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9.1. Ферменты в производстве пищевого спирта

Производство спиртных напитков включает несколько стадий, важная роль в которых принадлежит амилолитическим ферментам (расщепляющим крахмал). Несмотря на то, что для их получения используют разное сырье, зачастую они имеют одинаковые названия. Основные амилолитические ферменты, использующиеся в производстве спирта и алкогольных напитков представлены в таблице 9.1.
Таблица 9.1. Основные амилолитические ферменты

	Амилазы злаков
	Грибные амилазы
	Бактериальные амилазы

	α-амилаза
	α-амилаза
	α-амилаза

	β-амилаза
	Предельная декстриназа
	

	Предельная декстриназа
	Глюкоамилаза
	

	R-фермент
	
	

	α-глюкозидаза с изомальтазным действием
	
	


9.1.1. Ферменты гидролизующие крахмал

Давно известно, что превращение крахмала в короткие глюкозные цепи катализируется определенными ферментами. В 1785 г. Дж.К.Ирвин наблюдал ожижение крахмала водным экстрактом из пророщенного ячменя. Позже в 1814 г. Д.С. Кирхгоф выделил из семян зерновых вещество, превращающее крахмал в сахар. В 1833 г. французские химики Пайен и Перзос [1] изолировали ожижающее крахмал вещество из прощенного ячменя и назвали его диастазой. Они описали свойство диастазы и предложили использовать солод для получения декстринов.

Меркер [2] в 1878 г. показал, что в состав диастазы входят два фермента, что было затем подтверждено Линтнером [3], а также многими учеными. Олссон [4] в 1926 г. назвал один из диастазных ферментов α-амилазой (или декстриногенной), а второй – β-амилазой (или сахарогенной). Позднее термин  «диастаза» был заменен на более правильный – «амилаза».
Указанные ферменты отличаются по своему происхождению, свойствам и воздействиям на молекулу крахмала. Непророщенные семена ячменя содержат β-амилазу (собственную амилазу) в активной форме, тогда как α-амилаза образуется преимущественно при проращивании ячменя (солодоращении).

9.1.1.1. α-амилазы

α-амилазы (α-1,4-глюкан-глюкангидролазы) обнаружены не только в солоде, но и плесневых грибах (например, в Aspergillus oryzae) и бактериях (например, в Bacillus subtilis), а также в слюне человека и животных (фиталин) и поджелудочной железе (панкреатин). Будучи эндоферментами α-амилазы оказывают сильный ожижающий и слабый осахаривающий эффекты. Под действием α-амилазы гликозидные α-1,4-связи в амилозе крахмала случайным образом расщепляются с образованием неразветвленных дестринов среднего размера (олигосахариды), не реагирующих с йодом.
При температуре 70-75°С небольшие добавки α-амилазы быстро ожижают амилопектиновую пасту. Этот процесс ожижения сопровождается образованием в так называемых ‘узловых точках’ амилопектина разветвленных фрагментов (предельных декстринов).
Теоретически α-амилаза может превратить линейную амилазу в 87% мальтозы и 13% глюкозы, а разветвленный амилопектин – в 73% мальтозы, 19% глюкозы и 8% изомальтозы, но на практике такие количества мальтозы получить не удается из-за блокирования действия α-амилазы мальтозой.
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Рис.9.1. Разложение амилозы (А) и амилопектина (АР) α-амилазами [5]
Действие α-амилазы возобновляется только с началом ферментации мальтозы, и оставшиеся декстрины полностью осахариваются. На важность α-амилаз для алкогольной промышленности указал Г.Крайпе [5].
Активность α-амилаз из разных источников меняется по-разному и зависит от температуры и значения pH (табл. 9.2). Для практических целей особенно важна зависимость от температуры. Было показано, что оптимальные температуры для грибной α-амилазы примерно на 20°С ниже, чем для бактериальных, что нашло практическое применение. В работе Underkofler and Hickey [27] отмечается, что бактериальные α-амилазы образуют декстрины быстрее, чем грибные.

Таблица 9.2. Зависимость активности α-амилаз от температуры и значения pH.
	
