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АННОТАЦИЯ ДИСЦИПЛИНЫ

Дисциплина Химия и биохимия вина имеет целью подготовить специалистов в области биохимии виноделия.
Дисциплина Химия и биохимия вина включает рассмотрение следующих вопросов:
1. Особенности винограда как сырья для виноделия
2. Химический состав винограда, сусла и вина
3. Микрофлора винограда, плодов, сусла и вина
4. Культура винных дрожжей: характеристика особенности
5. Бактерии, содержащиеся в сусле и вине. Вредители винного производства 
6. Влияние факторов среды на жизнедеятельность дрожжей
7. Биохимия брожения. Ферментные системы дрожжей
8. Механизм спиртового брожения
9. Вторичные продукты спиртового брожения
10. Изменение составных веществ сусла в процессе брожения
11. Окислительно-восстановительный потенциал бродящего сусла
12. Окислительно-восстановительные процессы при ферментации сусла и способы их регулирования
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ВВЕДЕНИЕ
Биохимия (биологическая химия, физиологическая химия) изучает химический состав и химические превращения, происходящие в живых организмах и вырабатываемых ими физиологических жидкостях (молоко, плодовые и ягодные соки и т. д.). Особую роль техническая биохимия играет в таких производствах, как виноделие, хлебопечение, производство сыра, чая и пр. В СССР центром биохимических исследований стал основанный в 1935 г. А. Н. Бахом и А. И. Опариным Институт биохимии АН СССР. Ряд работ этого института посвящен биохимии винограда и вина. 

Биохимия вина как главная составная часть химии вина получила широкое развитие. Благодаря применению таких специальных методов анализа, как хроматография и фотометрия, весьма расширились наши знания о веществах, входящих в состав винограда, его сока и вина, и об изменениях этих веществ – их возникновении, накоплении, распаде и т. д. 

Биохимия и микробиология, в частности в применении к вину, теснейшим образом взаимосвязаны. Биохимические процессы, проходящие при сбраживании виноградного сока для получения из него вина, обусловлены действием ферментов, вырабатываемых микроорганизмами, причем их жизнедеятельность зависит от окружающей среды: ее состава, температуры и т. д. Способность микроорганизмов изменять химический состав окружающей их среды имеет огромное практическое значение и определяет направление технологических процессов виноделия. 


Краткий конспект лекций

Особенности винограда как сырья для виноделия
Виноград является основным и лучшим сырьем для виноделия благодаря особенностям его состава.
Механический состав виноградной грозди является важнейшим показателем качества винограда, определяет конечный выход продукции и обеспечивает широкое разнообразие винодельческой продукции.
Химический состав винограда и вина включает соединения, представляющие разные классы: углеводы, органические кислоты, фенольные, азотистые, минеральные и другие вещества. В виноградной грозди эти соединения распределены неравномерно. Например, сахара сосредоточенны в соке ягоды; фенольные соединения - в кожице винограда, гребнях и семенах; ароматические соединения – в кожице и в прилегающих к ней слоях мякоти. В процессе переработки винограда они переходят в вино, а также претерпевают сложные превращения и служат источником образования новых соединений. Эти превращения зависят от технологии, поэтому различные типы вин, получаемые из одного и того же сорта винограда, значительно различаются по химическому составу.
Виноградарство является производственным потенциалом виноделия, а виноградная гроздь – сырьевой основой приготовления всего разнообразия вино продуктов. Ассортимент и качество вин и коньяков определяются химическим составом ягод и составом твердых частей виноградной грозди – кожицы, семян, гребней.
Особенности винограда как сырья для виноделия:
1.  Виноград очень сочный. Около трех четвертей массы виноградной грозди составляет сок.
2.  В виноградных ягодах накапливается от 15 до 30 % сахаров, тогда как другие ягоды и плоды имеют сахаристость от 3 до 15 %.
3.  Виноградный сок имеет умеренную и, большей частью, весьма приятную кислотность, что обусловливают особую свежесть и гармонию вкуса виноградных вин.
4.  В твердых частях виноградной грозди содержатся вещества, весьма ценные и необходимые для создания вина определенного типа - ароматические, фенольные, в том числе красящие соединения, другие ценные вещества.
5.  Химический состав твердых частей грозди (кожица, семена, гребни) значительно отличается от состава сока. Поэтому из одного и того же сорта винограда можно получить вина различного химического состава, а, следовательно, и разных типов, если способствовать переходу в сок химических веществ твердых частей грозди.
6.  Достаточная сахаристость и умеренная кислотность виноградного сока обеспечивает полную натуральность вин; их готовят без добавления сахара и воды, что характерно для плодово-ягодного виноделия.
Из плодов и ягод можно готовить различные алкогольные напитки, в том числе и напоминающие вино, но к виноградному вину по составу и технологии они отношения не имеют. С 2005 года в Украине действует Закон «О винограде и виноградном вине». Этот Закон запрещает добавлять к вину воду, плодово-ягодные материалы, вытяжки и отвары из плодов и ягод. Это является фальсификацией (статья 12) и закон предусматривает уголовную ответственность (статья 15) за подобные действия.
Качество готовых вино продуктов зависит от состава винограда и технологии его переработки. Даже самая совершенная технология не сможет из плохого пот качеству винограда приготовить вино высоких вкусовых достоинств. В лучшем случае мы получим продукт удовлетворительного качества. И, наоборот, из высококачественного винограда при нарушении технологических режимов, мы получаем вино невысокого качества. Зрелый здоровый кондиционный виноград и правильная его переработка служат основой для получения высоко ценных виноградных вин.
Жизненные процессы развития виноградного куста сказываются на качестве вина. При этом выделяют множество факторов. Наиболее важные из них: почва, экспозиция виноградника, метеорологические условия года, агротехнические мероприятия. Но, пожалуй, самым главным является сорт винограда, его наследственные качества, используемый подвой, степень зрелости ягод, условия созревания урожая в осенний период, культура поведения агрономического персонала.
Все эти факторы подробно изучаются в различных курсах виноградарства и виноделия.
Винодельческая промышленность - одна из древнейших промышленностей, корни ее развития уходит в глубокую древность. На данный момент винодельческая промышленность одна из самых развитых отраслей Украины. Сейчас виноделие определяется как совокупность технологических процессов приготовления вин, основанных на спиртовом брожении сахаров, позволяя получать различные типы вин с содержанием спирта 9-20% об., используя, конкретные приемы. Виноградное вино, в свою очередь, определяется как напиток спиртового брожения виноградного сока. Вино отличается многообразием вкусовых и ароматических свойств. Благодаря содержанию аминокислот, полифенолов, витаминов, минеральных солей и других полезных веществ, вина имеют профилактические бактерицидные свойства.
Спиртовое брожение, которое лежит в основе виноделия, основной технологический этап процесса. Природу спиртового брожения установил Луи Пастер в 60-х годах. Спиртовое брожение вызывается спиртными грибками, среди них различают дрожжи верхового и низового брожения. В виноделии используют дрожжи следующих видов: род Hanseniaspora, вид Hanseniaspora uwarum, род Hansenula, род Pichia, род Saccharomyces vini, род Saccharomyces oviformis, род Sygosaccharomyces.
Созревание винограда (общие понятия)
Процесс развития виноградных ягод до момента их сбора включает три периода: роста, собственно созревания и перезревания. 

Период роста начинается с момента завязывания ягод. В этот период ягоды увеличиваются в объеме и массе, но остаются твердыми и зелеными. В них происходят энергичные окислительные процессы. В период роста в ягодах содержится мало сахара (2-3 %),  но в несколько раз больше, чем в зрелом винограде, кислот (2-3 %). Этот период продолжается 40-45 дней. 

Созревание начинается с размягчения ягод и продолжается до наступления их полной зрелости. 

Различают три степени зрелости винограда: физиологическую, полную и техническую. Физиологической называется степень зрелости виноградной ягоды, при которой семена уже способны к прорастанию. Полной называется такая степень зрелости, при которой прекращается поступление питательных веществ из листьев в ягоду. Технической называется степень зрелости, при которой виноград имеет состав (кондиции), необходимый для приготовления данного типа вина. 

	Физиологическая: стадия созревания винограда, при которой семена готовы к произрастанию и репродукции (обычно при накоплении 170-180 граммов сахара на литр) 

	Техническая: стадия созревания винограда, в которой он наиболее пригоден для производства вина и прочих видов переработки (обычно от 180 до 240 граммов сахара на литр) 

	Полная: стадия созревания, при которой полностью прекращается поступление питательных веществ в ягоды 


Эти три степени зрелости могут совпадать (например, при направлении винограда на приготовление сладких и крепких вин) или не совпадать (например, виноград, направляемый на приготовление шампанских и коньячных виноматериалов, собирают в стадии технической зрелости, наступающей в данном случае раньше полной и физиологической). 

В период созревания происходят качественные изменения в химическом составе ягод. Активность окислительных процессов снижается, происходит быстрое увеличение сахаристости сока (за счет притока сахара из листьев), ягода становится мягкой и полупрозрачной вследствие перехода нерастворимого протопектина в растворимый пектин. Хлорофилл из кожицы ягод исчезает почти полностью. В кожице красных сортов винограда происходит образование красящих веществ. Виноград достигает физиологической степени зрелости, когда его можно уже собирать для приготовления определенных типов вин (коньяка, шампанского). Этот период продолжается от 15 дней до 2 мес. Дата сбора урожая определяется направлением его использования. Так, для приготовления коньячных виноматериалов его собирают при сахаристости сока 15%, для шампанских – 17-19%. 

Контроль за созреванием винограда ведется по основным показателям (содержанию сахара и титруемой кислотности) на каждом участке представителями совхоза и завода первичного виноделия. Он необходим для правильного определения даты сбора урожая. 

Период перезревания характеризуется дальнейшим накоплением в соке сахара, что бывает необходимо для получения, например, ликерных вин. 

В этот период гребни подсыхают и не могут уже проводить соки из листьев в ягоду, поэтому абсолютное накопление сахара прекращается, но увеличение концентрации сахара в соке может продолжаться за счет испарения воды через кожицу ягод. Поэтому для перезревания используют обычно сорта винограда с тонкой кожицей. 

При длительном перезревании происходит увяливание и частичное заизюмливание ягод. Концентрация сахара в соке может достичь 30-35% и более. 

Перезревание винограда на кустах сопровождается обычно значительными потерями урожая. 

