ 
основан на последовательном удалении из ферментных растворов отдельных групп неактивных 
примесей с помощью применения активированного угля и анионообменной смолы. Использование 
гидроксиапатита позволяет достичь активации пектиназ за счет удаления низкомолекулярных 
белков. Отсутствие пектиновых веществ и углеводов делает возможным его использование в 
виноделии для осветления лучших сортов вин и удаления винного камня, в состав которого 
входят пектиновые вещества виноградного сока. Использования нового ферментного препарата 
в процессе мацерации способствует повышению выхода сусла из виноградной мезги, облегчению 
прессования мезги и осветлению виноматериалов за счет снижения показателей вязкости и 
взвесей сусла, а также увеличению экстракции фенольных и красящих веществ. Показана 
эффективность применения ферментативного катализа в произвостве красных столовых вин. 
Ключевые слова: ферментный препарат, пектолитический ферментный препарат, выделение, 
очистка, виноделие, мацерация. 
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A study into the effect of a new enzyme preparation Pectinol F-RKM 0719, used in the production of red ta-
ble wines dur-ing maceration, was carried out. The investigated enzyme prepa-ration Pectinol F-RKM 0719 
was previously isolated from the cul-ture liquid of the Aspergillus awamori F-RKM 0719 strain, ob-tained 
through multistage selection and mutagenesis at the De-partment of Biotechnology of the South Kazakhstan 
State Univer-sity named after M. Auezov. As a result of the development of a combined method of purifica-
tion and isolation of a pectolytic en-zyme preparation, a preparation with a higher polygalacturonase activity 
was obtained having a sufficiently high yield of the desired product. The method is based on the sequential 
removal of individual groups of inactive impurities from the enzyme solutions using activated carbon and ani-
on exchange resin. The use of hy-droxyapatite allows the activation of pectinases to be achieved by remov-
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ing low molecular proteins. The absence of pectin substanc-es and carbohydrates makes it possible to use it 
in winemaking to clarify the best varieties of wine and remove the wine stone, which consists of the pectic 
substances of grape juice. The use of a new enzyme preparation in the process of maceration contributes to 
increasing the yield of mash from grape pulp, facilitating the pulp pressing and clarification of wine materials 
by reducing the vis-cosities and suspensions of the mash, as well as increasing the ex-traction of phenolic 
and colouring substances. The efficiency of enzymatic catalysis in the production of red table wines is de-
mon-strated. 
Keywords: enzymatic preparations, pectolytic enzymatic preparations, extraction, purification, maceration 
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ВВЕДЕНИЕ 
Южный Казахстан является крупнейшим 

аграрным регионом, в котором создается но-
вая отрасль - современное виноделие высоко-
го качества. Успешному решению задач интен-
сификации технологических процессов произ-
водства вина, повышения качества и конкурен-
тоспособности готовой продукции способству-
ет ферментативная обработка сырья, предше-
ствующая процессам прессования и фильтра-
ции [1]. 

Ферментативная обработка сырья на раз-
личных этапах получения сусла увеличивает 
способность мезги к прессованию, повышает 
скорость фильтрования, сохраняет цвет, спо-
собствует извлечению аромата, снижению го-
речи, увеличивает концентрацию в соке анто-
цианов и влияет на его антиоксидантный по-
тенциал [2–4].  

Для технических целей возможно исполь-
зовать «сырой» фермент, тогда как примене-
ние фермента в пищевой промышленности 
требует обязательной стадии очистки [5]. Из-
вестно, что затруднения, возникающие при по-
лучении высокоочищенных пектолитических 
ферментных препаратов (ПФП), определяются 
тем, что в большинстве своем пектиназы яв-
ляются гликопротеинами, в которых олигоса-
харидные остатки соединены с белковой моле-
кулой ковалентными связями. В результате 
ионных и гидрофобных взаимодействий между 
ферментом и субстратом возможно также об-
разование в культуральных жидкостях (КЖ) 
фермент-субстратных комплексов, которые 
проявляют свойства индивидуальных соеди-
нений. Фермент-субстратные комплексы могут 
разрушаться при изменении кислотности сре-
ды и ионной силы раствора в результате тер-
мической диссоциации или за счет вытеснения 
остатков субстрата при образовании более 
прочных ионных пар молекул фермента с дру-
гими соединениями [6]. 

