Mitteilungen Klosterneuburg 56 (2006): 94-101

Nachweis von Ovalbuminriickstinden im Wein
mittels Elektrophorese und Western Blotting

EvLsA FiscHERLEITNER und REINHARD EDER

Hohere Bundeslehranstalt und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau
A-3400 Klosterneuburg, Wiener Strafle 74
E-mail: Elsa.Fischerleitner@hblawo.bmlfuw.gv.at

Tierische Schonungsmittel riicken im Hinblick auf die zukiinftige Allergenkennzeichnungspflicht (EU-Richtlinie
2003/89), die ab 2007 eine Deklaration von allen Zutaten und technischen Hilfsstoffen mit nachweisbarem allerge-
nen Potenzial fordert, in den Mittelpunkt des Interesses. Deswegen soll geklirt werden, ob Riickstinde der betroffe-
nen Schonungsmittel nach der Schinung im Wein verbleiben und welche Folgen diese moglichen Riickstinde auf
den Konsumenten haben. In manchen Léindern ist es iiblich, Wein mit frischem Eiklar zu schonen. Ein Hauptbe-
standteil des Eiklars ist das Glycoprotein Ovalbumin. Aus der Sicht der Allergologen folgt dieses Protein beziiglich
seiner Allergenaktivitit nach dem Ovomucoid an zweiter Stelle der Eiklarproteine. Aus diesem Grund wurde eine
elektrophoretisch-immunologische Methode entwickelt, wm Riickstinde von Ovalbumin im Wein nachzuweisen.
Untersucht wurden mit Hithnereiweif§ einerseits im Labormafstab, andererseits im kellertechnischen MafSstab ge-
schonte WeifS- und Rotweine des Jahrganges 2004. Die Proteine wurden elektrophoretisch mittels SDS Gelelektro-
phorese getrennt und mit Coomassieblan angefirbt sowie einer Western Blot-Analyse mit einem monoklonalen An-
tikorper gegen Ovalbumin unterzogen. Im Labormafistab geschionte Weine wiesen Riickstinde auf, deren Menge
und Vorkommen sowohl abhingig vom bebandelten Volumen des Weines als auch von der Absetzzeit des Schi-
nungstrubs war. Bei den im kellertechnischen Mafistab behandelten Weinen wurden keine Riickstinde gefunden.
Mit dieser Methode ist es zweifelsfrei moglich, qualitativ Ovalbumin im Wein nachzuweisen, zur vollstindigen Ab-
klirung sind aber noch spezifische Untersuchungen mit HiihnereiweifS-sensibilisierten Personen durch eine autori-
sierte Stelle notig.
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Detection of residues of chicken ovalbumin in wine by means of electrophoresis and western blotting. Because of
the future regulations of labelling (EU guideline 2003/89), declaration of animal proteins used as fining agents in
wine should be reconsidered due to the possibility of allergenic reactions. Therefore it is necessary to find out if resi-
dues of these fining agents remain in wine and if they could have some allergic potential. In some countries fining of
wines with fresh white of egg is permitted. The major part of the white of egg is the glycoprotein ovalbumin. Rela-
ting to its allergic potential this glycoprotein is the second important allergene directly after ovomucin. Therefore an
electrophoretic-immunologic method was developed to detect fining residues of ovalbumin in wine. Experiments
were carried out with various red and white wines of the vintage 2004, which were treated with the whole white
of egg or with chicken ovalbumin in laboratory scale and in large scale experiments used in wineries. Proteins of
the wines were separated electrophoretically by means of SDS-PAGE, followed by Coomassie Blue staining and
analyses by means of Western Blotting with monoclonal antibodies to chicken ovalbumin antigene. Some protein re-
sidues were detected in the laboratory scale fined wines, depending on fined wines volume and precipitation time.
No residues of ovalbumin were found in wines, which were fined in usnal winery scale. It is undoubtedly possible
to detect ovalbumin in wine qualitatively. To come to final results, specific analyses with persons sensitized to chik-
kens white of egg must be done by an authorized laboratory.