Базовый химический состав виноградной ягоды
Экстрактивные вещества виноградного сусла и вина состоят из 5 основных групп веществ: углеводы, органические кислоты, минеральные вещества, фенольные и азотистые компоненты.
Химический состав винограда
Химический состав винограда очень сложен и определяется различными группами органических и неорганических веществ, растворенных или суслендированных в соке ягоды, а больше всего связанных с водой в биологической структуре растительной клетки.
Распределение основных веществ виноградной грозди по её структурным элементам неравномерно и может характеризоваться примерным диапазоном следующих величин (табл.).
Таблица 
Химический состав виноградной грозди, %
	Вещество
	Мякоть с соком
	Кожица
	Семена
	Гребни

	Вода
	60-90
	55-80
	25-50
	50-80

	Глюкоза и фруктоза
	5-35
	Мало
	Следы
	Следы

	Полисахариды
	Мало
	4
	5
	До 30

	Пентозаны
	0,19-0,48
	До 2,2
	4-5
	До 2,8

	Кислоты органические
	До 3,5
	1
	До 0,5
	0,2-0,6

	Фенольные
	Следы
	0,5-0,4
	2-10
	1,3-1,5

	Азотистые
	0,2-0,5
	2
	До 0,6
	2

	Минеральные
	0,1-0,6
	До 2,5
	1-5
	1-8

	Жиры и масла
	-
	1
	5-18
	-

	Клетчатка
	-
	До 4
	28-40
	До 8


 
Мякоть виноградной ягоды состоит из паренхимной ткани и сока, причем на сок приходится 99,5 - 99,7 % от массы мякоти, а сок в основном состоит из биологически чистой воды. В ней растворены вышеназванные вещества, а в отдельных сортах немного антоцианов (красящих веществ) или немного эфирных масел, например, в мускатных сортах.
При раздавливании виноградных ягод образуется Виноградное сусло по своему составу несколько отличное от сока мякоти. В нем суспензированы мелкие обрывки кожицы, других твердых частиц и, чем интенсивнее дробление винограда, тем хуже качество сусла. Наибольшее разрушение претерпевает гроздь винограда в ударно-центробежной дробилке, которая вращается со скоростью до 270 оборотов в минуту.
В виноградном сусле от 2 до 10 г/дм3 веществ находится в коллоидном состоянии, что в дальнейшем сказывается на прозрачности получаемых вин, затрудняет достижение длительной гарантийной стабильности вин к помутнениям. В последние годы в мире созданы и широко используются «щадящие» валковые дробилки. В них сперва отделяются гребни, затем оторванные ягоды раздавливаются на мялке валкового типа.
При настаивании сусла на мезге, оно обогащается веществами кожицы и семян, например, фенольными веществами, в том числе антоцианами, минеральными, азотистыми веществами, а так же эфирными маслами, которые располагаются в кожице и прилегающих к ней слоях мякоти. Так начинается создание различных типов вин: сортовых десертных, вин типа Портвейн, Мадера, наконец, розовых или красных вин. Брожение сусла вместе с гребнями позволяет получить особый тип, так называемых Кахетинских вин.
Сознательное управление технологическим процессом основывается на знании химических свойств веществ, входящих в виноградное сусло.
Кожица ягоды к моменту физиологической зрелости винограда покрывается тонким прюиновым налетом, хорошо заметным у темно окрашенных сортов винограда.
Прюиновый налет, состоящий из воскообразных веществ, защищает кожицу ягод от внешних влияний, но на качество вина влияния не оказывает. Сама кожица с прилегающими к ней плотными слоями мякоти является очень ценной для виноделия. Из всех твердых частей ягоды (семя, гребень, кожица) она больше всего влияет на состав сусла и вина.
Разрыв кожицы или её механическое перетирание (в дробилках, в прессах непрерывного действия) обогащает сусло веществами, которые желательны в шампанском виноделии, для нежных белых и розовых столовых вин. Поэтому для них необходимы щадящие методы переработки винограда. Например, целых гроздей, раздавливание на валках ягод, отделенных от гребней.
В технологии красных вин и крепких вин типа мадеры сусло длительно соприкасается с кожицей, иногда с нагреванием, с хорошим перемешиванием. Вино обогащается фенольными, в том числе красящими веществами, пентозанами, минеральными соединениями. Настаивание сусла на мезге, подбраживание мезги обогащает вино веществами аромата – эфирными маслами, которые так же размещаются в слоях клеток кожицы.
Семена влияют значительно меньше на состав сусла и вина. Фенольные вещества семя экстрагируются суслом при брожении мезги, когда появляется спирт, и при её интенсивном перемешивании. Поэтому виноделы для получения мягких во вкусе, умеренно танинных красных столовых вин не допускают продолжительной задержке бродящего сусла на мезге, избегают интенсивного грубого перемешивания мезги, её прессования на шнековых прессах. Вообще перетирания мезги шнеками недопустимо.
Виноградное масло семян светло-желтого или жёлто-зеленоватого цвета с приятным нежным вкусом в чистом виде состоит из глицерида пальмитиновой, стеариновой, олеиновой, линолевой и других кислот. Оно может использоваться в пищевых целях: в парфюмерии, мыловарении, для смазки авиационных моторов, так как имеет низкую температуру замерзания. В вине нежелательно. Из семян винограда можно также получать танин. По экономическим причинам утилизация семян не производится.
Гребни винограда ценности в виноделии не имеют. Иногда из них путем отжатия получают так называемое «гребневое сусло» в количестве до 1000 дал из тысячи тонн винограда. Оно обогащено танином, что может способствовать созреванию простой мадеры, однако избыток полисахаридов для вина нежелателен. В качестве дренажного материала гребни способствуют прессованию целых гроздей шампанских сортов винограда
Углеводы винограда, их образование и превращения
Углеводы являются важной составной частью всех растений. Они образуются в зеленых растениях в результате процесса фотосинтеза из углекислого газа и воды под действием световой энергии. При этом углерод из неорганической формы переходит в органическую. 

По современным представлениям фотосинтез представляет собой цепь окислительно-восстановительных реакций. Суммарное уравнение фотосинтеза имеет вид 

6СО2 + 6Н2О → С6Н12О6 + 6О2 

Механизм этого процесса следующий: при фотосинтезе происходит разложение воды, и образующийся при этом водород идет на восстановление углекислого газа. 

В процессе фотосинтеза происходит превращение кинетической лучистой энергии солнца в потенциальную химическую энергию, которая аккумулируется сложными органическими веществами. 

Фотосинтез имеет огромное биологическое значение: благодаря ему ежегодно связывается около (15÷20)•1010 т углерода и выделяется в атмосферу 4•1011 т кислорода. 

Фотосинтез имеет место в хлоропластах - клеточных органоидах, главной составной частью которых является хлорофилл. 

Главными продуктами фотосинтеза являются углеводы (гексозы). Они образуются в листьях виноградного куста, откуда транспортируются в ягоды. 

Основными углеводами виноградной ягоды являются моносахариды (монозы) состава С6Н12О6 - глюкоза и фруктоза. Это кристаллические вещества с молекулярной массой 180, хорошо растворимые в воде и спирте. Плоскость поляризации глюкоза вращает вправо, а фруктоза влево. Оба сахара хорошо сбраживаются дрожжами. 

Фруктоза примерно вдвое слаще глюкозы, поэтому соотношение этих сахаров в сусле и вине имеет практическое значение при производстве сладких вин. Найдено, что отношение фруктоза/глюкоза зависит от степени зрелости винограда. В начале созревания оно может быть равно 0,5-0,8, к моменту зрелости - около 1, а в перезрелом винограде – 1,2-1,3. Это отношение зависит и от сорта винограда. 

Пентозы - сахара состава C5H10О5. Содержатся в соке винограда в небольших количествах (до 1 г/л). Пентозы не сбраживаются дрожжами и без изменения переходят из сусла в вино. Они восстанавливают фелингову жидкость (это надо учитывать при анализе сухих вин). В красных винах пентоз обычно вдвое больше, чем в белых, так как они переходят в сусло при гидролизе пентозанов твердых частей грозди. 

Из полисахаридов первого порядка практическое значение имеет дисахарид сахароза (С12Н22О11). Она содержится не во всех сортах и сравнительно в небольших количествах. Хорошо растворима в воде и спирте. Под действием фермента β-фруктофуранозидазы (инвертазы) пли при нагревании с кислотами (в точном соответствии с концентрацией в растворе водородных ионов) сахароза превращается в инвертный сахар, т. е. в смесь равных количеств глюкозы и фруктозы. 

При температуре 180°С сахароза плавится, а при более высокой температуре дает так называемый колер - смесь продуктов коричневого цвета, применяемую для подкрашивания коньяков. 

Кроме сахарозы в винограде содержатся в небольших количествах и другие полисахариды первого порядка: мелибиоза, мальтоза, рафиноза. 

Из полисахаридов второго порядка, содержащихся в винограде, практическое значение имеют пентозаны, пектиновые вещества, камеди, декстраны и целлюлоза (клетчатка). 

Пентозаны (C5H8О4)n содержатся в твердых частях виноградной грозди, в основном в семенах (4,0-4,5% от всей массы), гребнях (1,0-2,8%), кожице (1,0-1,6%). В соке ягод практически их нет. В ягоде в целом их содержится 0,4-0,5% и при настаивании на мезге и брожении в вино переходит до 2 г/л. 

Целлюлоза (С6Н10О5)n является основой твердых частей ягоды. Состоит из большого числа (до 10000) остатков глюкозы. В воде нерастворима. 

Пентозаны, лигнин и клетчатка, а также гемицеллюлоза составляют основу твердых частей виноградной грозди. От их количества зависит такая важная для виноделия величина, как выход сусла с тонны винограда. 

К группе пектиновых веществ относятся высокомолекулярные полиозы (полисахариды второго порядка), имеющие в основе полигалактуроновую кислоту, соединенную с сахарами (пентозами), некоторыми металлами и метоксильными группами. Они имеют большую молекулярную массу и обладают ясно выраженными коллоидными свойствами. 

При созревании винограда нерастворимый протопектин переходит в растворимый пектин, чем и обусловлено в основном размягчение ягод. Пектин мало растворим в спирте, поэтому при брожении, а особенно при спиртовании сусел, он частично выпадает в осадок. 

При спиртовом брожении происходит отщепление от пектина метоксильных групп, образующих метиловый спирт. Поэтому содержание последнего прямо пропорционально времени контакта сусла с мезгой при брожении. Еще больше метилового спирта в выжимочном спирте. Пектин дает нерастворимые соединения с кальцием, что используется при его количественном определении. 

Пектиновая кислота представляет собой высокомолекулярную полигалактуроновую кислоту, частично (на 40-80%) этерифицированную метиловым спиртом. В состав ее входят около 200 остатков галактуроновой кислоты. Сама пектиновая кислота в воде растворима слабо, но ее щелочные соли растворимы хорошо. 

В составе пектовой кислоты найдены пектиновые кислоты, обладающие коллоидными свойствами, свободные от метоксильных групп. Пектовая кислота содержит около 100 остатков галактуроновой кислоты. 

В винограде и винах содержатся все группы пектиновых веществ. В сусле растворимый пектин составляет примерно 50 %, пектиновая кислота 30%, пектовая кислота - 20%. 