Наличие в ферментном препарате (ФП) 
примесей углеводов и пектиновых веществ 
может существенным образом исказить ре-

зультаты анализа состава продуктов фермен-
толиза пектиновых полисахаридов и затруд-
нить выделение физиологически активных 
фрагментов [7]. Поэтому разработка способов 
получения высокоочищенных и высокоактив-
ных пектолитических ферментов является 
весьма актуальной. 

Цель исследования – получение высоко-
активного ПФП, применяемого для повышения 
качества красного столового вина. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Культура мицелиального гриба A. awamori 

F-RKM 0719 получена в результате многосту-
пенчатой селекции на кафедре «Биотехноло-
гия» ЮКГУ им. М. Ауэзова [8], которая депони-
рована в Республиканском государственном 
предприятии на праве хозяйственного ведения 
«Республиканская коллекция микроорганиз-
мов» комитета науки министерства образова-
ния и науки Республики Казахстан. 

Активность пектолитического комплекса 
ферментов определяли по методике действу-
ющего ГОСТ 20264.3-81. Определение удель-
ной активности ферментов рассчитывали как 
отношение активности раствора (ед/мл) к об-
щему содержанию белка (мг/мл). За единицу 
пектолитической активности принимали коли-
чество фермента, которое катализирует гид-
ролиз 1 г пектина до продуктов, не осаждае-
мых сернокислым цинком при проведении гид-
ролиза в строго определенных условиях: t – 30 
o
 C, τ = 1 ч, рН – 4; соотношение фермент-

субстрат в реакционной среде, обеспечиваю-
щее гидролиз 30%-го пектина, взятого на реак-
цию. Содержание белка определяли по методу 
Лоури [9].  

Активированные угли для очистки КЖ 
предварительно размалывали и фракци-
онировали путем просеивания на ситах до по-
лучения гранул от 100 до 280 мкм. К КЖ объе-
мом 1000 мл при 4 

о
С добавляли микропори-

стые угли, смесь тщательно перемешивали на 
магнитной мешалке в течение 30 мин, после 
чего сорбент отделяли фильтрованием под 
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вакуумом водокольцевого вакуумного насоса 
«Dolphin LC 0030 A» («Busch», Германия). В 
фильтрате проверяли содержание белка и 
пектиназную активность. Оценку содержания 
пектиновых веществ в КЖ осуществляли по 
цветности растворов путем измерения оптиче-
ской плотности на фотоколориметре КФК-2 при 
длине волны 315 нм. Степень очистки по цвет-
ности оценивали как отношение разности меж-
ду исходной и конечной активностью пектина-
зы к исходной ее величине и выражали в про-
центах. Обработку фильтрата КЖ осуществля-
ли сильноосновной анионообменной смолой A-
500Р, используя дозировку 80 г/л с последую-
щим перемешиванием суспензии в течение 30 
мин при рН 4 и температуре 4

о
С, после чего 

адсорбент отделяли фильтрованием под ваку-
умом водокольцевого вакуумного насоса 
«Dolphin LC 0030 A» («Busch», Германия). Кис-
лотность раствора регулировали добавлением 
в среду 0,1М гидроксида натрия. Для актива-
ции ПФ использовали наноразмерный Si- гид-
роксиапатит, который был синтезирован мето-
дом осаждения из растворов, описанным в ра-
боте [10]. В качестве реагентов были исполь-
зованы насыщенный раствор гидроксида каль-
ция, раствор ортофосфорной кислоты. В каче-
стве реагента - «поставщика» аниона SiO

4
 4 – 

использовали тетраэтоксисилан. 
Наноразмерный Si-гидроксиапатит вводи-

ли в частично очищенный ферментный рас-
твор в концентрации 30 г/л в течение 30 мин 
при 4