	Амилазы солода
	Бактериальные амилазы
	Плесневые амилазы

	Интервал pH
	4.5–8.5
	4.8–7.5
	4.3–6.0

	Оптимум pH
	5.0–5.6
	5.3–6.5
	4.5–5.5

	Интервал температур, °С
	70–80
	65–95
	45–60

	Оптимальная температура, 0°С
	Около 75
	Около 70
	Около 55


В работе [7] было показано, что для повышения эффективности и стабильности микробиальных α-амилаз необходимо использовать добавки ионов кальция (Ca++). Внесение солей кальция уже используется в промышленности, особенно при переработке картофеля.
Поскольку оптимальные значения pH первых технических α-амилаз были довольно высоки (около 6), то pH заторов в большинстве случаем требовалось повышать, и для этого, а также для внесения ионов кальция с успехом использовали гашеную известь – Ca(OH)2.
В настоящее время в распоряжении технологов имеются технические бактериальные 

α-амилазы, обладающие высокой активностью без добавления ионов кальция, которые сохраняют активность до pH 5,0 и температур 90°С и эффективно ожижают картофельный затор, содержания ионов кальция в котором для них достаточно.

Отличительной чертой грибных α-амилаз из A.oryzae является повышенное образование мальтозы, что положительно сказывается на процессе ферментации (продолжительность брожения даже в случае картофельных заторов может быть сокращена до 34 ч). Использование грибных α-амилаз в ферментируемых пшеничных заторах позволяет уменьшить образование в них верхнего твердого слоя, но условием для этого является полное разложение крахмала при пропаривании.
9.1.1.2. β-амилаза

β-амилаза (α-1,4-глюкан-мальтогидролаза) снижает вязкость растворов крахмала очень медленно, но зато быстро образует сахара, то есть она проявляет слабый ожижающий, но сильный осахаривающий эффект, и поэтому ее называют сахарогенной амилазой. Будучи экзоферментом β-амилаза расщепляет 1,4-глюкозидную линейную цепь амилозы с нередуцирующего конца, полностью разлагая амилозу. Амилопектин же β-амилаза расщепляет до мальтозы лишь частично, поскольку боковые цепи в нем образованы 1,6-связями. При этом образуется около 65% от теоретически возможного количества мальтозы. Помимо мальтозы продуктами реакции являются другие сахара (в небольших количествах) и декстрины. Действие β-амилазы, как и α-амилазы, блокируется мальтозой до тех пор, пока она не будет удалена в ходе ферментации.
Оптимальные температуры для β-амилаз ниже 60°С – при более высоких температурах они быстро денатурируют. Оптимальное значение pH – около 5,2 (от 4,8 до 5,5), а стабильны они при pH 4,5–7,5. β-амилазы обнаружены только в высших растениях (ячмене, ржи, пшенице) и не найдены в микроорганизмах.

9.1.1.3. Предельные декстриназы

Помимо α- и β-амилаз в процессе осахаривания крахмала участвуют предельные декстриназы (олиго-1,6-глюкозидазы). Эти ферменты продуцируются солодом, особенно овсяным, а также плесенями; высокомолекулярный амилопектин они не атакуют. Предельные декстриназы солода (pH-оптимум – 5,1, оптимальные температуры – 40°С) расщепляют преимущественно предельные декстрины с образованием мальтозы, мальтотриозы и небольших количеств глюкозы. Чувствительная к кислотам грибная декстриназа (pH-оптимум – 6,3) уменьшает разветвление низкомолекулярных сахаров и переводит неферментируемую изомальтозу в глюкозу.
9.1.1.4. R-фермент
R-фермент (амилопектин-1,6-глюкозидаза), расщепляющий α-1,6-связи в амилопектине, присутствует только в солоде и расщепляет гигантскую молекулу амилопектина на фрагменты меньшего размера. Предельные декстрины этим ферментом не атакуются.

9.1.1.5. Глюкоамилаза (амилоглюкозидаза)