Из других полисахаридов винограда практическое значение могут иметь камеди (в сусле 0,3-0,4 г/л), обладающие хорошо выраженными свойствами защитных коллоидов. 

Декстраны - высокомолекулярные полимеры глюкозы с молекулярной массой около 1 млн. и более. Обладают свойствами защитных коллоидов. Оказывают влияние на полноту и мягкость вкуса вин. Особенно много декстранов в винах, приготовленных из винограда, пораженного Botrytis cinerea. 
Органические кислоты, их образование и превращения
Органические кислоты образуются в процессе дыхания растений за счет неполного окисления углеводов, а также по пути синтеза аминокислот. 

Связь между углеводами, аминокислотами и органическими кислотами имеет следующий вид: 
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Органические кислоты образуются и при фотосинтезе, главным образом в листьях, откуда они транспортируются в ягоды винограда. 

Главными кислотами винограда являются винная и яблочная. 
Ж. Риберо-Гайон и П. Риберо-Гайон, изучив механизм синтеза винной кислоты, установили, что она образуется из глюкозы по схеме: 
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Синтез яблочной кислоты происходит несколькими путями. Один из них - карбоксилирование пировиноградной кислоты: 

СН3 – СО – СООН + СО2 → СООН – СН2 – СО – СООН
 Пировиноградная                  Щавелевоуксусная 
        кислота                                 кислота 

СООН – СН2 – СО – СООН + НАД•Н2 → СООН – СН2 – СНОН – СООН + НАД 
                                                                                 Яблочная кислота 

Яблочная кислота образуется также через цикл ди- и трикарбоновых кислот (цикл Кребса). 

При помощи радиоактивного изотопа углерода 14С было изучено дальнейшее превращение органических кислот винограда. Было доказано, что винная кислота расходуется главным образом на дыхание, тогда как яблочная кроме дыхания идет на образование сахаров, других органических кислот и аминокислот. 

Винная кислота (Н2С4Н4О6) - наиболее постоянная и важная часть сусла и вина. 

В соке зрелого винограда в зависимости от его сорта и района произрастания ее содержится 40-95% от суммы всех кислот. В сортах винограда, в которых преобладает винная кислота, в ходе созревания величины титруемой кислотности ниже, но более постоянны и не так зависят от метеорологических условий года. 

Винная кислота винограда имеет правое вращение. В винограде и вине она может находиться в трех формах: свободной, в виде гидротартрата калия (кислого виннокислого калия) КНС4Н4О6 и в виде средней калиевой соли (К2С4Н4О6) Свободная винная кислота и средняя калиевая соль хорошо растворимы в воде и спирте; кислый виннокислый калий ограниченно растворим в воде и почти нерастворим в спирте. Значительное его количество выпадает при брожении и спиртовании в осадок, из которого затем извлекают винную кислоту. 

В ходе созревания винограда содержание винной кислоты и ее солей непрерывно снижается. По величине титруемой и активной кислотности, также как и по содержанию сахара, судят о степени зрелости винограда. Виноград собирают при величине титруемой кислотности 8-11 г/л. 

В ходе созревания винограда содержание яблочной кислоты (H2C4H4О5) снижается значительно быстрее винной и в некоторых сортах винограда ее может вовсе не остаться. Но обычно в зрелом винограде при сборе на столовые вина яблочной кислоты остается 20-50% от всех кислот. В некоторых сортах, например, Саперави, даже вполне зрелых, яблочная кислота преобладает над винной. Снижение содержания яблочной кислоты происходит особенно сильно при высоких температурах воздуха в период созревания. Сорта винограда с преобладанием яблочной кислоты имеют сильно варьирующую, неустойчивую титруемую кислотность. 

Яблочная кислота относится к веществам, довольно легко окисляемым. В ходе яблочно-молочнокислого брожения она превращается в молочную кислоту. 

Кроме винной и яблочной кислот в винограде содержатся в незначительных количествах и другие органические кислоты. 

Лимонная кислота (Н3С6Н5О7) содержится во многих сортах винограда в количестве 0,2-0,5 г/л, галактуроновая (НС6Н9О7) - до 500 мг/л, янтарная (Н2С4Н4О4) - до 0,3 г/л, щавелевая (НООС–СООН) - до 0,15 г/л, пировиноградная кислота и кетоглютаровая - до 40 мг/л. В незначительных количествах имеются фумаровая, гликолевая, глиоксалевая. 

Некоторые кислоты в заметном количестве образуются только в винограде, пораженном плесневым грибом Botrytis cinerea. Это прежде всего глюконовая кислота СН2ОН(СНОН)4СООН. В обычном винограде ее найдено до 120 мг/л, а в пораженном (и вине из него) - до 2, а иногда даже до 10 г/л. Глюкуроновой кислоты (СНО–(СНОН)4–СООН) в пораженном винограде содержится до 1,3 г/л, слизевой (СООН–(СНОН)4–СООН) – до 0,5 г/л. Последняя образует нерастворимую кальциевую соль и может явиться причиной одного из видов помутнений вин. 

Все кислоты винограда в чистом виде - твердые кристаллические вещества.
Сводный график созревания винограда
В ходе созревания винограда происходит непрерывное увеличение содержания в соке сахара и снижение титруемой кислотности. Отношение величины содержания сахара к величине титруемой кислотности, называемое глюкоацидометрическим показателем, непрерывно увеличивается и характеризует степень зрелости винограда. 

Располагая данными за ряд лет по ходу созревания винограда, можно составить сводный график (рис.29), на основании которого можно приблизительно определять сахаристость и кислотность, ожидаемые на каждую конкретную дату, и отклонения от средней величины. 

[image: Сводный график динамики созревания винограда в условиях Узбекистана]

Рис.29. Сводный график динамики созревания винограда в условиях Узбекистана: 
кислотность: 1а - минимальная: 1б - средняя; 1в - максимальная; 
сахаристость; 2а - минимальная; 2б - средняя; 2в - максимальная.

Значение кислот вина
Повышенное содержание в вине разных кислот обуславливает неприятную резкость во вкусе (это зеленая кислотность). Вино называют «плоским», когда в нем недостаточное количество кислот. В виноделии допускается как подкисление, так и снижение кислотности сусла, виноматериалов и готовых вин. Для этого используют винную и лимонную кислоты. Излишек яблочной кислоты удаляют биологическим способом основанном на способности некоторых микроорганизмов сбраживать яблочную кислоту. Это молочнокислые бактерии и дрожжи рода шизосахаромицес (Schizaosaccharomyces). Дрожжи этого рода сбраживают яблочную кислоту с образованием спирта и диоксида углерода (яблочно-спиртовое брожение).
Повышенное содержание в вине летучих кислот отрицательно влияет на его качество и придает вину резкость во вкусе. Это свидетельствует о болезни вина. Исходя из этого, во всех станах мира установлены нормы содержания летучих кислот в винах. Снизить их содержание можно добавлением в бродящее сусло, а также с помощью выращивания на вине хересной пленки.
Кислотность вина играет важную роль в ферментативных процессах. Например, низкие значения рН (3...3,2) тормозит действие окислительных ферментов. Именно этим обусловлен менее интенсивный цвет шампанских виноматериалов, так как интенсивность окислительных процессов в ни, в связи с высокой концентрацией водородных ионов, низкая.
В кислой среде окислительно-восстановительные процессы протекают медленнее, что тормозит созревание вина, но препятствует металлокассовым и феррофосфатным помутнениям. Кислоты участвуют в сложении букета вина, образуя со спиртами сложные эфиры. Особая роль в созревании вин принадлежит винной кислоте, которая превращаясь в диоксифукаровую кислоту восстанавливает вкус обработанных проветренных виноматериалов.
Кислотность вин значительно влияет на их стабильность. Установлено, что в винах с более высокой кислотностью уменьшается возможность появления железного касса, так как в этих условиях двухвалентное железо плохо окисляется в трехвалентное. Это и тормозит образование таннатов железа, вызывающих касс. Кроме того, повышенная кислотность вина снижает возможность феросфосфатных помутнений. Большое значение относительно повышения стойкости вин к помутнениям, обусловленным наличием тяжелых металлов, имеют такие органические кислоты, как лимонная, метавинная и другие.
Как органические кислоты, так и продукты их взаимодействия (эфиры и др.) и преобразований, играют важную роль в формировании органолептических свойств вин в процессе их изготовления. При этом соли органических кислот также активно принимают участие в ряде этих превращений в качестве катализаторов. С другой стороны недостаток солей органических кислот (винной, щавелевой и др.) может быть причиной кристаллических помутнений вин.
Благодаря органическим кислотам виноградное вино обладает диетическим, гигиеническим, а иногда и лечебным значением. Умеренное потребление столовых вин нормализует кислотность, способствует лучшему усвоению пищи, является прекрасным вкусовым дополнением ко многим блюдам. К рыбе хорошо подходят белые вина, к мясным изделиям, к жирной пище – красные вина. Благодаря высокой концентрации ионов водорода сухие вина обладают сильными бактерицидными свойствами. Даже холерные вибрионы погибают в вине за несколько секунд, а при добавлении вина к воде делает её гигиенически более чистой. Кислоты придают вину необходимую свежесть – приятный вкус, что особенно важно в группе столовых и белых игристых вин. Красные вина благодаря кислотам имеют живую и яркую окраску.

Роль ферментов в созревании винограда
Ферментами (энзимами) называются биологические катализаторы, вырабатываемые живыми организмами и управляющие всеми химическими превращениями в этих организмах. При этом некоторые ферменты (эндоферменты) могут нормально функционировать только внутри живой клетки, другие же (экзоферменты) продолжают действовать и вне ее. 
Чем сложнее организм, тем больше он содержит ферментов. Если в клетке микроорганизмов содержатся десятки ферментов, то в организме человека их известно около 700. Набором ферментов организма определяется его способность изменять окружающую среду, в частности, вызывать спиртовое брожение. 

Важными свойствами ферментов являются их способность при очень небольшом содержании производить большие изменения вещества (субстрата), на которое они действуют; специфичность, т. е. способность катализировать только одну какую-либо реакцию; лабильность (нестойкость) - именно поэтому ферменты действуют в довольно узких границах температур (оптимум действия при 40-50°С, а повышение температуры до 100°С уже инактивирует все ферменты) и величин рН (в зависимости от вида фермента оптимум рН колеблется от 1,5 до 7,5). 
Механизм действия ферментов, как и других катализаторов, сводится к следующему. Ферменты благодаря наличию в них специфических химических группировок (так называемые функциональные группы фермента) вступают с субстратом в промежуточные реакции, которые деформируют молекулы субстрата, ослабляют их внутренние связи, в результате чего значительно уменьшается требуемое для реакции количество энергии. Каталитическая активность ферментов во много раз превосходит активность неорганических катализаторов. 
Классификация и номенклатура ферментов. Ферменты разделяются на два больших класса - однокомпонентные, состоящие исключительно из белка, и двухкомпонентные, в состав которых входит кроме белка еще небелковая часть, называемая простетической группой. Если последняя легко отделяется от белковой части фермента, ее называют коферментом. 