Key words: wine, fining agent, allergy, chickens white of egg, Ovalbumin, western blot
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L’identification de résidus d’ovalbumine dans le vin au moyen de Uélectrophorese et du Western Blotting. En con-
sidération de la future mention obligatoire d’allergénes (Directive de 'UE 2003/89), qui, a partir de 2007, demande
Pindication de tous les ingrédients et adjuvants rechnigues présentant un potentiel allergéne prouvable, les agents de
collage d’origine animale suscitent un intérét de plus en plus important. Il fandra donc éclaircir les questions de sa-
voir si des résidus des agents de collage concernés restent dans le vin aprés le collage, et quels sont les effets de ces ré-
sidus éventuels sur le consommateur. Dans certains pays, il est courant de coller le vin avec du blanc d’ceuf frais. Un
des principaux composants du blanc d’ceuf est la glycoprotéine ovalbumine. Du point de vue des allergologues, cette
protéine vient en deunxiéme position parmi les protéines du blanc d’cenf, suivant Povomucoide, en termes d’activité
allergénique. Pour cette raison, une méthode électrophorétigue-immunologique a été développée afin de détecter
des résidus d’ovalbumine dans le vin. Des vins blancs et rouges du millésime 2004, collés an blanc d’ceuf de poule,
ont été examinés tant a [’échelle du laboratoire qu’a I’échelle des soins de cave. Les protéines ont été séparées électro-
phorétiqguement par voie d’électrophorése sur gel SDS, puis colorées au blen de Coomassie et enfin soumises a une
analyse Western Blot avec un anticorps monoclonal anti-ovalbumine. Les vins collés a échelle du laboratoire ont
présenté des résidus dont la quantité et Papparition dépendaient tant du volume du vin traité que du temps de sédi-
mentation des troubles de collage. On n’a pas trouvé de résidus dans les vins traités a I’échelle des soins de cave.
Cette méthode permet incontestablement la détection qualitative de 'ovalbumine dans le vin ; pour une clarification
définitive de la situation, il sera cependant encore nécessaire qu’un organisme autorisé effectue des examens spécifi-

ques sur des personnes sensibilisées au blanc d’ceuf de poule.
Mots clés: vin, agent de collage, allergie, blanc d’ceuf de poule, ovalbumine, Western Blot

Lebensmittelallergien werden immer mehr zum Pro-
blem, da die Zahl der Personen mit echten allergischen
Reaktionen auf bestimmte Nahrungsproteine stindig
zunimmt. Schon seit sehr langer Zeit sind potenziell Al-
lergie auslosende Stoffe im Wein, wie zum Beispiel
Schwefeldioxid, Gegenstand der Diskussion. Im Hin-
blick auf die zukunftige Allergenkennzeichnungspflicht
(EU, 2003), die ab dem Jahr 2007 eine Deklaration von
allen Zutaten und technischen Hilfsstoffen mit nach-
weisbarem allergenen Potenzial fordert, ricken tieri-
sche Schonungsmittel, wie Hihnereiweif, Casein, Mol-
kenprotein und Hausenblase, in den Mittelpunkt des
Interesses. Aus diesem Grund besteht ein grofler Bedarf
an der Klirung der Frage, ob Riickstinde der betroffe-
nen Schénungsmittel nach der Schénung im Wein ver-
bleiben und welche Folgen diese moglichen Riickstinde
auf den Konsumenten haben.

Mit wenigen Ausnahmen sind Allergene wasserlosliche
Proteine mit einem Molekulargewicht von 5 bis
100kD. Fiir eine Sensibilisierung reichen schon sehr
niedrige Dosen aus (JAGER und WUTHRICH, 1998).

Laut Weinverordnung der Europiischen Union (EU,
1999) ist zur Klirung und Behandlung von Most und
Wein Eieralbumin zugelassen, in Osterreich (Weinver-
ordnung, Anhang V) wie auch in anderen Lindern
(z.B. Frankreich) ist es auflerdem tblich, mit frischem
Eiklar zu schonen.

Frisches beziehungsweise getrocknetes Hiihnereiweify
ist ein sehr oft eingesetztes Schonungsmittel zur Redu-
zierung Uberschiissiger Phenole und zur Klirung des

Weines. Nach TroosT (1988) ist das Eiklar von Hithner-
eiern das ilteste Schonungsmittel. Es besteht zu 86,6%
aus Wasser und 16,6% aus Protein (WURDIG und WoL-
OLLER, 1989).