о
С и при рН = 6. Десорбцию ферментов 

проводили с помощью обработки геля 0,3 М 
фосфатным буфером при рН 7,0. Затем фер-
ментный раствор стабилизировали подкисле-
нием 0,1 М уксусной кислотой до рН 4,0. Для 
обессоливания стабилизированного фермент-
ного раствора проводили диафильтрацию на 
половолоконном мембранном модуле УФ-8-50-
ПС («Фазеркрафт», Россия) с пределом про-
пускания 30 кДа при непрерывном добавлении 
ацетатного буфера с рН 4,0 для сохранения 
постоянного объема ферментного раствора. 
Далее раствор концентрировали с помощью 
ультрафильтрации до 100 мл на том же мем-
бранном модуле с пределом пропускания  
30 кДа при стабилизированном давлении 0,1 
МПа. Сухой ПФП получали с помощью лиофи-
лизации очищенного раствора на лиофильной 
сушилке марки LGJ-1A-80, который проходил в 
три этапа: замораживание раствора до -40 

о
С, 

возгонка воды и подсушивание образца. 
Опыты проводились на виноматериалах, 

произведенных в сезон 2015 г. из винограда 
сорта Каберне Совиньон, выращенного в усло-
виях крестьянского хозяйства «Надежда» Юж-
но-Казахстанской области в цехе микровино-

делия, имевшем 20% сахаров и приблизитель-
но одинаковое содержание красящих и фе-
нольных веществ (ФВ). Исследуемый виноград 
отделяли от гребней и осуществляли дробле-
ние. Полученную мезгу сульфитировали из 
расчета 70 мг/л и подвергали ферментации в 
течение 12 ч с использованием ФП Пектинол 
F-RKM 0719 в концентрациях 1–7 г/100 кг мез-
ги. По окончании ферментации реакцию оста-
навливали разведением пробы 0,1 М ацетат-
ным буферным раствором (рН 5). Полученное 
сусло сбраживали при 23–25 

о
С в течение 5–8 

сут. После отделения самотечных и прессовых 
фракций сусла от мезги, все фракции сусла 
направляли на дображивание до содержания в 
нем сахаров не более 0,5 г/л. После полного 
прекращения брожения виноматериал снима-
ли с дрожжей. Образцы готовых виноматериа-
лов подвергали физико-химическому анализу. 

Определение массовой доли взвесей в 
сусле осуществляли гравиметрически, относи-
тельной вязкости – с помощью вискозиметра 
через определение времени истечения, массо-
вую концентрацию суммы фенольных веществ 
(ФВ) - по методу Фолина-Чекольтеу и антоциа-
нов - колориметрическим методом. Для полу-
чения значения показателя интенсивности (I) и 
оттенка (Т) виноматериала измерения выпол-
няли в кварцевых кюветах с расстоянием меж-
ду рабочими гранями 10 мм. Контролем слу-
жила дистиллированная вода. Показатель ин-
тенсивности (I) определяли как сумму значе-
ний оптических плотностей при длинах волн 
420 нм, 520 нм: (I520 = А420 + А520). Показа-
тель оттенка (Т) рассчитывали как частное от 
деления А420 и А520: (Т = А420/А520).  

Все опыты были выполнены в трехкратной 
повторности. Оценку статистической досто-
верности результатов осуществляли с исполь-
зованием прикладных программ «MathCAD» и 
«Statistica». 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Для удаления из КЖ штамма A. awamori F-

RKM 0719 низкомолекулярных примесей, таких 
как пектиновые вещества, использовали акти-
вированный микропористый уголь марки КАД-Г 
в различных концентрациях (табл.1). 

Из полученных данных видно, что в диа-
пазоне рН среды 3,0–3,5 с дозировкой 10 г/л 
достигается наибольшая эффективность 
очистки ферментных растворов. Из данных 
табл. 1 видно, что при оптимальном значении 
рН среды влияние дозировки сорбента в КЖ на 
эффективность очистки является прямо-
пропорциональной. 

Для удаления ионогенных примесей из 
ферментных растворов и фракционирования 
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белков фильтрат КЖ обрабатывали сильно- 
основными анионообменными смолами Amber-
lite CG-400 (США) и A-500Р (Великобритания), 

которые могут быть использованы совместно с 
традиционными угольными адсорбентами. 