По современной классификации ферменты делятся на шесть основных классов. 

1. Оксидоредуктазы (окислительно-восстановительные ферменты). Этот класс ферментов катализирует перенесение атомов водорода и электронов (оксидазы, дегидрогеназы, пероксидазы, каталазы), а также присоединение кислорода к окисляемому субстрату.

2. Трансферазы (ферменты переноса). Они катализируют перенос целых атомных группировок. Целых атомных группирований (остатков фосфорной кислоты, остатков моносахаридов и аминокислот, аминных или метильных групп) от одного соединения к другому.

3. Гидролазы. Катализируют расщепление сложных органических соединений на более простые с участием воды. 

4. Лиазы. Катализируют реакции негидролитического отщепления каких-либо групп от субстратов с образованием или уничтожением двойной связи. 

5. Изомеразы. Катализируют превращение органических соединений в изомеры. (химические соединения, одинаковые по составу и молекулярной массе, но различные по строению и свойствам). 

6. Лигазы (синтетазы). Катализируют соединение двух молекул, связанное с расщеплением пирофосфатной связи в АТФ, или других нуклеозидтрифосфатах. 

Эти шесть классов ферментов в свою очередь подразделяются на подклассы и еще более мелкие группы. По новой классификации фермент имеет рациональное название и шифр из четырех цифр, где первая обозначает класс, вторая подкласс, третья подподкласс и четвертая данный конкретный фермент. 
В зависимости от природы самого фермента, он имеет разный механизм и химизм действия на органические вещества и соединения. Он характеризуется энергией активации биохимической реакции вследствие поляризации, смещения электронов и деформации связей, привлеченных в реакцию.
Действие каждого фермента строго ограничено одной реакцией и одним веществом (или очень небольшим количеством близких по составу веществ, имеющих одинаковое химическое группирование: сложноэфирное, альдегидное или другое).
В связи с тем, что ферменты являются естественными катализаторами белкового происхождения, при высоких температурах происходит их денатурация. Кроме того, из водных растворов они осаждаются спиртом, ацетоном и другими органическими растворителями, а также насыщенными растворами солей.
Как вещества с большой и сложной молекулой (молекулярная масса ферментов от 10 000 до 1 000 000) ферменты легко подвергаются адсорбции, которая, в частности, может происходить при обработке вина бентонитом и другими веществами. 
Молекулярная масса ферментов находится в пределах 10000...1000000.
Биосинтез ферментов (образование сложных органических веществ из более простых соединений, протекающих в живых организмах или извне под действием биокатализаторов-ферментов), в клетке происходит постоянно и регулируется так, что их образуется столько, сколько необходимо для обеспечения метаболизма клетки. В самой клетке выключается синтез ферментов, лишних в данный момент, а фонд аминокислот (производных белка) используется для синтеза других ферментов, необходимых в этот момент клетке.
В живой клетке действие ферментов регулируется не только путем индукции или репрессии, или специфическими активаторами и ингибиторами, но и путем связывания их разными структурами протоплазмы. Так, например, связывание фермента с белками обуславливает потерю их ферментативной активности, освобождение фермента от белка повышает его активность.
Активность ферментов очень зависит от температуры среды. Для большинства ферментов оптимальная температура находится в пределах 40...45 оС. Как правило, каталитическая активность ферментов проявляется в небольшом диапазоне рН. Оптимум рН для большинства ферментов находится в пределах 5...9, но для пепсина 1,5.
Установлено, что некоторые вещества способны ингибировать (угнетать) каталитическое действие ферментов. К ним относятся такие белки-осадители, как соли свинца, ртути, вольфрама, а также танин и трихлоруксусная кислота. Они действуют на все ферменты.
В винограде, дрожжах и молодом вине встречаются представители всех шести классов ферментов. Однако наиболее изучены из них представители 1-го и 3-го классов: оксидоредуктазы и гидролазы. Эти ферменты продуцирует виноградное растение, и они активно действуют при переработке винограда и при получении вина. Кроме того, на поверхности виноградных ягод в отдельные годы развивается некоторые плесневые грибы, в частности Biotrytis cinerea. Эти грибы вырабатывают группу ферментов, переходящую в сусло и вино.
Окислительные ферменты плесневых грибов значительно сильнее, чем ферменты виноградной ягоды. Это может привести к возникновению порока вина бурого (оксидазного) касса, при котором фенольные вещества жидкости окисляются буквально на глазах с последующим покоричневением и выпадением в осадок. В винограде имеют место также пектолитические и цитолитические (разрушающие стенки клеток ягод) ферменты.
Локализованы ферменты в разных частях виноградной ягоды неодинаково. Наибольшая активность ферментов сосредоточена в кожице и мякоти. В начале созревания винограда большинство ферментов содержится в мякоти, а в период технической зрелости − в кожице. В сусле-самотеке активность ферментов ниже, чем в первой и второй прессовых фракциях. Значительно снижает активность ферментов сульфитация сусла. Активность ферментов также снижается при обработке сусла бентонитом. Причиной такого явления является сорбция бентонитом белков.
При спиртовом брожении виноградного сусла активность ферментов винограда резко снижается. Если вино некоторое время было выдержанно на дрожжах, в него переходят, в основном, ферменты дрожжей, в том числе оксидоредуктазы. При обработке молодого вина бентонитом, танином, а также при продолжительной выдержке вина, активность оксидоредуктаз снижается к нулю.
Особенное внимание в виноделии заслуживают пектолитические ферменты, расщепляющие пектиновые вещества. В число пектолитических ферментов входит протопектиназа, действующая на протопектин с образованием растворимого пектина, а также арабана и галактана. В результате действия протопектиназы, которая более активная, к окончанию созревания винограда, ягоды, как и плоды других растений, размягчаются, так как при этом распадается протопектин.
Сернистая кислота в оптимальных дозах (до 150...200 мг/дм3) не снижает активности пектолитических ферментов. Угнетающе действие на пектолитические ферменты оказывают фенольные соединения винограда, а потому в сусле из винограда красных сортов активность их ниже, чем из белых. В красных винах пектиновых веществ намного больше, чем в белых. Оптимальной температурой активного действия пектолитических ферментов является 35...45 оС, а потому подогрев сусла или мезги до этой температуры усиливает эффект действия этих ферментов. При брожении сусла пектолитические ферменты винограда снижают свою активность и постепенно инактивируются.

Ферменты виноградной ягоды. Ферментативная деятельность виноградной лозы в целом затрагивает и ее грозди. Наибольший интерес для практики виноделия представляют те ферменты грозди, которые продолжают действовать при переработке винограда и получении вина. Это прежде всего окислительные ферменты и β-фруктофуранозидаза. Кроме того, некоторые плесени, в частности Botrytis cinerea, развиваясь на поверхности виноградных ягод, вырабатывают ферменты, переходящие затем в сусло и вино. 

Окислительные ферменты плесневых грибов значительно, сильнее, чем ферменты виноградной ягоды. Это может привести, к возникновению порока вина - бурого (оксидазного) касса, при котором фенольные вещества жидкости окисляются буквально на глазах с покоричневением и выпадением в осадок. Грибы дают также пектолитические и цитолитические (разрушающие стенки клеток ягод) ферменты. 

Рассмотрим основные ферменты виноградной ягоды. 

о-Дифенолоксидаза (полифенолоксидаза) (1.10.3.1). Играет важную роль в дыхании виноградного растения и ОВ-процессах в сусле. Катализирует реакцию окисления полифенолов (при доступе воздуха) в хиноны. При созревании винограда активность фермента увеличивается. Он более активен в мякоти, гребнях и в кожице, чем в семенах. Прессовые фракции сусла содержат его больше, чем самотек. 

Сернистая кислота ингибирует фермент. 

Аскорбинатоксидаза (1.10.3.2). Катализирует реакцию окисления аскорбиновой кислоты в дегидроаскорбиновую. В процессе созревания ягод активность фермента уменьшается, в зрелых ягодах он слабо активен. 

Каталаза (1.11.1.7). Катализирует реакцию расщепления перекиси водорода. Обнаружена во многих сортах винограда. Активность ее в процессе созревания винограда увеличивается, а в конце снижается. В ходе брожения каталаза инактивируется. 

Пероксидаза (1.11.1.7). Катализирует реакции окисления фенолов и ароматических аминов в присутствии перекиси водорода. При переработке винограда фермент переходит в сусло, причем в прессовых фракциях его активность выше, чем в самотеке. В ходе брожения активность пероксидазы снижается. 

β-Фруктофуранозидаза (инвертаза, сахараза) (3.2.1.26). Относится к гидролазам. Катализирует гидролиз сахарозы на глюкозу и фруктозу. Обладает относительно высокой устойчивостью ко всякого рода воздействиям. 

Значение ферментов
При переработке винограда и приготовлении вина ферменты винограда и дрожжей влияют на все биотехнологические процессы виноделия. Наибольшее влияние проявляется на стадии образования вина, т. е. при брожении. Поэтому, в зависимости от поставленной цели (получение вин того или другого типа), винодел может регулировать эти процессы, угнетая активность ферментов (при изготовлении столовых вин или шампанских виноматериалов) или, наоборот, стимулируя их активность (при изготовлении высокоэкстрактивных вин). Когда в виноградном сусле много окислительных ферментов, это приводит к покоричневению вин (оксидазный касс). В этом случае винодел должен применять специальные меры: сульфитацию, обработку бентонитом, пастеризацию и др.
Особо важное биотехнологическое значение имеют ферментативные процессы при брожении. Вместе с образованием при этом основных веществ (этиловый спирт, диоксид углерода), под действием ферментных систем дрожжей происходит образование вторичных и побочных соединений. Все эти вещества и соединения играют важную роль в формировании органолептических качеств вина, создании общего фона аромата и букета вин.
Ферментативные процессы (окислительно-восстановительные, гидролитические и др.) играют значительную роль в биотехнологии таких специальных типов вин, как херес и шампанское. Очень энергично проходят эти процессы во время послетиражной выдержки бутылок с вином на первом году, а также при непрерывной шампанизации, в период выдержки хересных виноматериалов под пленкой хересных дрожжей.
В практике виноделия в последнее время очень распространены ферментные препараты, полученные из разных микроорганизмов (главным образом из плесневых грибов).
На нашем рынке по распространению ферментных препаратов работают следующие фирмы: „Новонордиск” (Австрия), „Ербсле Гайзенхайм” (Германия) и ее представители в Украине ООО „Делер Украина”, в России „Евротрейд”.
Оптимальный диапазон действия рН промышленных пектолитических препаратов находится в пределах 4...5. В зоне рН сусел и вин активность ферментных препаратов доходит до 70 %. Температурный оптимум действия препаратов находится в пределах 35...45 оС. Поэтому в виноделии рекомендуется мезгу подогревать. Применение в практике виноделия пектолитических ферментных препаратов повышает общий выход сусла, в том числе выход сусла-самотека до 30 %, ускоряет в 2...3 раза осветление сусла.
Комбинированная обработка мезги ферментными препаратами с ее нагреванием значительно повышает эффективность процесса. Сульфитация мезги умеренными дозами (до 150 мг/дм3) до ее нагревания предотвращает окисление фенольных и ароматических соединений от окисления и позволяет сохранить в вине цвет и сортовые тона. При изготовлении мускатных вин такая комбинированная обработка дает положительные результаты. Это приводит к значительному усилению мускатного аромата, хорошо сохраняющегося в сухом вине.
Комплекс ферментов, включающих гемицелюлазу, целюлазу, целобиазу, а также пектолитические и протеолитические ферменты, представляет собой цитолитические ферментные препараты. Они имеют разную активность, зависящую от свойств продуцента и условий его получения.
В виноделии для увеличения выхода сусла используются цитолитические ферментные препараты. Обработка мезги этими препаратами при оптимальной температуре 40 оС увеличивает выход сусла из винограда, ускоряет его осветление, повышает содержание сахаров в сусле в результате гидролиза полисахаридов и др.
Применение в виноделии протеолитических ферментных препаратов направленно на предотвращение белковых помутнений в готовых винах. Внесение препарата в сусло, виноматериал или вино приводит к гидролизу белковых веществ и увеличению содержания в нем аминного азота. При такой обработке вино становится более стойким к белковым помутнениям. Эффективность биохимических процессов в виноделии при обработке вина протеолитическими ферментными препаратами значительно повышается, если комбинировать ее с подогревом.