Beim Hithnereiklar konnten mindestens 24 antigene
Komponenten nachgewiesen werden. Der Hauptbe-
standteil des Eiklars ist mit 54% das Glycoprotein
Ovalbumin. Ovalbumin ist leicht denaturierbar und
hat eine relative Molmasse von 43kD. Aus der Sicht
der Allergologen liegt dieses Protein beztiglich seiner
Allergenaktivitit an zweiter Stelle der Eiklarproteine
(die Sensibilisierungsrate bei Ei-Allergikern betrigt
60%) und wird lediglich vom stark allergenen Ovomu-
coid (11% der Eiklarproteine) iibertroffen (JAGER und
WUTHRICH, 1998). Infolge oraler Zufuhr treten bei Hiih-
nerei-sensibilisierten Personen Hauterscheinungen, ga-
strointestinale Beschwerden, respiratorische Symptome
oder Kreislaufreaktionen auf, wobei hochgradige Sensi-
bilisierungen nicht selten sind und zu duflerst heftigen
Reaktionen bis zum anaphylaktischen Schock fithren
konnen (RING, 1996).

Da das Ovalbumin eine geringe Thermostabilitit be-
sitzt (Rompp, 1995), kann von Hiihnereiallergikern er-
hitztes Eiklar vertragen werden, sofern keine Sensibili-
sierung gegen das hitzestabile Ovomucoid vorliegt.
Aus diesem Grund ist zu bedenken, dass die Verwen-
dung von frischem Hihnereiweifl ein grofleres Risiko
fiir allergische Reaktionen beim Weinkonsumenten dar-
stellt als die Verwendung von getrockneten oder pa-
steurisierten Hithnereiweifiprodukten.
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Untersuchungen von WENINGER und GORTGES (2005)
zeigten, dass mit getrocknetem Albumin geschonte
Weine keine Reaktion im Blut von hiihnerei-sensibili-
sierten Allergikern hervorriefen. Frisches Hithnerei-
weify wurde dabei nicht untersucht.

Material und Methoden

Wein

Untersucht wurden authentische Rot- und Weiflweine
aus dem Jahrgang 2004, die an der Hoheren Bundes-
lehranstalt und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau vi-
nifiziert wurden. Diese Weine waren im Zuge der Vini-
fizierung weder angereichert, noch entsiuert oder ge-
schont worden.

Schonung

Zur Schonung verwendet wurden frisches Hihnerei-
weifl (Grofle M; Fa. Tonis Freilandeier, Knittelfeld,
Osterreich) in der Menge von 1 bis 5 Eier/hl, getrock-
netes Albumin (Keller Albumin; Fa. Keller, Mannheim,
Deutschland) in der vom Hersteller empfohlenen
Menge von 5g/hl und pasteurisiertes Eiklar (Albucoll;
Fa. Thonhauser, Perchtoldsdorf, Osterreich) in der
Menge von 60ml/hl. Vom getrockneten Priparat wurde
vorher eine 10%ige Losung hergestellt, alle anderen
Priparate wurden pur dem Wein zugesetzt. Die Umge-
bungstemperatur und die Temperatur des Weines betru-
gen zum Zeitpunkt der Schonung 17 bis 20°C. Die Pri-
parate wurden mit Pipetten unter stindigem Riithren in
jeweils 200 ml Wein eingebracht, groflere Mengen an
Eiklar wurden vorher mit einem Schneebesen aufge-
schlagen. Nach Zugabe der Schonungsmittel wurden
die Flaschen verschlossen und kriftig geschiittelt. Die
Ansitze wurden 24 Stunden ruhig stehen gelassen. An-
schliefend wurde der Wein vom Schonungstrub abge-
zogen. Es wurden auflerdem 100 Liter Rotweincuvee
mit Eiklar in der Menge von zwei Eiern pro Hektoliter
geschont und nach einer Woche filtriert (Faltenfilter
602 H, ca. 2 pm; Fa. Schleicher und Schiill, Dassel,
Deutschland).