Важным ферментом, участвующим в осахаривании крахмала, является глюкоамилаза (α-1,4-глюкан-глюкогидролаза), называемая также амилоглюкозидазой. Она обнаружена в  плесенях, например, в Aspergillus niger. Будучи экзо-ферментом глюкоамилаза отщепляет глюкозный фрагмент с редуцирующих концов амилозы и амилопектина, причем разветвления амилопектина ферментной атаке не мешают. Этим ферментом декстрины, мальтотриоза и другие сахара также гидролизуются до глюкозы. Если для полного осахаривания крахмала необходимо действие нескольких солодовых ферментов, то микробиальная глюкоаамилаза может сделать это одна, но она гидролизует крахмал значительно медленнее, чем солодовые ферменты, поскольку воздействует только на концы цепей. Для ускорения гидролиза крахмала необходимо дополнительно внести α-амилазу, которая выполняет для глюкоамилазы ‘предварительную работу’, образуя декстрины, следовательно, увеличивая число концов цепей (рис. 9.2).
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Рис.9.2. Расщепление амилозы (А) и амилопектина (АР) экзо-β-амилазой (a) и глюкоамалазой (b) [6]
Оптимальными условиями для глюкоамилазы являются температура 60°С и значение pH от 4,0 до 5,2, но этот фермент достаточно активен и в диапазоне pH ниже 3,5 и выше 5,5. Из этого отнюдь не следует, что для проведения ферментации среду необходимо подкислять.
9.1.1.6. α-глюкозидаза

В солоде присутствует фермент, действующий аналогично микробиальной амилазе и образующий глюкозу из мальтозы и изомальтозы. Этот фермент, проявляющий изомальтозный эффект [8], называют α-глюкозидазой. Оптимальная температура для него 45°С, а значение pH 4,6.
9.1.1.7. Трансглюкозидаза

Трансглюкозидаза относится к классу трансфераз. Источником ее являются микроорганизмы, в частности A. niger. В отличие от рассмотренных выше амилолитических ферментов трансглюкозидаза образует из мальтозы неферментируемые декстрины и не оказывает существенного влияния на затирание и брожение, так как в присутствии дрожжей синтеза декстринов из сахаров не происходит [9].
9.1.2. Целлюлазы

К важным для алкогольной промышленности ферментам относятся также целлюлазы, которые еще мало используются, но  в будущем их роль и значение существенно возрастут. По экспериментальным данным ферментативное расщепление целлюлозы позволяет увеличить выход спирта.
Для ферментативного гидролиза целлюлозы необходимо действие нескольких ферментов, но разложение целлюлозы изучено пока недостаточно [10-12]. В нем участвуют несколько групп ферментов – так называемых ‘целлюлотических систем’ (это название представляется более правильным, чем термин ‘целлюлазы’).
C1-компонент этих систем не дает гидролитического эффекта, но уменьшает число водородных связей, стабилизирующих кристаллическую структуру целлюлозы в β-1,4-глюкановых цепях и между ними, что увеличивает число сайтов для атаки β-1,4-глюканаз. Третий компонент целлюлотической системы – β-глюкозидазы – участвуют в процессе расщепления целлюлозы. Они существенно различаются в зависимости от длины атакуемых ими цепей. Конечным продуктом ферментативного гидролиза целлюлозы является глюкоза.

Технические ферменты для осахаривания целлюлозы можно получить из плесеней, однако активность этих ферментов относительно невелика. Оптимальными условиями для них являются pH 4–6 и температура 60°С [10-12], вполне подходящие для проведения затирания на спиртовых заводах.
9.2. Ферменты в виноделии
9.2.1. Введение

Вино – это алкогольный напиток, получаемый путем сбраживания свежего винограда или свежего виноградного сока. Сбраживать можно и другие плоды – например, яблоки и ягоды, но получаемые из них вина (плодово-ягодные) называют по имени конкретного плода или ягоды (яблочное вино, вино  из бузины и т.п.). Коммерческое использование слова ‘вино’ (и его эквивалента на других языках) во многих странах защищается законодательно. По данным Международной организации винограда и вина ‘Organization Internationale de la Vigne et du Vin’ (OIV) [11] мировое производство вин (за исключением виноградного сока и муста (виноградного сусла)) в 2005 г. составило 282 млн.гл, в том числе в Европе – 191 млн.гл. Все больше вин производится ‘новыми’ винодельческими странами, что сопровождается некоторым изменением вкусов потребителей.
Потребители предпочитают вина с мягким ароматным фруктовым ароматом, характерным для красных вин и обусловленным танинами, но прежде всего от вин требуется стабильность вкусоароматического профиля. Эта стабильность обеспечивается при промышленном виноделии, подразумевающим работу по одним и тем же рецептурам и использование технологических добавок, в том числе ферментов. Пектиназы начали использовать в виноделии в 1970-х гг. для осветления белого муста. С 1980-х гг. ферменты используются для экстракции красящих веществ, фильтрования и высвобождения вусоароматических соединений. В настоящее время ферменты служат не только эффективным средством повышения эффективности прессования и осветления вин, но и ингредиентом для улучшения их качества путем влияния на аромат, ‘тело’ и текстуру.
Далее в этом разделе мы рассмотрим применение в виноделии экзогенных промышленных ферментов с особым вниманием к ферментативным превращениям ингредиентов винограда.