Эфирные масла винограда
Эфирными маслами (ЭМ) называют большую группу (около 1500) органических веществ растительного происхождения, весьма различных по химическому составу, но имеющих одно общее свойство - они обладают выраженным, обычно приятным, запахом. 

В состав ЭМ каждого растения обычно входит 6-10 и более компонентов, т. е. различных химических веществ, сочетание которых и придает растению характерный запах (сирень, жасмин, ландыш и др.). 

ЭМ обладают некоторыми общими свойствами. Они плохо растворимы в воде, хорошо растворимы в спирте, серном и петролейном эфире. Перегоняются с водяным паром, что и лежит в основе их промышленного получения и очистки. Хорошо адсорбируются активным углем. Обычно в состав ЭМ входят вещества с невысокой точкой кипения. 

Изучение ЭМ винограда начато сравнительно недавно - во второй половине прошлого века. Значительные успехи достигнуты за последние десятки лет благодаря применению методов хроматографии и спектрометрии. 

Трудность исследования ЭМ винограда заключалась в следующем. Общее содержание их в виноградной ягоде весьма незначительно, порядка 60-120 мг/кг. Содержание же отдельных компонентов не превышает 18 мг/кг, обычно же 0,3-3,0 мг/кг; соотношение ЭМ винограда различно в различных сортах; они легко изменяются в процессе их выделения; долгое время не было практического способа их разделения, даже суммарное определение не практиковалось из-за отсутствия надежной методики. 

В настоящее время в нашей стране и за рубежом проведен целый ряд исследований по изучению ЭМ винограда, его сока и вина. В результате стало известно более 80 компонентов, составляющих ЭМ. 

Состав ЭМ зависит от сорта винограда. В отдельных сортах найдено от 20 до 50 компонентов, при этом качество винограда как сырья для вин пропорционально сложности состава ЭМ. Найдены одноатомные спирты, одноосновные кислоты, дающие эфиры, а также альдегиды, терпены, некоторые вещества циклического строения, в частности β-фенилэтиловый спирт, линалоол. 

ЭМ винограда содержатся преимущественно в кожице. Этим объясняется старый прием виноделия - настаивание сусла на мезге при приготовлении вин из ароматичных сортов винограда, особенно мускатов. 

ЭМ вина при перегонке переходят в отгон и являются существенной составной частью коньяков. 

Легкая окисляемость ЭМ заставляет в приготовлении мускатных (и других ароматичных) вин тщательно беречь их от окисления на всех стадиях производства, используя SO2. 

Сравнительно небольшое количество сортов винограда (мускаты) имеет ярко выраженный аромат. Многие винные сорта винограда, особенно рекомендуемые для шампанских вин (группа Пино, Рислинг, Траминер и др.), имеют не сильный, но тонкий аромат, передаваемый ими вину. Наконец, многие американские сорта и их гибриды, в частности Изабелла, Лидия, Ноа, обладают ярко выраженным тоном земляники, обязанным метиловому эфиру антраниловой кислоты. Это вещество сохраняет свой аромат в соке и сладком вине, но при спиртовом брожении значительно видоизменяется и придает сухим винам малоприятный «лисий» тон. 

ЭМ винограда, переходя в вина как в неизменном, так и в измененном виде, составляют существенную часть его аромата (букета), оцениваемую при дегустации. 

Содержание ЭМ винограда зависит также от зрелости последнего. У ряда шампанских сортов максимум накопления ЭМ наступает при технической зрелости (16-18% сахара). У других сортов винограда этот максимум наступает при сахаристости 20-23%. При перезревании содержание ЭМ у всех сортов падает. 

Механизм биосинтеза эфирных масел пока мало изучен. Предполагают, что исходными веществами могут служить продукты распада белков и углеводов. 

Азотистые вещества винограда
Азотистые вещества винограда и его сока представлены органической и неорганической формами.
Органические азотистые вещества - белки, полипептиды, амины, амиды и др. - входят в состав каждой живой клетки. Они содержатся во всех частях виноградной грозди (табл.). 


Таблица
	Содержание органического азота в винограде

	Группы веществ 
	Количество в переводе на азот, мг/л 
	Отношение к общему количеству азота, % 

	Аминокислоты
Амиды 
Полипептиды 
Белки 
Другие азотистые вещества 
Общее количество
	100-600 
10-40 
100-400 
7-100 

30-100
300-1300
	30-60 
1-4 
20-40 
2-12 

5-10 
-



Белки. Делятся на две основные группы: протеины (простые белки, составленные только из аминокислот) и протеиды (сложные белки, в состав которых кроме аминокислот входят еще вещества небелковой природы). В зависимости от химической природы небелковой (простетической) группы протеиды делятся на липопротеиды, гликопротеиды, хромопротеиды и нуклеопротеиды. 

В состав протеинов входят альбумины, глобулины, проламины, глютеины (различие по растворимости). Белковые вещества винограда и вина представлены в основном протеидами. В состав их белковой фракции входит 17 аминокислот, среди которых преобладают лизин (6-14%) и аспарагиновая кислота (12- 20%) . Белки винограда обладают относительно невысокой молекулярной массой. Основное их содержание (60-90%) - это низкомолекулярная фракция с молекулярной массой около 10 000 и меньшее количество с молекулярной массой 24-47 тыс. Изоэлектрическая точка белков винограда лежит в пределах рН 2,8-4,2 и зависит от сорта винограда. 

Белки накапливаются к стадии полной зрелости винограда. Содержание их в ягоде зависит от сорта винограда и почвы. 

Белки относятся к числу самых лабильных веществ винограда, поэтому в процессе его переработки они могут подвергаться значительным изменениям, в частности, свертываясь при повышении температуры, они могут быть причиной помутнений соков и вин. 

Сравнение количества белковых веществ в 11 сортах винограда из двух районов Крыма (Южный берег и Предгорье) показывает, что в зависимости от сорта иногда белков больше в одном районе, иногда в другом, однако в среднем виноград с Предгорья имеет больше белков (в мг/л): 

	
	ЮБК
	Предгорье

	Минимум 
Максимум 
Среднее
	40
270
124
	40
350
173
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Белки винограда значительно адсорбируются бентонитом – на этом основано применение бентонита для стабилизации вин против белковых помутнений. 

Механизм биосинтеза белка был раскрыт только во второй половине ХХ в. в связи с успехами молекулярной биологии. Синтез белка осуществляется при участии нуклеиновых кислот. 

Нуклеиновые кислоты подразделяются на рибонуклеиновые и дезоксирибонуклеиновые. Они были так названы по содержанию углеводов - рибозы в РНК и дезоксирибозы в составе ДНК. Нуклеиновые кислоты являются высокомолекулярными соединениями. Молекулярная масса РНК колеблется от 30-50 тыс. до 2 млн., а ДНК достигает 5-8 млн. 

Синтез белков происходит в рибосомах с информационной рибонуклеиновой кислотой (иРНК), которая синтезируется на матрице ДНК (носитель наследственности). Перенос активированных аминокислот осуществляется при помощи транспортной РНК (тРНК). 

Изучение нуклеиновых кислот винограда показало, что в листьях и виноградной лозе они представлены только РНК, тогда как в семенах винограда удалось обнаружить и ДНК. 

Полипептиды. Представляют собой полимеры аминокислот; твердые вещества с молекулярной массой менее 10 000. Составляют около 30% азотистых веществ винограда и вина. Гидролизуясь, дают аминокислоты. 

Амиды. Составляют 1-5% азотистых веществ винограда. В вине найдено до 25 видов амидов - первичных, вторичных и третичных. Из других видов органического азота в винограде и винах обнаружены нуклеиновые кислоты, нуклеозиды и нуклеотиды. 

Аминокислоты. Это наиболее важная по величине и значению группа органических азотистых веществ винограда. Они служат основой питания дрожжей и других микроорганизмов, в результате чего в конце спиртового брожения около половины аминокислот переходит в дрожжевую массу и отделяется затем при первой переливке. 

В процессе дезаминирования (в ходе спиртового брожения и при других биохимических процессах) от них отщепляется остаток, не содержащий уже азота, в частности различные спирты, оказывающие заметное влияние на состав и качество вина 

Аминокислоты образуются в растениях за счет аминирования кетокислот аммиаком, который получается путем ферментативного восстановления нитратов: 

НNО3  →  HNО2  →  (HNO)2    →    NH2ОH      →      NН3. 
Нитрат   Нитрит    Гипонитрит     Гидроксиламин    Аммиак 

Взаимодействие аммиака с кетокислотами идет в две стадии: 
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Образование аминокислот возможно также путем реакции переаминирования. Так, глютаминовая кислота, передавая свою аминную группу пировиноградной кислоте, образует аланин. 

Аминокислоты в растениях образуются также путем ферментативного превращения одной аминокислоты в другую. Так, глютаминовая кислота, декарбоксилируясь, образует γ-аминомасляную кислоту, а аспарагиновая - аланин. Пролин, окисляясь кислородом воздуха, образует оксипролин. 

Биосинтез аминокислот в виноградном растении, по мнению С. В. Дурмишидзе и О. Т. Хачидзе, осуществляется в корнях, что подтверждается одинаковым аминокислотным составом корней винограда. 