Um den Einfluss der Faktoren Weinmenge, Einwirk-
dauver und Klirung durch Filtration zu bestimmen,
wurden Eiklarschonungen in der Menge von 3 Eiern/
hl mit Weinvolumina von 0,1, 0,2, 0,5, 1, 5, 10 und 20
Litern bei einer Umgebungstemperatur von 12°C ange-
setzt. Proben wurden nach einem Tag und nach sieben
Tagen gezogen und mit verschiedenen Filtern zur Ana-
lyse vorbereitet.
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Probenvorbereitung

Die Weinproben wurden filtriert (Spritzenfilter 0,45
um; Fa. Roth; Karlsruhe, Deutschland, bzw. Faltenfilter
602 H, ca. 2 um; Fa. Schleicher und Schiill, Dassel,
Deutschland) und anschliefend durch Acetonfillung
aufkonzentriert. Dazu wurden 2 ml Wein mit 8§ ml Ace-
ton (Fa. Merck, Nr. 1.00012) bei -18°C versetzt und 10
min mit 10000 Upm bei -18°C zentrifugiert (JC-H2
Kiihlzentrifuge, Fa. Beckman, Nyon, Schweiz). Danach
wurde der Uberstand abgegossen, der Niederschlag
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur getrock-
net und anschlieffend in 200 pl SDS Ladepuffer (4,2 ml
Wasser; 1,0 ml 0,5M Tris-HCI, pH-Wert 6,8; 800 pl
Glycerin; 1,6 ml 10% (w/v) SDS; 400 pl 2-Mercaptoe-
thanol; 20 pl 10% (w/v) Bromphenolblau) aufgenom-
men. Die Losung wurde sofort fiir die Elektrophorese
verwendet oder einige Tage bei -18° C aufbewahrt.
Das frische Eiklar wurde in einer Konzentration von
1 g/l in H,O oder in Kunstwein (100 g Ethanol und
40 g Weinsaure auf 11 H,O) gelost. Nach oben be-
schriebenem Schema wurde 1ml Eiklarldsung mit 4ml
Aceton gefillt, in 1ml SDS Ladepuffer aufgeldst und
als Positivkontrolle zur Analyse verwendet.

Elektrophorese

Vor der Analyse wurde die Probe 5 Minuten bei 95°C
denaturiert und anschlieffend bei 10000 Upm 5 Minu-
ten zentrifugiert, um eventuell unlosliche Bestandteile
zu entfernen.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte im Zuge ei-
ner SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE). Da
die relevanten Proteine des Eiklars zwischen 15 kD
und 80 kD liegen, wurde mit Tris-HCl-Fertiggelen
(Ready Gel 8,6 cm x 6,8 cm, Fa. Bio-Rad) mit einem
Acrylamidgehalt von 12% gearbeitet.

Die Trennung wurde mit einem System der Firma Bio-
Rad (Mini Protean 3 Electrophoresis Cell) mit dazuge-
horiger Steuereinheit (PowerPac 3000 Power Supply)
bei einer Stromstirke von 50 mA durchgefiihrt. An-
schliefend wurden die Gele einerseits einer Coomas-
sie-Farbung (SERva, 2005), andererseits einer Western
Blot-Analyse unterzogen.

Western Blotting

Der Transfer auf die Nitrocellulosemembran (0,2 pm)
wurde ebenfalls mit einem System der Firma Bio-Rad
(Mini Protean 3 Electrophoresis Cell mit dazugehéri-
gem Tank Blot Modul) bei einer Spannung von 100 V
fir die Dauer von einer Stunde in Anwesenheit eines
Transferpuffers (1000 ml: 3 g Trishydroxyaminome-
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than, 14,4 g Glycin, 200 ml Methanol, auffillen mit
Wasser) durchgefiihrt. Anschlieffend wurden die freien
Bindungsstellen mit Magermilchlosung (5%) tber
Nacht bei 4°C blockiert. Das Waschen der Membran
erfolgte dreimal 10 Minuten lang mit TBS Tween (1000
ml: 20 ml 1M Tris-HCl; pH-Wert 7,6; 8 g NaCl , Was-
ser und 1 ml Tween 20). Danach wurde die Membran
wieder dreimal 10 Minuten mit TBS Tween gewaschen.
Die Inkubation mit dem ersten Antikérper (Monoclo-
nal Anti Ovalbumin in Mouse, HYB049-05, Fa. Szabo
Scandic, Wien, Osterreich) erfolgte in einer 1:2500-Ver-
diinnung durch langsames Schwenken eine Stunde lang
bei Raumtemperatur.

Danach wurde die Membran wieder dreimal 10 Minu-
ten lang mit TBS Tween gewaschen.