9.2.2. Строение и состав винограда

Несмотря на то, что состав ягод винограда зависит от сорта, почвы и климатических условий, структура клеток в ягодах винограда почти постоянна (см. главу 11).

Масса кожицы составляет 6-9% от массы всей ягоды. В кожице содержатся такие важные вещества, как антоцианы, придающие вину красный цвет, танины, влияющие на ‘тело’ красных вин, и вкусоароматические вещества или их предшественники. Толстая пектоцеллюлозная клеточная стенка кожицы обеспечивает жесткость ягоды и препятствует диффузии внутриклеточных компонентов в виноградное сусло.
75-85% массы ягоды винограда составляет мякоть, которая состоит из крупных клеток с непрочными пектоцеллюлозными стенками. В клеточной вакуоли содержатся органические кислоты, сбраживаемые сахара, некоторые ароматические вещества и их предшественники. Пектин локализован в межклеточном пространстве, в клеточных стенках и ламеллах.

9.2.3. Пектин

Пектин относится к наиболее сложным природным макромолекулам. Его концентрация в винограде зависит от его сорта и степени [14]. Содержащая пектин клеточная стенка имеет сложную структуру и состоит из целлюлозных микрофибрилл, связанных ксилогюкановым матриксом, маннана, ксилана (гемицеллюлозы) и пектина, причем все эти компоненты объединены во вторичную белковую структуру. Часть боковых цепей пектина составляют нейтральные сахара (галактоза и арабиоза), образующие макромолекулы с белками.
9.2.3.1. Три главных компонента пектина

• 
Гомогалактуронан (HG) представляет собой неразветвленную цепь, состоящую из остатков галактуроновой кислоты, соединенных α-1,4-связью и частично этерифицированных метанолом в положении С-6 (это так называемая ‘гладкая область’ пектина).

• 
Рамногалактуронан I (RG-I). Главная цепь RG-1 включает чередующиеся рамнозу и галактуроновую кислоту, а боковые цепи состоят из арабинанов и арабиногалактанов (‘ворсинчатые области’).

• 
Рамногалактуронан II (RG-II) имеет очень сложное строение и не гидролизуется ферментами.

До сих пор нет единого мнения о том, как эти три компонента сосуществуют в клеточной стенке, однако считается, что они объединены ковалентными кислотными связями (рис. 9.3) и сшивками между различными пектиновыми цепями (ионными, электростатическими и диэфирными боратными мостиками) [15, 16].
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Рис. 9.3. Упрощенная структура пектина.

9.2.3.2. Физические свойства пектина и его негативная роль в виноделии

Гелеобразующие и влагоудерживающие свойства пектина препятствуют диффузии фенольных и вкусоароматических веществ в виноградное сусло в ходе предварительного и главного брожения. Высокая вязкость солюбилизированных пектиновых выжимок затрудняет экстракцию сока, его осветление и фильтрование.

9.2.4. Полифенолы

9.2.4.1. Типы фенольных веществ винограда

Фенольные вещества во многом определяют основные органолептические свойства вин, особенно цвет и ‘тело’ красных вин, однако до сих пор они недостаточно изучены. Несколько лучше исследованы относительно простые соединения, информацию о которых можно получить методами ВЭЖХ, полимеры же исследовать значительно сложнее. Кроме того, получение данных о свойствах полифенолов затрудняется их высокой реакционной способностью и тем, что они являются объектами атаки различных ферментов – полифенолоксилаз, пероксилаз, гликозидаз и эстераз. Ферментативные реакции с участием полифенолов приводят к образованию целого ряда продуктов с малоизученными свойствами [17].
Важность этих реакций для вина несомненна, так как они определяют изменения, происходящие с вином в процессе его созревания. Полифенолы винограда – антоцианы, флавонолы, гидроксикоричные кислоты и флаванолы, в том числе катехины и проантоцианидины – составляют лишь около половины всех фенольных соединений двухлетнего красного вина. Вторая половина – это неизвестные фенолы, являющиеся продуктами реакций полифенолов при производстве и выдержке вина [5]. Вклад истинных антоцианов, анализируемых методами ВЭЖХ, в интенсивность окраски красного вина, определяемой спектрофотометрически после разбавления 1%-ной соляной кислотой (HCl), составляет около 50%, то есть в формировании цвета вина участвуют также пигменты, образующие из антоцианов.
9.2.4.2. Свойства полифенолов
Свойства полифенолов определяются их строением. Полифенолами являются некоторые желтые, оранжевые, красные и синие красящие вещества, большинству из которых присущ горький и вяжущий вкус. Способность связывать свободные радикалы обусловливает антиоксидантные свойства полифенолов, для которых характерны также взаимодействия с белками. Эти реакции участвуют в образовании вяжущего вкуса (взаимодействие таннинов с белками слюны), а также в образовании мути и осадка.