На протяжении всего вегетационного периода происходит увеличение содержания метионина и аспарагиновой кислоты, что связано с накоплением в винограде метилированных веществ. В период цветения винограда главным переносчиком органического азота является аспарагиновая кислота. 

В начальный период созревания винограда в ягоде мало аминокислот. В процессе созревания их качественный и количественный состав заметно меняется (табл.2). 

Таблица 2 
(для увеличения изображения – кликните по таблице) 
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В начале созревания винограда аминокислоты расходуются на образование белков, вот почему в период с 5/IX по 12/IX наблюдается уменьшение общего содержания аминокислот.

На образование отдельных аминокислот при созревании винограда оказывают влияние микроэлементы почвы: бор, цинк, марганец и др. В частности, недостаток цинка вызывает уменьшение содержания глютаминовой кислоты, тирозина и особенно фенилаланина. В виноградном соке найдены следующие аминокислоты в L-форме (табл.3). 

Таблица 3 
[image: Содержание отдельных аминокислот в винограде и вине]

Из минеральных форм азота в виноградном сусле (и вине) встречаются аммиак и нитраты. Содержание аммиака (аммонийных солей) в винограде 25-150 мг/л, или в пересчете на азот 20-120 мг/л, что составляет 3-15% общего азота. В начале созревания винограда количество аммонийных солей доходит до 50% от количества общего азота. При созревании винограда они расходуются на синтез аминокислот. 

Содержание нитратов всего 5-6 мг/л. 
Значение азотистых веществ
Азотистые вещества влияют на качество виноградных вин. Они прямо или косвенно принимают участие в образовании аромата, вкуса и цвета вина и определяют его стабильность к помутнениям. Азотистые вещества вина переходят из винограда и из дрожжей во время брожения. Содержание общего азота, а также его отдельных фракций зависит в значительной мере от типа вин и биотехнологических приемов, использованных во время обработки виноматериалов.
При выдержке вина на дрожжах количество азотистых веществ в нем увеличивается в зависимости от времени контакта с дрожжами и температуры среды.
Азотистые вещества являются необходимой питательной средой для дрожжей в процессе спиртового брожения, а также бактерий при яблочно-молочном брожении. Легче всего усваивается ими аммиачный азот. Аминокислоты винограда являются важнейшим источником азота для дрожжей.
При окислительном дезаминировании аминокислот образуются альдегиды с числом атомов углерода на единицу меньше, чем у начальной аминокислоты. Эти альдегиды принимают участие в формировании букета таких типов вин как токай и мадера.
Важные технологические значения имеют и другие реакции аминокислот – взаимодействие с карбонильными соединениями. Конечные продукты этой реакции – темноокрашенные меланоидины. Известно, что карбониламинная реакция проходит при брожении, вызревании и старении вина и, особенно интенсивно, при тепловой обработке вин. Продукты этой реакции сильно влияют на формирование аромата, вкуса и цвета вин. Большую роль играют аминокислоты и в шампанском производстве, они способствуют накоплению связанных форм диоксида углерода.
Белки вин значительно влияют на их стабильность и являются причиной частых помутнений. С другой стороны, белки могут оказывать и стабилизирующее действие, задерживая выпадание в осадок солей винной кислоты, являющейся причиной кристаллических помутнений вин.
Много азотистых веществ содержится в виноградной ягоде. В вино часть азотистых веществ переходит в результате автолиза дрожжей. При спиртовом брожении происходит снижение содержания азотистых веществ за счет потребления их дрожжами. Повышение содержания азотистых веществ может вызвать переокисленность вин за счет окислительного дезаминования аминокислот. Массовая концентрация их в сусле составляет 0,3...1,3 г/дм3 (в перерасчет на азот), в вине – 0,1...0,9 г/дм3 (в перерасчет на азот).


Аммонийный азот поступает в сусло из винограда и при брожении практически полностью усваивается дрожжами. Часть ионов аммония переходит в вино из дрожжей и составляет около 5 % общего азота. Массовая концентрация аммонийного азота в сусле составляет 0,01...0,15 г/дм3, в вине – 0...0,15 г/дм3.
Амидный азот встречается в винограде в виде глютаминовой и аспарагиновой кислот, которые в процессе роста усваиваются дрожжами. При выдержке вин содержание их увеличивается вследствие взаимодействия эфиров с аммиаком. Массовая концентрация амидного азота в сусле составляет 0,001...0,05 г/дм3, в вине – 0,001...0,02 г/дм3.
Пептиды – олигомеры, образованные аминокислотами, связанными пептидными связями. Найдено до 40 пептидов, состоящих из 3...16 аминокислотных остатков. Пептиды являются продуктами гидролиза белков винограда и дрожжей под действием протеиназ. Пептиды играют важную роль в формировании пенистых и игристых свойств шампанских виноматериалов. Содержание пептидов в сусле – 0,1...0,4 г/дм3, в вине – 0,06...0,32 г/дм3.
Белки (протеины) – полимеры, состоящие из аминокислот, соединенных пептидными связями. Белки являются аморфными электролитами. При нагревании коагулируют. 60...90 % белков винограда имеют молекулярную массу около 10000. При брожении концентрация белков уменьшается в результате сорбции и следующего гидролиза на поверхности дрожжевых клеток. Белки удаляются бентонитом, а также при тепловой или ферментативной обработке сусла и мезги. При выдержке виноматериалов происходит выпадение белков в осадок в результате взаимодействия с полифенолами и тяжелыми металлами. Белки играют важную роль в формировании пенистых и игристых свойств шампанских виноматериалов, а также в образовании коллоидных помутнений.
Белки, особенно растительного происхождения, в жизни человека имеют большое физиологическое значение. Белки пищевых продуктов состоят из незаменимых и заменимых аминокислот. Но белка с полным комплексом всех аминокислот в природе не существует (идеальный белок). Белки животного происхождения, в сравнении с растительными, приближаются к идеальным. В их состав входят более 20 разных аминокислот. Девять из них незаменимые для организма человека (треонин, изолейцин, лейцин, триптофан, метионин, лизин, валин, фенилаланин, гистидин).
В состав сложных белков – протеидов – кроме аминокислот входят нуклеиновые остатки фосфорной кислоты, углеводов и других соединений.
Белки, имеющие в своем составе незаменимые аминокислоты, имеют большую биологическую ценность для организма человека. Чем ближе аминокислотный состав такого белка к белку данного организма, тем выше его ценность.

Фенольные вещества
Виноградная гроздь содержит целый ряд (около 50 видов, веществ фенольного характера (см. схему), куда относятся дубильные и красящие вещества, представленные фенолами, полифенолами, антоцианами, лейкоантоцианами и пр. 
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Фенолы – это общий класс ароматических веществ, содержащих одну или более гидроксильных групп.
•В химии за словом «ароматические» скрывается группа веществ, в состав которых входит циклический ненасыщенный фрагмент из атомов углерода (а также иногда азота, серы и т.д.), отличающийся повышенной устойчивостью.
•Фрагмент –OH называется гидроксильной группой
Фенолы - одни из самых сложных органических веществ, присутствующих в винограде. Они отвечают за полноту и оттенок окраски виноградного вина, за терпкие и горькие составляющие его вкуса. В числе наиболее важных следует упомянуть танины (в частности лигнин), антоцианы (мальвидин, дельфинидин, пеонидин) и меланины.

Танины.
В винограде и вине танины состоят из смеси полимеров, образованных конденсацией от 2 до 10 элементарных молекул флавоноидов (катехинов и лейкоантоцианидинов). Каждый полимер имеет разные свойства, в частности, разным вяжущим вкусом. В процессе выдержки вин структура танинов изменяется.
В красных винах выделены и идентифицированы разные формы танинов: мало конденсированные с молекулярной массой 1000...2000, они представляют собой соединение флавонолов, разрушенных антоцианов и солей; конденсированные с молекулярной массой от 2000 до 3000; очень конденсированные с молекулярной массой от 3000 до 5000, представляющие собой комплексные соединения с флавонолами, разрушенными антоцианами, солями, кислотами и сахарами.
В окраске красных вин танины играют важную роль. При продолжительном контакте сусла с твердыми частичками грозди винограда они не адсорбируются на гребнях, дрожжах и их содержание увеличивается в процессе мацерации. А потому, при изготовлении вин, поступающих на реализацию в молодом возрасте, контакт сусла с мезгой необходимо ограничить, что разрешит достичь максимального содержания в нем антоцианов, а также максимальной интенсивности его окраски без избыточного содержания танинов. При изготовлении выдержанных вин, наоборот, необходимо предусмотреть продолжительное настаивание сусла на мезге для того, чтобы повысить содержание в нем танинов, которые будут интенсивно действовать на цвет вин при их хранении.
В целом танины имеют доминирующее значение в цвете выдержанных красных вин, практически не содержащих антоцианов.
Лигнин. Это трехмерный полимер фенольной природы, являющийся формирующим средством опорных тканей растений. В дереве лигнин химически связан с углеводами β-гликозидными связями. При щелочном окислении лигнина создаются ароматические альдегиды (ванилин и др.).
В результате проведенных исследований состава винограда было установлено, что в гребнях количество лигнина составляет 5...10 %, в семенах - 10...15 %, в кожице - следы. Большое количество лигнина (17...30 %) найдено в дубовой клепке. В процессе выдержки коньячных спиртов и вин в дубовых бочках происходит гидролиз лигнина из клепок с образованием ароматических альдегидов.
Процесс распада лигнина усиливается с повышением содержания спирта в среде (до 70 % об.). Заметнее всего он проходит в коньячных спиртах (62...70 % об.), потом в хересах и мадере, выдерживаемых в дубовых бочках или металлических аппаратах с дубовой клепкой. Наблюдается распад лигнина и в сухих кахетинских винах, которые длительное время выдерживались на мезге с гребнями.
Установлено, что обогащение вина продуктами гидролиза и распада лигнина происходит более интенсивно при тепловой обработке вин в бочках или аппаратах с дубовыми клепками (при мадеризации).
Меланины (эномеланины). Это темно-коричневые или черные пигменты присущие животным или микроорганизмам. Образуются меланины при ферментативном окислении тирозина или диоксифенилаланина.
Меланины грибов и некоторых высших растений, таких как подсолнух, арбуз и др., представляют собой производные пирокатехина. Меланины содержатся в винах в растворимом состоянии в виде комплексов с белками и углеводами, а также в виноградной выжимке.
Локализуется меланин, в основном, в кожице виноградной ягоды, а потому, в прессовых фракциях сусла его больше, чем в сусле-самотеке. Высокое содержание меланина наблюдается в винах, биотехнология которых предусматривает продолжительный контакт сусла с мезгой. Образование меланина возможно непосредственно в винах в процессе их выдержки вследствие окисления.
Высокая адсорбционная способность, которую имеет меланин, играет значительную роль в образовании окислительного коричневого оттенка и коллоидных помутнений.
Эномеланин по внешнему виду представляет собой аморфный коричневый порошок, используемый в виноделии для осветления и стабилизации трудноосветляемых вин от коллоидных помутнений. В промышленных условиях доказано, что, в зависимости от внесенной дозы (от 100 до 200 мг/дм3), обработка вин эномеланином может привести к снижению содержания в них до 85 % белковых веществ, 65 % полисахаридов, 65 % липидов и 15 % фенольных веществ.
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Фенольные вещества играют весьма существенную роль в составе и качестве вин, особенно красных. Они содержатся преимущественно в твердых частях грозди - семенах, кожице, гребнях. Содержание их начинает быстро увеличиваться в период созревания винограда, т. е. с началом размягчения ягод, и продолжает расти до полной зрелости. В частности, у красных сортов винограда сначала проявляется окрашивание отдельных ягод, которое затем распространяется на все ягоды, интенсивная и равномерная окраска которых характерна для вполне зрелого винограда. Содержание фенольных веществ в грозди зависит от сорта и степени зрелости винограда. Общеизвестно, что одни сорта винограда (красные) содержат значительное количество красных красящих веществ, другие же (белые) их вовсе не содержат. Есть и переходная группа – розовые сорта. У большинства красных сортов красящий пигмент содержится только в кожице и лишь у некоторых (Саперави, Тентюрье, гибриды Зейбеля) - и в соке. 