Die Inkubation mit dem zweiten Antikorper (Anti-
Mouse IgG HRP in Rat, ZYMO04-6020, Fa. Szabo Scan-
dic, Wien, Osterreich) erfolgte in einer 1:2500-Verdiin-
nung durch langsames Schwenken eine Stunde lang bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Membran wieder
dreimal 10 Minuten lang mit TBS Tween und anschlie-
end zweimal 5 Minuten lang mit Wasser gewaschen.
Die Inkubation mit der DAB-Firbelosung, (3,3’-Dia-
minobenzidin Tetrahydrochlorid, (Fa. Szabo Scandic,
Wien, Osterreich), 1:1 verdiinnt mit 0,5% H,O,, wie-
derum 1:50 verdiinnt mit 100 mM TrisHCI), wurde un-
ter Lichtschutz durchgefiihrt.

Die Entwicklung der Membran wurde mit PBS-EDTA
(200 ml: 1,48 g EDTA x 2H,0, 1,78 g Dinatriumhydro-
genphosphat x 2H,0; pH-Wert 7,5; 1,754 g NaCl; Was-
ser) gestoppt. Nach dem zweimaligen Waschen mit
Wasser wurde die Membran auf Zellstoff an der Luft
getrocknet.

Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976)
Die Bestimmung von Proteinriickstinden im Wein
wurde nach BRADFORD (1976) durchgefiihrt.

Tab. 1: Gesamtproteingehalt vor und nach der Schonung

Fischerleitner et al.

Ergebnisse und Diskussion

Gesamtproteingehalt nach BRADFORD (1976)

Nach der Schonung stieg der Gesamtproteingehalt be-
sonders bei den Weiflweinsorten stark an, bei den Rot-
weinsorten war der Anstieg geringer (Tab.1). Das liegt
wahrscheinlich daran, dass im Weiffwein der Phenolge-
halt eher niedrig ist und die bevorzugten Reaktions-
partner der Eiweiflstoffe, die polymeren Phenole, auch
nur in sehr geringer Konzentration vorkommen. Das
fuhrt dazu, dass Proteine, denen die Reaktionspartner
fehlen, im Wein zuriickbleiben.

Coomassie-Farbung

Bei den Weinen der Sorten *Welschriesling’, *Zweigelt’
und ’Blaufrinkisch’ sind deutliche Riickstinde des Ei-
klars sowohl nach der Schonung mit pasteurisiertem
oder getrocknetem Huhnereiweify als auch nach der
Schonung mit frischem Hithnereiweify auf den Elektro-
phorese-Gelen sichtbar, wobei die Menge dieser von
der Menge des Zusatzes des Behandlungsmittels abhin-
gig ist. Nach dem Zusatz von nur 1 Ei/hl sind die zu-
satzlichen Proteinbanden (ca. bei 35 und 45 kD) am
SDS Gel viel schwicher ausgeprigt als nach der Zugabe
von 3 Eiern/hl (Abb. 1 und 2).

Im kellertechnischen Maf3stab geschonte Weine (100
Liter) zeigen nach der Schonung mit 2 Eiern/hl keiner-
lei Reste der Eiklarproteine auf dem Gel, was mit den
Ergebnissen von WENINGER und GORTGES (2005) iiber-
einstimmt (Abb. 2).

Auf Abbildung 4 ist gut erkennbar, dass bei *Sankt Lau-
rent’ sowie im geringen Mafle bei "Zweigelt’ bei den be-
handelten Weinen jeweils eine dicke Bande mit einem
Molekulargewicht von 35 kD und 50 kD auftritt, die
weder im unbehandelten Wein, noch in dem im Wasser
gelosten reinen Eiklar auftaucht. Hierbei handelt es
sich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um ein Protein
des Eiklars, dessen Molekulargewicht durch eine Wech-