9.2.4.3. Локализация полифенолов винограда

Полифенолы распределены в винограде следующим образом [18]:

• В семечках винограда содержится 60% всех полифенолов – в основном это проантоцианидины (мономерные флаван-3-олы, их олигомеры и полимеры). Окружающий семена липидный слой препятствует экстракции полифенолов при мацерации (в отсутствие или в присутствии ферментов).

• В кожице винограда содержится 30% экстрагируемых полифенолов (в основном это антоцианы и ресвератрол). Последний представляет собой антиоксидант, входящий в состав не только винограда и красного вина, но и тутовой ягоды и арахиса. Установлено, что ресвератрол положительно влияет  на продолжительность жизни, обладает антидиабетическими, кардиопротекторными и противоопухолевыми свойствами, а также полезен против ожирения. Содержание ресвератрола в красном вине Пино Нуар составляет 3,1 мг/л. В мякоти винограда содержание экстрагируемых полифенолов составляет менее 10%.
9.2.5. Сортовой вкус и аромат вин и предшественники вкусоароматических веществ в винограде

Для получения вина, соответствующих желаниям потребителей, виноделы, во-первых, должны хорошо представлять, какие соединения определяют вкус и аромат вина, а во-вторых, уметь экстрагировать эти соединения и их предшественники. В белых винах за исключением мускатов отсутствуют вкусоароматические соединения, однако в них присутствуют гидрофильные соединения-предшественники, образующие вкусоароматические вещества в результате последовательности химических и ферментативных реакций, протекающих при получении вина. Эти вещества при их высвобождении и определяют сортовой вкус и аромат вин. К таким предшественникам относятся несколько групп соединений, и далее мы рассмотрим лишь две из них (хотя на самом деле их намного больше – к ним, в частности относятся каротиноиды и диметилсульфид (ДМС), роль которых в формировании вкуса и аромата вин еще изучается).
9.2.5.1. Гликозилированные соединения

Не имеющие запаха предшественники ароматических терпенолов содержатся в кожице винограда в виде комплексов с сахарами [19], состав которых зависит от вида винограда. В культурном винограде (Vitis vinifera) предшественники монотерпенов связаны с дигликозидами, глюкозой и другими углеводными остатками (арабинозой, рамнозой и апиозой). В винограде же таких сортов, как Мускат и Рислинг, наиболее распространены гликозилированные линалол, нерол и гераниол, ‘сахарную’ часть которых составляют рамноза-глюкоза (в рутинозидах), арабиноза-глюкоза (в арабинозах) и апиоза-глюкоза (в апиозидах). При последовательном гидролизе этих соединений образуются терпенолы с сильным запахом, придающие винам медовые, фруктовые или цветочные ноты.
9.2.5.2. Тиолы

Тиолы представляют собой серосодержащие соединения, дающие типичные сортовые ноты в белых винах из таких сортов винограда, как Совиньон, Шепин, Пти и Гро Мансен и Коломбар, а также в некоторых красных винах. Тиолы локализованы в кожице и/или мякоти винограда в форме не имеющих запаха предшественников – комплексов с аминокислотой цистеином. Образованию 3-меркаптогексам-1-ола (3MH) при созревании винограда предшествует появление 4-меркапто-4-метилпептан-2-она (4MMP), чем объясняется тот факт, что вино Совиньон из рано собранного винограда обладает выраженными самшитовыми нотами, а из винограда позднего сбора – фруктовыми [20].
Известны несколько способов усиления аромата вин и их сочетания:

• диффузия предшественников (цис-4MMP, цис-3MH) в виноградное сусло, которую при вымачивании можно увеличить с помощью специального фермента;
• высвобождение летучих тиолов из их предшественников (4MMP, 3MH), которое протекает при  спиртовом брожении под действием дрожжей Saccharomyces cerevisiae;

• преобразование тиола (3-меркаптогексил ацетата, А3MH), происходящее при спиртовом брожении в присутствии S. cerevisiae;
• сохранение вкусоароматических веществ в вине.
9.2.6. Правовое регулирование применения ферментов в виноделии

9.2.6.1. Регламентирующие органы

Применяемые в виноделии ферменты должны отвечать требованиям спецификаций, рекомендованных Объединенным экспертным комитетом ФАО/ВОЗ по пищевым добавкам (JECFA) и Пищевым химическим кодексом (FCC) для ферментов, используемых в производстве пищевых продуктов. Аналитические методы, использование в энологии и методы обработки определяются Международной организацией винограда и вина (OIV). Контроль исполнения законов и/или безопасности пищевых продуктов и напитков осуществляются органами отдельных стран (в США – Управлением по контролю пищевых продуктов и лекарственных препаратов, FDA, во Франции – Генеральной дирекцией по конкуренции, потреблению и борьбе с фальсификацией, DGCCRF, в Австралии и Новой Зеландии – Организацией по пищевым стандартам, FSANZ).

Международная организация винограда и вина

Международная организация винограда и вин (Organization Internationale de la Vigne et du Vin (OIV)) была учреждена в соответствии с Соглашением от 3 апреля 2001 г. OIV – это межправительственный научно-технический орган, занимающийся проблемами винограда, вина, винных напитков, столового винограда, изюма и других виноградных продуктов [13]. Членами OIV являются 44 страны.

OIV стремится создать условия для научных и технических инноваций, а также для развития виноградарства и виноделия, способствует внедрению рекомендованных ею международных стандартов и норм, обмену информацией, в том числе научной, по повышению продуктивности, безопасности, качества и улучшению маркетинга виноградных и винных продуктов.
Международный энологический кодекс

В этом кодексе (International enological CODEX) описаны основные химические вещества, использующиеся в производстве и при хранении вин. Приведены определения (формулы, синонимы), идентификационные характеристики, степень чистоты этих веществ, а также требования к их эффективности. Условия применения химических веществ и действующие ограничения определены в Международном кодексе энологической практики. Разрешения на использование тех или иных веществ в виноградарстве и виноделии выдаются на основании нормативных документов отдельных стран [13].
Международный Кодекс энологической практики
Цель этого Кодекса – стандартизация продуктов виноградарства и виноделия как условие для разработки национальных и наднациональных нормативных актов [13].

Объединенный экспертный комитет ФАО/ВОЗ по пищевым добавкам
Международный научный экспертный комитет ФАО/ВОЗ по пищевым добавкам (JECFA) был создан в 1956 г. и изначально он занимался безопасностью пищевых добавок. В настоящее время в сферу его деятельности входит также оценка безопасности для здоровья человека контаминантов, природных токсикантов и лекарственных препаратов, применяемых в лечении сельскохозяйственных животных [21].
Управление по контролю пищевых продуктов и лекарственных препаратов.

Управление по контролю пищевых продуктов и лекарственных препаратов (FDA) является государственным органом США, регламентирующим и контролирующим безопасность пищевых продуктов, лекарств и косметики [22].
Французская Генеральная дирекция по конкуренции, потреблению и борьбе с фальсификацией

DGCCRF регулирует рынок пищевых продуктов и напитков, обеспечивая его сбалансированность и прозрачность, а также осуществляет меры по защите потребителей от недобросовестных производителей [23].
9.2.6.2. Ферменты, разрешенные к применению в виноделии
Рекомендации OIV, европейских и французских нормативных актов во многом сходны по степени ограничений на применение ферментов [22], тогда как новый Международный энологический кодекс и Международный кодекс энологической практики допускают применение ферментов при условии их доказанной эффективности (Резолюция 14/2003) в ряде случаев (Резолюции 11–18/2004).
Резолюции OIV oeno 11–18/2004 [13] признают важность для виноделия следующих ферментов: пектинлиазы, пектинметил-1-эстеразы, полигалактуроназы, гликозидазы, гемицеллюлазы, целлюлазы и β-глюканаз. Документами OIV и Международным кодексом энологической практики в обработке вин для уменьшения риска образования этилкарбамата разрешено применение лизоцима (Резолюция oeno 15/2001) и уреазы.
Европейские и французские нормативные акты более строги и основаны на принципе ‘закрытого списка’. Разрешенные к применению в виноделии ферменты перечислены в Директиве 1493/1999 ЕС, которой разрешено использование пектиназ из A. niger, β-глюканазы из Trichoderma harzianum, уреалы из Lactobacillus fermentum и лизоцима.
9.2.6.3. Отслеживание продукции