Фенольные вещества относятся к наиболее легко окисляемым составным частям винограда и вина и весьма лабильны. Они влияют на цвет, вкус и букет вин, на их устойчивость к развитию некоторых вредных для вин микроорганизмов. 

Наибольшее количество фенольных веществ содержится в семенах винограда. По нашим данным, общее содержание фенолов в сырых семенах составляет 7-18%, а в кожице 2-4%. 

Содержание фенольных веществ в кожице, как суммарно, так и отдельно красящих веществ и дубильных, имеет большой практический интерес, так как из твердых частей они легче всего переходят в сусло и вино. 

Содержание их в гребнях не столь существенно, так как гребни отделяют от ягод уже в самом начале переработки винограда. 

Изменение содержания фенольных веществ в ходе созревания винограда сорта Саперави за период с 21 июля по 4 октября показано в табл.4. 

Таблица 4 
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Распределение дубильных веществ по различным частям грозди, выведенное на основании анализа 19 сортов винограда, представлено в табл.5. 

Таблица 5
	Содержание дубильных веществ в различных частях виноградной грозди, % СВ

	Показатель
	Мякоть
	Кожица
	Семена
	Гребни

	Минимум
Максимум
Среднее
Среднее в % к общему количеству
	0,6 
3,2 
1,6 
5,0
	4,3 
12,5 
7,0 
23,0
	7,2 
17,4 
12,0 
35,0
	8,5 
17,6 
12,5 
37,0



Наибольшее количество дубильных веществ (72%) приходится на гребни вместе с кожицей. Однако при пересчете на сырую массу картина будет иная, так как гребни содержат до 80% воды. 

Большая часть фенольных веществ (антоцианидины, антоцианы, флавоны и пр.) легко адсорбируются активным углем, что используется при их количественном определении. 

Существуют разные гипотезы биосинтеза фенольных соединений в растениях. Так, С. П. Костычев и другие ученые связывают образование фенольных веществ с белковым обменом. Они считают, что превращение ароматических аминокислот в фенольные соединения связано с гидролизом белковых веществ и дезаминированием аминокислот. 

Вторая гипотеза связывает образование фенольных соединений с углеводным обменом. А. Л. Курсанов предложил теорию образования фенольных веществ из сахаров через инозит. 

В настоящее время считают, что образование катехинов происходит следующим образом: пировиноградная кислота, образованная при гликолитическом распаде углеводов, подвергается окислительному декарбоксилированию, образуя уксусную кислоту, которая активируется в ацетил-КоА и, конденсируясь, образует флороглюциновое ядро. 

Местом образования фенольных соединений, как доказал М. Н. Запрометов, являются листья и молодые побеги. Образование фенольных соединений происходит в хлоропластах и тесно связано с процессом фотосинтеза. 

Превращения фенольных соединений основаны на их легкой окисляемости в присутствии ферментов - катехолоксидазы и пеpоксидазы. Катехины способны также к самоокислению в водных растворах, которое возрастает при значениях рН 5-7. Окисление фенольных соединений в кислотной и щелочной средах протекает по-разному и привадит к образованию различных продуктов. 

При кислотном и ферментативном окислении катехинов происходит образование хинонов, подвергающихся конденсации (димеризации): 
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Как при самоокислении, так и при ферментативном окислении происходит поглощение кислорода и выделение углекислого газа. 

При окислении в щелочной среде участвует как кислород воздуха, так и кислород воды. В ферментативном окислении принимает участие только кислород воды. 

Антоцианидины, соединяясь с одной или двумя молекулами моноз (обычно глюкозы), дают производные - антоцианы (моно- и дигликозиды), которые также имеют красную окраску, переходящую в щелочной среде в синюю. Антоцианы связаны с антоцианидинами реакциями взаимного перехода. Сумма антоцианов и антоцианидинов составляет красящие вещества красного винограда и вина. Детальное изучение содержания отдельных моно- и дигликозидов, проведенное сравнительно недавно, показала, что европейские сорта винограда содержат почти исключительно моногликозиды. Американские сорта и их гибриды содержат моно- и дигликозиды разных видов и в разных соотношениях (табл.6). 

Таблица 6
	Содержание моно- и дигликозидов в американских и европейских сортах винограда, % к общему содержанию 

	Виноград
	Моногликозиды
	Дигликозиды

	Rotundifolia (американский)

Monticola (американский)

11 американских видов 

Европейские сорта
	0

100

17-96

100
	100

0

4-83

0



В ходе созревания винограда наблюдается уменьшение содержания моно- и увеличение дигликозидов, а в европейских сортах винограда изменяется отношение между антоцианами и антоцианидинами (моногликозидами). 

Накопление в кожице винограда красных сортов красящих веществ зависит в большой степени от энергии фотосинтеза. Давно известен факт, что красные вина с хорошей окраской получаются преимущественно в южных винодельческих районах. 

Содержание красящих веществ 200-300 мг/л дает достаточно хорошую окраску красному вину. В отдельных случаях содержание их доходит до 500 мг/л. 

Фенольные вещества дубовой древесины могут переходить в соки и вина при хранении последних в дубовой таре. При этом на экстракцию фенольных веществ влияют прежде всего температура жидкости и содержание в ней спирта. Практически переход фенольных веществ в вино заметен только при хранении крепких (17-20% об. спирта) вин при высокой температуре (до 60°С), как это имеет место при изготовлении мадеры. 

Наибольшее значение вещества дубовой древесины имеют при выдержке коньячных спиртов, которым они придают цвет и вкус, а также влияют на аромат за счет ванилина, образующегося при этанолизе (спиртовом распаде) дубовой древесины. 

Молекулярная масса танинов вина (так называют теперь группу фенольных веществ, образующихся из 2-14 молекул флавоноидов - катехинов, лейкоантоцианидинов - с молекулярной массой от 500 до 4000) обычно пропорциональна возрасту вина. В старых красных винах красная окраска постепенно превращается в желтую, так как антоциановые пигменты полностью окисляются и выпадают в осадок, в вине же остаются только танины различной степени конденсации (но не более молекулярной массы 4000, так как более крупные молекулы уже теряют растворимость). Танины и придают вину желтую окраску. 

Характерным свойством танинов является терпкий вкус, нормальный для красных столовых и кахетинских вин (белые вина, приготовленные сбраживанием на мезге). 
Флавонолы представлены в винограде и вине: кемпферолом R=R1==H; кварцетином (кварцетол) R=OH; R1=H; мирицетином (мирицетол) R=R1=OH. Флавонолы встречаются в природе в виде гликозидов. Из Сахаров, входящих в состав гликозидов наиболее часто встречается глюкоза, рамноза и их дисахарид рутиноза. 
В винах из белых и красных сортов винограда, полученных брожением на мезге, содержится от 37 до 97 мг/дм3 флавонолов. В гребнях винограда обнаружено от 0,17 до 0,19 мг/кг, в кожице - 0,10-00,15 мг/кг, в семенах -следы. В кахетинских винах найдено флавонолов от 26,6 до 38, 6 мг/дм3. В кахетинских винах найдено флавонолов от 26,6 до 38,6 мг/дм3, в красных винах европейского типа - от 28,8 до 21,9 мг/дм . 
Флавоны обнаружены в винограде в виде гликозидов: апигенина (апигинол) R=R]=H; лютеолина (лютеолол) R=H; R^OH; хризола R=R1=H. Флавоны имеют светло-желтый цвет. 
В последнее время большое внимание учеными уделяется процианидолам, которые представляют собой соединенные молекулы флавоноидов через «мостиковую связь» С-С. Количество молекул две, три, иногда до 4-5, при большем количестве соединенных молекул, вещества приобретают уже свойства танинов. 
Интерес к процианидолам обусловлен тем, что они обладают целым рядом ценных качеств: оказывают заметное положительное воздействие на кровеносную систему человека, препятствуют развитию атеросклероза, обладают сильными антиоксидантным , а также радиопротекторными и антисептическими свойствами 

[image: Минеральные элементы винограда]