Таблица 1 
Влияние условий обработки культуральной жидкости активированным углем 

 
Table 1 

Influence of active carbon treatment of culture fluid 
 

Марка 
угля 

Условия  
обработки 

Значение 
Удельная  

активность, 
ед/мг белка 

Степень  
очистки  

по цветности,% 

Потери  
активности 

ПкС, % 

КАД-Г 

рН  
культуральной 

жидкости 

3,0 90,1 75 0,3 

3,5 94,0 75 0,8 

4,0 90,8 73 1,5 

4,5 88,0 70 1,8 

5,0 85,3 60 3,0 

5,5 81,0 50 5,6 

Дозировка  
сорбента, г/л 

5 83,0 54 2 

10 97,5 63 4,8 

15 91,4 70 18 

20 95,0 77 25 

 
Таблица 2 

Влияние рН среды при обработке ферментного раствора сильными анионитами 
 

Table 2 
Influence of pH under ferment solution treatment by strong anionite 

 

рН среды  
ферментного 

раствора 

Анионит Amberlite CG-400 Анионит A-500Р 

Степень очистки 
по цветности,% 

Потери  
активности ПкС, % 

Степень очистки 
по цветности,% 

Потери активности 
ПкС, % 

4 67 14,4 74 9,0 

5 70 21,0 76 10,0 

6 77 38,5 80 11,4 
7 82 67,0 91 58,0 

 
Таблица 3 

Влияние рН среды на эффективность адсорбции пектиназ наноразмерным 
Si- гидроксиапатитом 

 
Table 3 

Influence of pH on efficiency of pectinases adsorption on nano-Si- hydroxylapatite 
 

 
рН среды  

ферментного раствора 
 

ПкС, % ПгС, % 
Степень очистки 
по цветности,% 

Удельная  
активность, ед/мг белка 

3 76 45 72 135,7 
4 82 51 74 170,0 
5 89 56 83 322,0 
6 95 69 92 336,3 
7 80 49 97 328,4 
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В табл. 2 показано влияние рН среды при 
обработке ферментно го раствора сильными 
анионитами. 

Полученные данные свидетельствуют о 
том, что при увеличении рН среды происходит 
повышение степени очистки по цветности и 
потери общей пектолитической активности. Но 
при высокой степени очистки ионитами проис-
ходят большие потери ферментного раствора. 
Наилучшая степень очистки ферментных рас-
творов наблюдается при использовании анио-
нообменной смолы A-500Р при рН 4. 

Для комплексного выделения ПФ из ча-
стично очищенного раствора использовали 
наноразмерный Si- гидроксиапатит концентра-
ции 30 г/л в течение 30 мин при 4 

о
С и разных 

значения рН раствора (табл. 3). 
Как видно из данных табл. 3, наиболее оп-

тимальным значением рН раствора, при кото-
ром осуществляется наибольшая удельная 
активность (336,3 ед/мг белка), является зна-
чение, равное 6. Это объясняется тем, что при 
значениях рН 6, пектиназы заряжаются отри-
цательно, а ионы кальция – положительно, и 
за счет взаимодействия заряженных функцио-
нальных групп осуществляется сорбция фер-
ментного раствора.  

Для обессоливания стабилизированного 
ферментного раствора и его концентрирования 
провели диафильтрацию и ультрафильтрацию. 
Полученный концентрат был лиофильно вы-
сушен.  

Таким образом, с помощью методов 
сорбции и ионного обмена выделен и получен 
новый отечественный ФП Пектинол F-RKM, 
удельная активность которого составила 385,0 

ед/мг белка, пектиназная активность – 10,8 
ед/мл и полигалактуроназная активность – 6,8 
ед/мл. Разработанный способ очистки учи-
тывает отрицательное влияние ионной силы 
раствора на эффективность сорбционных и 
ионных процессов за счет максимальной рН 
стабильности ПФ, так как наиболее длитель-
ные стадии обработки проводятся при значе-
ниях рН среды не выше 4. 

Целью дальнейшей работы является ис-
следование эффективности действия ФП Пек-
тинол F-RKM 0719 при получении высококаче-
ственных столовых красных вин. Эффектив-
ность действия нового ФП Пектинол F-RKM 
0719 в различных концентрациях на основные 
показатели виноматериалов (выход самотеч-
ных и прессовых фракций сусла, вязкость сус-
ла и содержание в нем взвесей, концентрация 
ФВ) (табл. 4). Контролем служили виноматери-
алы без ферментативной обработки. 

На основании полученных данных для 
производства высококачественных красных 
столовых вин можно рекомендовать ФП Пекти-
нол F-RKM 0719 в дозировке 5 г/100 кг мезги. 