С 1 января 2005 г. вступил в силу Регламент ЕС 178/2002 по безопасности пищевых продуктов, согласно которому ответственность за безопасность виноградных и винодельческих продуктов полностью возложена на их производителя. Производители пищевых продуктов должны доказать, что они сделали все возможное для обеспечения их безопасности. На каждой стадии производства должна быть обеспечена возможность отслеживания источников сырья и продукции. Все участники цепи ‘от виноградника до бокала’ должны действовать совместно и обеспечивать полную прозрачность информации по безопасности пищевых продуктов особенно по их аллергенным свойствам.
В период после нашумевших кризисов, связанных со случаями заболеваний коровьим бешенством (бычьей губчатой энцефалопатией), пищевой аллергии и т.д., продавцы вин требуют от производителей гарантий их безопасности, в том числе предоставления информации о характере и отслеживаемости сырья и ингредиентов, использовавшихся в производстве вин. Эти требования зачастую более жесткие, чем действующие нормативные акты, и предполагают жесткую ответственность производителя за выявленные нарушения.

Таким образом, производители вин должны выполнять требования как нормативных актов, так и дистрибьюторов и представителей розничной торговли. В свою очередь, производители вин предъявляют требования своим поставщикам (винограда, энологических ингредиентов, сухофруктов и т.д.), которые несут такую же ответственность за безопасность вина для здоровья потребителя, как и виноделы [24].
9.2.6.4. Маркировка и этикетирование

Промышленно выпускаемые ферменты для виноделия входят в группу технологических добавок, содержание которых не требуется указывать на этикетке.

Согласно определению FDA, ‘технологическими добавками называют вещества, вносимые в пищевые продукты на стадии их переработки в связи с их технологическими и функциональными свойствами, но которые присутствуют в готовом продукте в незначительном количестве и не влияют на его свойства’ [22].
Лизоцим, экстрагируемый из яичного белка, подпадает под Директиву об указании в маркировке сведений о компонентах с алллергенными свойствами. С 31 мая 2009 г., на каждой этикетке вина обработанного продуктами из яичного белка (альбумином или лизоцимом) должна присутствовать надпись ‘содержит яйцепродукты’.
9.2.7. Сведения об использовании ГМО

Сама постановка вопроса о ‘ГМО в виноделии’ может привести к путанице. Генная модификация касается только продуцирующего микроорганизма, но не ферментов: последние являются белками, а не живыми организмами. Тем не менее, ферменты могут продуцироваться как классическими микроорганизмами, так и генномодифицированными микроорганизмами. Тем самым необходимо ответить на вопрос, из какого микроорганизма был получен данный фермент. Применение методов генной инженерии в виноделии не является предметом этой главы, отметим лишь, что если эти методы используются, то указание на их применение должно присутствовать в явном виде [24].
9.2.8. Производство ферментов для виноделия

9.2.8.1. Культивирование микроорганизмов в ферментерах

В ферментах культивируют следуюзие микроорганизмы, продуцирующие ферменты для виноделия:
A. niger, продуцирующие пектиназы и β-глюкозидазы,

T. harzianumin продуцирующие β-глюканазы,

L. fermentumin, продуцирующие уреалу.
Правильно подобранный состав среды для роста этих микроорганизмов способствует оптимальному продуцированию ферментов. Так, среда, богатая пектином, благоприятна для секреции пектиназ (пектолитических ферментов) [23]. После ферментации пектиназы и другие ферменты отделяют центрифугированием, ультрафильтрацией и концентрированием. В ходе этих процессов микроорганизмы из готового продукта удаляются.