Eiklar Eiklar pasteur. . . 3 Eier/hl nach Albumin

Sorte unbehandelt pasteurisiert  nach 3 Monaten I Evhl 3 Eier/hl 2 Monaten getrocknet
Welschriesling 26 35 32 33 47 - -
Griiner Veltliner 38 38 - 38 39 37 -
Miiller-Thurgau 26 - - - 48 28 -
Zweigelt 41 45 - 45 46 - -
Blaufrankisch 46 49 - - 48 - 46
Sankt Laurent 61 65 61 - 65 - -
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Abb. 1: Coomassie-Firbung der Weinsorten *Welschries-
ling’ (WR) und *Zweigelt’ (ZW).
1: WR unbehandelt, 2: WR Eiklar pasteurisiert 60 ml/
hl, 3: WR 1 Ei/hl, 4: WR 3 Eier/hl, 5: ZW unbehan-
delt, 6: ZW Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl, 7: ZWL 1
Ei/hl, 8: ZW 3 Eier/hl, 9: Eiklar in Wasser, 10: Mole-
kulargewichtsstandard

selwirkung mit den Inhaltsstoffen des Weines verindert
wurde und das offensichtlich in sehr groflen Mengen im
Wein zurlickbleibt. Die Moglichkeit, dass die Matrix
des Weines Einfluss auf die Proteine des Eiklars hat,
schliefit auch den ,Einsalz-Effekt“ (Rompp, 1995) mit
ein, wodurch eventuell manche Proteine des Hiihnerei-
weifles erst im Wein in Losung gehen.

Wihrend der Lagerungszeit von 1 bis 3 Monaten wer-
den die Riickstandsmengen abgebaut und somit die

Banden unsichtbar (Abb. 3 und 4).

Fischerleitner et al.

Abb. 2: Coomassie-Firbung der Weinsorten ’Zweigelt’

(ZW), ’Blaufrinkisch’ (BF) und des Rotweincuvee
(RW).
1: ZW unbehandelt, 2: ZW 1 Ei/hl, 3: ZW 3 Eier/hl, 4:
BF unbehandelt, 5: BF 2 Eier/hl, 6: BF Albumin ge-
trocknet 10 g/hl, 7: RW 2 Eier/hl, 8: RW unbehandelt,
9: Eiklar in Wasser, 10: Molekulargewichtsstandard

Western Blots

Bezugnehmend auf Abbildung 6 ist anzumerken, dass
bei dem mit frischem Eiklar behandelten *Sankt Lau-
rent” abhingig von der zugesetzten Menge eindeutig
Riickstinde von Ovalbumin nachgewiesen werden
konnten. Bei den auf die gleiche Weise geschonten
’Griinen Veltliner’-Weinen sind keine Behandlungsreste
zu erkennen. Dieser Tatsache steht gegeniiber, dass so-
wohl der *Sankt Laurent’ als auch der *Griine Veltliner’
nach einer Coomassie-Farbung (Abb. 5) mehrere Ban-

Abb. 3: Coomassie-Firbung der Weinsorten ’Sankt Lau-
rent’ (SL) und *Zweigelt” (ZW).
1: SL unbehandelt, 2: SL 3 Eier/hl, 3: SL 3 Eier/hl nach
1 Monat, 4: SL Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl, 5: SL Ei-
klar pasteurisiert 60 ml/hl nach 1 Monat, 6: ZW unbe-
handelt, 7: ZW 5 Eier/hl, 8: ZW 5 Eier/hl nach 1 Mo-
nat, 9: Standard, 10: Eiklar in Wasser

Abb. 4: Coomassie-Firbung der Weinsorten ’Chardonnay’

(CH), *Griner Veltliner’ (GV) und *Miller-Thurgau’
(MT).
1: CH unbehandelt, 2: CH 3 Eier/hl, 3: CH 3 Eier/hl
nach 3 Monaten, 4: GV unbehandelt, 5: GV 3 Eier/hl,
6: GV 3 Eier/hl nach 3 Monaten, 7: MT unbehandelt,
8: MT 3 Eier/hl, 9: MT 3 Eier/hl nach 3 Monaten, 10:
Molekulargewichtsstandard
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Abb. 5: Coomassie-Farbung der Weinsorten ’Sankt Lau-
rent’ (SL) und ’Griiner Veltliner’ (GV).
1: GV 1 Ei/hl, 2: GV 3 Eier/hl, 3: GV Eiklar pasteuri-
siert 60 ml/hl, 4: GV unbehandelt, 5: SL unbehandelt,
6: SL Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl, 7: SL 1 Ei/hl, 8:
SL 3 Eier/hl, 9: Eiklar in Wasser, 10: Molekularge-
wichtsstandard