Однако,  для  достоверности  полученных 
результатов, необходимо провести дегуста-
ционную оценку. В табл. 5 представлена орга-
нолептическая оценка красного столового ви-
на, приготовленного с использованием ПФП в 
зависимости от его концентрации. 

В результате дегустационной оценки 
установлено, что ферментативная обработка 
мезги позволяет получить высококачественные 
прозрачные вина с более насыщенным цветом 
и вкусом.. 

 
Таблица 4 

Влияние ФП Пектинол F-RKM 0719 на основные физико-химические 
показатели виноматериалов 

 
Table 4 

Influence of Pectinol F-RKM 0719 on physical and chemical properties of vine material 
 

Показатели Контроль 

 
Дозировка ФП, г/100 кг мезги 

 

1 2 3 4 5 7 

Общий выход сусла и выход 
сусла-самотека, мл 

560 (410) 
660 

(407) 
675 

(430) 
685 

(440) 
698 

(447) 
712 

(473) 
712 

(474) 
Взвеси, г/100 мл 3,2 3,0 2,9 2,7 2,5 2,4 2,4 
Относительная вязкость 1,61 1,57 1,50 1,43 1,38 1,34 1,34 
ФВ, мг/л 1830 1860 1940 2120 2258 2380 2388 
Антоцианы, мг/л 520 526 536 559 637 692 690 
Интенсивность окраски 1,19 1,20 1,22 1,29 1,32 1,35 1,34 

Оттенок окраски 1,09 1,06 1,02 0,95 0,84 0,80 0,81 



М.А. Джакашева, Б.Ш. Кедельбаев, П. Либерцайт 

52 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ И ОБЩАЯ БИОЛОГИЯ 
 

  
 

Таблица 5 
Органолептическая оценка красного столового вина, приготовленного  

в различных концентрациях ФП Пектинол F-RKM 0719 
 

Table 5 
Organoleptic assessment of red table wine made using different  

concentrations of Pectinol F-RKM 0719 
 

Дозировка ФП, 
г/100 кг мезги 

Органолептическая характеристика 
Дегустационная 

оценка, балл 

Контроль 
Опалесцирующая жидкость красного цвета, аромат хорошо 

развитый винный, вкус гармоничный 
7,4 

4 
Прозрачная жидкость рубинового цвета, тонкий, хорошо  

развитый аромат, вкус гармоничный, полный 
7,8 

5 
Прозрачная жидкость рубинового цвета, хорошо развитый 

аромат, вкус полный, бархатистый, гармоничный 
8,0 

7 
Прозрачная жидкость с кирпичными тонами, хорошо  

развитый, грубоватый аромат, вкус гармоничный 
7,8 

Наилучшая дегустационная оценка полу-
чена в виноматериалах, приготовленных с об-
работкой ФП в концентрации 5 г/100 кг мезги. 
Дальнейшее увеличение дозы ФП приводит к 
излишнему насыщению ФВ, что придает вину 
грубость во вкусе 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
С помощью адсорбционной очистки мик-

ропористым углем КАД-Г и ионообменной 
очистки с использованием анионообменной 
смолы А-500Р из культуральной жидкости 
штамма A. awamori F-RKM 0719 выделены 
ферментные растворы пектиназ с минималь-
ным снижением общей активности. Активаци-
онный эффект ферментных растворов достиг-
нут с применением наноразмерного Si- гидрок-
сиапатита, который при взаимодействии с мо-
лекулами ферментов вытесняет остатки суб-
страта из аллостерических и эффекторных 

центров. Применение методов ультрафиль-
трации и диафильтрации показало высокую 
эффективность удаления низкомолекулярных 
примесей и обессоливания растворов от до-
статочно высоких концентраций буфера, полу-
ченных в результате адсорбционной и ионо-
обменной очистки. Реализация разработанного 
способа получения ПФП Пектинол F-RKM 0719 
позволяет существенно увеличить общий вы-
ход активности ферментов по удельной актив-
ности более чем в 6 раз.  

В результате обработки мезги новым ФП 
Пектинол F-RKM 0719 удалось увеличить вы-
ход сусла и уменьшить показатели относи-
тельной вязкости и содержания взвесей. Кроме 
того, значительно улучшены физико-хими-
ческие и органолептические показатели, сви-
детельствующие о высокой гидролитической 
активности разработанного ФП. 
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