9.2.8.2. Прочие ферменты для виноделия

Природный белок лизоцим был открыт Флемингом (Fleming) в 1922 г. Лизоцим из куриного белка используется в фармацевтической и пищевой промышленности с 1950-х гг. Получают его из яичного белка с помощью ионообменных смол, после чего очищают и дегидратируют.
9.2.9. Состав и строение ферментов для винограда

9.2.9.1.1. Основные ферменты

Основные ферменты для виноделия относятся к семейству пектиназ – это пектинлиаза (PL), пектинметилэстераза (PME) и полигалактуроназа (PG). Пектинлиаза разрывает пектиновую цепь между двумя метилированными галактуроновыми кислотами, а полигалактуроназа действует на неметилированный субстрат. Пектинметилэстераза не деполимеризует пектин, а высвобождает молекулу метанола из эфира галактуроновой кислоты, облегчая тем самым действие полигалактуроназы
Расщепляя пектин, пектиназы обеспечивают целый ряд технологических преимуществ, в частности, ускорение предферментационных стадий, увеличение выхода сока, улучшение прозрачности и прессования, что в конечном счете приводит к повышению качества виноградного сусла, улучшения вкуса и аромата вина и увеличение содержания полифенолов.
Единицы пектиназной активности

В настоящее время каждый производитель ферментов использует собственные единицы пектиназной активности и методы их измерения. Эти единицы позволяют сравнивать различные ферменты от одного производителя, стандартизировать их и определять качество. Разработаны различные методики определения степени метилирования, однако они не позволяют судить об эффективности фермента при производстве вина, поскольку последняя обусловлена также побочной активностью (только пектиназная активность не обеспечивает всех преимуществ). По этой причине эффективность ферментов в виноделии должна проверяться в ходе соответствующих испытаний.
Сравнивать ферменты от разных производителей лишь на основе информации, указанной в маркировке или спецификации, невозможно.

9.2.9.2. Побочные ферменты

В субстрате для роста микроорганизмов продуцируется несколько ферментов, то есть наряду с основным образуются несколько вторичных (побочных) ферментов, как полезных, так и нейтральных или вредных для виноделия. Используя определенные штаммы A. niger, полученные селекцией для энологических целей, фирма DSM Food Specialties выпустила на рынок ферментный препарат с минимальной нежелательной активностью для вина. Некоторые виды побочной ферментативной активности в определенных типах вин дают отрицательный эффект, а в других – положительный. Несмотря на то, что такая побочная активность допускается действующими нормативными актами, в отдельных случаях она может ухудшать качество вин.
• В пектиназных препаратах обычно присутствуют гемицеллюлазы и целлюлазы. При мацерации красного винограда эти ферменты улучшают экстракцию из клеток кожицы, однако в случае белого винограда эту экстракцию лучше уменьшить, поскольку в противном случае могут возникнуть проблемы в ходе прессования.

• Циннамилэстераза участвует в гидролизе кумаровой и феруловой кислот (рис. 9.4), которые после декарбоксилирования POF+ - дрожжами (phenyl off flavour) образуют винил-4-фенол и винил-4-гваяколь. Эти вещества имеют неприятный запах темперы и лака для ногтей [26]. В красных винах винилфенолы реагируют с полифенолами с образованием веществ-фиксаторов окраски. Показано, что содержание циннамилэстеразы в ферментах от фирмы DSM NFCE одно из самых низких, если не самое низкое среди всех промышленно выпускаемых ферментов. С их помощью можно снизить содержание летучих фенолов в белых винах до уровня ниже порога восприятия.
• Антоцианаза снижает интенсивность окраски в красных винах, способствуя гидролизу комплексов антоцианов с сахарами и образованию неустойчивых антоцианидиновых форм.
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Рис. 9.4. Образование винилфенолов в белых винах. По [26]
9.2.9.3. Товарные формы

Ферменты для виноделия выпускаются в жидкой или микрогранулированной форме. Ферменты в микрогранулированной форме стабильны при хранении (при комнатной температуре их можно хранить от 24 до 36 мес.) и не подвержены загрязнению в отсутствие консервантов даже в открытом виде.

Жидкие ферменты следует хранить на холоду (в надлежащих условия их срок хранения составляет 12-24 мес.). Микробиологическую стабильность жидких ферментов обеспечить труднее, и зачастую приходится использовать консерванты (сорбаты или хлорид калия). Еще одним стабилизатором жидких ферментов является глицерин, однако его использование в виноделии запрещено, хотя он и не оказывает негативного воздействия на качество вин.
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