den zwischen 45 kD und 75 kD aufweisen. Diese sind
nur bei den behandelten Weinen sichtbar, woraus man
schlieflen kann, dass es sich um Proteine des Hiihnerei-
weifles handelt. Die hier verwendete Methode des We-
stern Blottings auf colorimetrischer Basis (DAB-HRP-
System) ist hochspezifisch und sollte tausendmal sensi-
tiver als die Farbung mit Coomassieblau sein. Daraus
geht hervor, dass in den Weinen der Sorte *Griner Velt-
liner’ kein Ovalbumin vorhanden ist und keine dieser
Banden am gefarbten Gel dem Ovalbumin zuzuordnen
ist. Es ist aber sehr wahrscheinlich, dass am selben Gel

Fischerleitner et al.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 6: Western Blots der Weinsorten *Sankt Laurent’ (SL)
und ’Griiner Veltliner’ (GV).
1: Standard, 2: Eiklar in Wasser, 3: SL 3 Eier/hl, 4: SL 1
Ei/hl, 5: SL Eiklar pasterurisiert 60 ml/hl, 6: SL unbe-
handelt, 7: GV unbehandelt, 8: GV Eiklar pasteurisiert
60 ml/hl, 9: GV 3 Eier/hl, 10: GV 1 Ei/hl

im geschonten ’Sankt Laurent’ die Bande um 45 kD
das Ovalbumin darstellt. Abbildung 7 zeigt deutlich,
dass die Riickstandsmenge, also die Stirke der Banden
des Ovalbumins auf der Blotmembran, sehr stark von
der zugesetzten Menge an Hithnereiweif} abhingt.

In Abbildung 8 wurde bei *Blaufrinkisch’ nach der Be-
handlung mit pasteurisiertem Huhnereiweify Ovalbu-
min detektiert, bei "Zweigelt’ jedoch nicht. Die Ursache
dafiir ist wahrscheinlich im unterschiedlichen Phenol-
muster der Weine zu finden, da diese eiweifhaltigen
Schonungsmittel, die ja mit Gerbstoffen koagulieren,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 7: Western Blot der Weinsorten ’Griiner Veltliner’
(GV), ’Blaufriankisch’ (BF) und "Zweigelt’ (ZW).
1: Eiklar in Wasser, 2: GV 5 Eier/hl, 3: GV 1 Ei/hl, 4:
GV unbehandelt, 5: BF 5 Eier/hl, 6: BF 1 Ei/hl, 7: BF
unbehandelt, 8: ZW 5 Eier/hl, 9: ZW 1 Ei/hl, 10: ZW
unbehandelt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 8: Western Blot der Weinsorten *Zweigelt’ (ZW) und
’Blaufrankisch’ (BF).
1: ZW unbehandelt, 2: ZW 3 Eier/hl, 3: ZW Albumin
getrocknet 5 g/hl, 4: ZW Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl,
5: BF unbehandelt, 6: BF 3 Eier/hl, 7: BF Albumin ge-
trocknet 5 g/hl, 8: BF Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl, 9:
Eiklar in Wasser, 10: Standard
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Abb. 9: Western Blot der Weinsorten ’Sankt Laurent’ (SL)
und "Zweigelt’ (ZW).
1: SL unbehandelt, 2: SL 3 Eier/hl, 3: SL 3 Eier/hl nach
1 Monat, 4: SL Eiklar pasteurisiert 60 ml/hl, 5: SL Ei-
klar pasteurisiert 60 ml/hl nach 1 Monat, 6: ZW unbe-
handelt, 7: ZW 5 Eier/hl, 8: ZW 5 Eier/hl nach 2 Mo-
naten, 9: Standard, 10: Eiklar in Wasser

abhingig von der Weinsorte unterschiedlich reagieren.
Wihrend einer Lagerungszeit von 1 bis 3 Monaten
wird das nach der Schénung im Wein noch vorhandene
Ovalbumin allmihlich abgebaut und ist mittels Western
Blot-Analyse nicht mehr nachweisbar (Abb. 9). Die
Untersuchungen des Einflusses der Parameter Weinvo-
lumen, Einwirkzeit und Filterporengrofie auf das Scho-
nungsverhalten des Eiklars haben Folgendes ergeben:
Beziiglich des Ovalbumins ist anzumerken, dass das
kleinste geschonte Volumen des Weifiweins (0,1 Liter)
sowohl nach einem Tag als auch nach sieben Tagen Ein-

AR R

liééé!éi

Fischerleitner et al.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 10: Western Blot des Weiflweins einen Tag nach der
Schonung mit 3 Eiern/hl
»1: 0,1 Liter, 2: 0,2 Liter, 3: 0,5 Liter, 4: 1 Liter, 5: 5 Li-
ter, 6: 10 Liter, 7: 20 Liter, 8: Weiflwein unbehandelt, 9:
Eiklar in Kunstwein, 10: Molekulargewichtsstandard

wirkzeit Riickstinde aufweist, die mittels Western Blot
detektiert wurden (Abb. 10). Grund dafiir konnte eine
mengenabhingige Sedimentation sein, wodurch bei ge-
ringen Volumina die Protein-Phenol-Komplexe kleiner
bleiben und auch langsamer sedimentieren. Allerdings
sind die Rickstinde sieben Tage nach der Schonung
schon viel geringer, was bedeutet, dass die Dauer der
Einwirkzeit groflen Einfluss hat. Bestitigt wird dies
auch durch die Tatsache, dass auf den mit Coomassie-
blau gefirbten Gelen beim Weiffwein die vom Eiklar
stammende Bande um 35 kD einen Tag nach der Scho-

8 9
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Abb. 11: Coomassie-Firbung des Weiflweins einen Tag
nach der Schonung mit 3 Eiern/hl
1: 0,1 Liter, 2: 0,2 Liter, 3: 0,5 Liter, 4: 1 Liter, 5: 5 Li-
ter, 6: 10 Liter, 7: 20 Liter, 8: WeifSwein unbehandelt,
9: Eiklar in Kunstwein, 10: Molekulargewichtsstan-
dard)

Abb 12: Coomassie-Firbung des Weiflweins sieben Tage

nach der Schonung mit 3 Eiern/hl.

1: 0,1 Liter, 2: 0,2 Liter, 3: 0,5 Liter, 4: 1 Liter, 5: 5 Li-
ter, 6: 10 Liter, 7: 20 Liter, 8: WeifSwein unbehandelt,
9: Eiklar in Kunstwein, 10: Molekulargewichtsstan-
dard
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nung viel deutlicher ausgeprigt ist als eine Woche da-
nach (Abb. 11 und 12). Ob die Porengrofie des Filters
2 um oder 0,45 pm betrigt, hat keinen Einfluss auf die
Rickstandsmengen des Eiklars im Wein.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Schonung mit
frischem, pasteurisiertem oder getrocknetem Hihnerei-
weifl am ehesten Riickstinde im Wein hinterlisst, wenn
das Volumen des geschonten Weines gering, die Menge
an Schonungsmitteln sehr hoch oder die Einwirkzeit
kurz ist und wenn Weine mit niedrigem Gehalt an Ge-
samtphenolen (vor allem Weiflweine) behandelt wer-
den.

In den in kellertechnisch praxisrelevanten Mengen her-
gestellten Weinen konnten keine Riickstinde nachge-
wiesen werden. Manchmal wird dem Wein (vor allem
Weifiwein) in der Praxis nach einer Behandlung mit ei-
weiflhaltigen Schonungsmitteln noch Kieselsol (15%
oder 30% kolloidale Kieselsiure) zugesetzt. Dadurch
werden die positiv geladenen Proteinreste mit den zu-
gesetzten negativ geladenen Teilchen gefillt und der
Wein auf diese Weise von den Schénungsmittelriick-
standen befreit.

Weiters werden in der Praxis notwendige Bentonitbe-
handlungen des Weines nach den Gerbstoffschénungen
durchgefithrt und somit auch allfillige Eiweiflreste ent-
fernt.

Was vom Hiithnereiweiff im Wein zuriickbleibt, ist nicht
immer das stark allergen wirkende Ovalbumin, sondern
sind andere Proteine des Eiklars ohne oder mit geringe-
rer Allergenitit. Da aber schon ganz geringe Mengen
eines Allergens eine Reaktion bei sensibilisierten Perso-

Fischerleitner et al.

nen auslosen konnen, sind auf diesem Gebiet der Aller-
genitat weiterfithrende Untersuchungen mit Hithnerei-
sensibilisierten Probanden durch eine autorisierte Stelle
dringend notwendig.
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