Значение минеральных веществ
Минеральные вещества играют важную роль в развитии винограда, а также в биохимических процессах, происходящих при изготовлении вин. Они содержатся в витаминах, входят в простетические группы большого количества ферментов, образуют комплексы с другими органическими соединениями. В процессе образования комплексных соединений химическая активность некоторых минеральных веществ значительно повышается.
Некоторые микроэлементы используются для корневой и внекорневой подкормки виноградников, которые значительно улучшают обмен веществ растений, в результате чего повышается сахаристость винограда и повышается его урожайность.
При изготовлении вина минеральные вещества активно принимают участие во всех биохимических процессах. Например, наличие их в сусле, где, как правило, находятся все химические элементы, необходимо для развития жизнедеятельности дрожжей при брожении. Ряд металлов, прежде всего железо и медь принимает участие при созревании вин. Но виноделы должны знать, что излишек металлов может вызывать помутнение вин.
Содержание минеральных вещества (сумма катионов и анионов), определяемое по массовой концентрации золы, главным образом зависит от сорта винограда, агротехники его выращивания, места выращивания и биотехнологии переработки на вино. Много минеральных веществ входит в состав простетических групп ферментов, витаминов, образует с компонентами вина соответствующие комплексы. Массовая концентрация минеральных веществ в сусле составляет 1...5 г/дм3, в вине – 1...4 г/дм3.
Минеральные вещества входят в состав тканей и клеток организма человека, ферментов и гормонов. Они играют чрезвычайно важную роль в пластических процессах, в формировании и строении тканей организма, особенно скелета, в поддержке кислотно-щелочного баланса, в образовании физиологической концентрации ионов водорода в тканях и клетках, а также в межтканевой и межклеточной жидкости, в предоставлении им свойств, необходимых для оптимального прохождения физиологических процессов обмена веществ в организме человека.
Все ферментативные процессы в организме происходят при участии минеральных веществ. Они необходимы для утилизации витаминов и других питательных веществ.
Химические элементы, содержащиеся в организме человека граммами, называют макроэлементами, а химические элементы, которые встречаются в очень малых концентрациях – микроэлементами.
Важную роль в рационе имеют минеральные вещества, представляющие, в среднем, 1% питательной части пищевых продуктов. Они не имеют энергетической ценности, но выполняют пластическую функцию, принимают участие в обмене веществ.
Минеральные вещества играют важную роль в развитии виноградного растения, а также в процессах, происходящих при изготовлении вина. Они входят в простетические группы большого числа ферментов, содержатся в витаминах, образуют комплексы с другими органическими соединениями. Так, медь и железо содержатся в о-дифенолоксидазе, пероксидазе, каталазе, цитохромоксидазе; магний — в β-фруктофуранозидазе, некоторых фосфатазах; марганец, кобальт, цинк — в малатдегидрогеназе, декарбоксилазе щавелевоуксусной кислоты. Кобальт входит также в состав витамина B12, магний — в сослав хлорофилла.
В процессе образования комплексных соединений химическая активность некоторых металлов может значительно возрастать. Так, комплексная соль тартрата железа весьма активно катализирует окисление винной кислоты в диоксифумаровую. Некоторые микроэлементы используются для корневой либо внекорневой подкормки виноградников.
Избыток металлов может вызвать помутнения вин. Например, железо в окисленной форме (Fe3+) с фенольными веществами вин образует труднорастворимые танаты черноватого цвета, которые могут вызвать помутнения (черный касс). Образование осадка зависит от рН вина. Наибольшие количества его образуются при рН от 3 до 3,5 и наличии в вине свободного железа. Свободное железо может при взаимодействии с фосфорной кислотой в белых винах образовывать труднорастворимое соединение белого цвета. В результате этого в вине появляется помутнение, называемое белым кассом.
Некоторые органические кислоты (лимонная, яблочная, в меньшей степени винная), напротив, способны связывать некоторые металлы, в частности железо, в растворимые комплексы. В связи с этим лимонная кислота используется в ряде стран для предотвращения помутнений вин, содержащих повышенные количества железа. Железо, связанное в комплексы, не вызывает помутнений. Известны случаи, когда вина, содержавшие 50—70 мг/дм3 железа (так называемого общего), были устойчивы в отношении кассов, так как большая часть его находилась в форме комплексного соединения. Причем только при содержании общего железа не более 7 мг/дм3 помутнений, связанных с этим металлом, практически не возникает.
Медь также может в присутствии сернистой кислоты и белковых веществ образовывать труднорастворимый коричневый осадок (медный касс). В отличие от железа в этой реакции участвует восстановленная форма меди (Cu1+). Критическая концентрация меди, способная вызвать помутнения, равна 1 мг/дм3. Имеются также данные об образовании труднорастворимых соединений меди с лейкоантоцианидинами, которые дают коричнево-красный осадок, быстро растворяющийся на свету.
Помутнения, связанные с повышенным содержанием в винах алюминия, наблюдаются чаще всего в белых крепленых винах. В сухих винах, имеющих сравнительно низкий рН, осадок обычно растворяется. При содержании алюминия более 5 мг/дм3 в вине появляются неприятные тона в аромате и во вкусе, вино обесцвечивается. Частично алюминий может быть удален при обработке вина желтой кровяной солью.
Олово, так же как и алюминий, вызывает помутнения главным образом в белых винах, в них появляется белый осадок.
В разных странах ведутся исследования в целях установления предельно допустимых норм химических элементов. Работа эта координируется Международной организацией виноградарства и виноделия. Ниже приведены предельно допустимые нормы содержания химических элементов в винах, разрешенные Минздравом.
В винах всегда содержится диоксид серы. Как в технологическом, так и в экономическом отношении он остается наиболее универсальным и приемлемым средством в виноделии. Ориентация на максимальное снижение его содержания в вине сохраняется и диктуется прежде всего требованиями повышения качества вина, его санитарного, состояния.
Таблица 
Допустимые нормы содержания в вине химических элементов

	Элемент
	Содержание, мг/дм3
	Элемент
	Содержание, мг/дм3

	Ртуть
Кадмий
Свинец
Мышьяк
Медь
Цинк
Железо
Олово
	0,005
0,03
0,3
0,2
5,0
10,0
15,0
Не нормируется
	Сурьма
Никель
Селен
Хром
Алюминий
Фтор
Йод
	0,2
0,3
0,5
0,1
10,0
2,5
1,0



В осадке обычно обнаруживаются белки и сера. Хотя по санитарно-гигиеническим нормам в вине допускается содержание олова, до 50 мг/дм3, с технологической точки зрения во избежание образования помутнений количество его не должно превышать 1 мг/дм3. Для предотвращения помутнений, обусловленных повышенным содержанием олова, в вино добавляют лимонную кислоту.
Цинк и никель также вызывают помутнения вин, если количество их превышает определенную величину. В образовавшихся осадках содержатся белки и следы других элементов. При этом наблюдается также нежелательное изменение цвета, вкуса и аромата вина.
Общее содержание минеральных элементов в винограде и вине (зола) колеблется в широких пределах. В виноградном соке их 3-5 г/л, в винах несколько меньше: 2-3 г/л, поскольку часть минеральных элементов при брожении потребляется дрожжами, а часть выпадает в осадок. Минеральные элементы - обязательная составная часть каждой живой клетки: они содержатся во всех частях виноградной грозди, причем в твердых частях их больше, чем в соке. 

Определение отдельных элементов золы винограда, его сока и вин практикуется уже издавна. Однако за последние полвека значительно расширились наши знания о содержании и значении тех минеральных элементов, которые содержатся в незначительных количествах (менее 1 мг/л) и поэтому объединяются под общим названием микроэлементов. Современные данные о минеральном составе винограда представлены в табл.7 и 8. 

Таблица 7
	Содержание катионов и анионов в виноградном сусле и винах, мг/л

	Элемент
	Сусло
	Вино

	K 
Na 
Са 
Mg 
Fe 
Cu 
Zn 
Мn 
Аl 
Рb 
Rb 
Мо 
Ti 
As 
Со 
Sr 
Sn
РО4 

SiO3 
ВО3 
SO4 
СО3 
Сl 
Br
I 
F 
SO3 
NO3
	400-2000 
20-200 
20-250 
40-250 
1-10 
0,2-4,0 
0,2-1,0 
0,5-15 
0,5-50 
0,1-1,0 
0,3-4,0 
0,01-0,1 
0,01-0,1 
0,01-0,3 
0,01-0,1 
0,05-1,0 
0,01-1,0
 50-1300 

6-80 
5-100 
50-300 
80-500 
50-300 
0,2-2,0
0,1-0,5 
0,1-5,0 
0,1-5,0 
5-20
	100-1000 
10-200 
20-200 
30-150 
1-20 
0,2-3,0 
0,1-1,0 
0,2-10 
0,3-3,0 
0,05-0,5 
0,2-2,0 
0,01-0,1 
0,01-0,1 
0,01-0,2 
0,001-0,01 
0,01-0,3 
0,01-1,0 
30-500* 
150-1000** 
5-60 
5-80 
150-600 
100-1000 
10-300 
0,5-1,0
0,2-1,0 
0,1-5,0 
10-300
5-20

	* В белых винах.
** В красных винах.




Таблица 8
	Распределение минеральных веществ в отдельных частях виноградной грозди, % от массы золы

	Минеральные вещества
	Гребни
	Кожица
	Семена
	Сок мякоти

	К2О 

Na2O 

СаО 

MgO 

Р2O5 

SiO3 

Сl 

SiO2
	54-62 

1-7 

10-21 

3-8 

6-10 

4-6 

до 1 

1-7
	50-60 

0,5-6,0 

5-17
 
до7 

7-30 

9-11 

до 0,8 

1-6
	23-41 

1-6 

2-42 

2-10 

7-44 

2-12
 
до 2 

1-7
	50-70 

1-2 

3-8 

3-8 

8-20 

3-8 

до 1 

1-2



Минеральные элементы, в первую очередь калий, составляющий основу катионов, связывают часть свободных кислот виноградного сока, увеличивая при этом его нетитруемую кислотность. Поскольку в виноградном соке (и вине) имеется ряд кислот и ряд катионов, распределение их между собой высчитать довольно трудно. Здесь надо исходить из концентрации кислот, степени их диссоциации, содержания катионов, величины рН жидкости. 

Минеральные элементы могут влиять на вкус винограда и вина как косвенно - через нейтрализацию кислот, так и непосредственно. Так, например, в винах с засоленных почв повышенное содержание хлористого натрия придает вкусу вин солоноватость, более заметную в сухих винах, чем в сладких. Гипсование мезги приводит к увеличению содержания в вине сернокислого калия, что придает хересным винам горчинку, и т. д. 

Минеральные элементы необходимы для питания дрожжей. При спиртовом брожении примерно 20-30% их переходит в дрожжевую массу и отделяется затем при первой переливке. Обычно в виноградном соке содержится достаточное для обеспечения жизнедеятельности дрожжей количество минеральных элементов. Однако в некоторых случаях приходится вносить фосфор (в виде фосфорнокислого аммония) для подкормки дрожжей. 

Некоторые минеральные элементы, в частности железо, алюминий, медь, могут образовывать с составными частями соков и вин нерастворимые соединения, вызывая этим помутнения за счет образования таната и фосфата железа (белый и черный касс) или сульфида меди (медный касс). 

Некоторые катионы (железо, медь, марганец, цинк и др.) катализируют биохимические процессы, происходящие в виноградном соке и вине. Они могут действовать как непосредственно, так и в составе органических временных комплексов (например, с винной кислотой) и, наконец, в составе ферментов и витаминов. Фосфорная кислота является катализатором спиртового брожения. 

Значение спиртов
Спирты сильно влияют на аромат и вкус вина, а потому, как непосредственно, так и косвенно, принимают участие в органолептике вин. При повышении концентрации этанола в винах, пороговая концентрация большинства летучих веществ повышается.
Высшие спирты являются токсическими веществами, они значительно токсичнее по сравнению с этанолом. Например, если принять токсичность этанола за единицу, то относительная токсичность изопропилового спирта будет равняться 1,75; изобутилового − 4; изоамилового − 9,25. При этом высшие спирты принимают участие в образовании аромата вин.
Глицерин положительно влияет на вкус вина, смягчает его. Появление специфических приятных оттенков в аромате некоторых типов десертных вин обусловлено наличием в них фенилэтилового спирта.
Значительное влияние на аромат вина имеют терпеновые спирты. Они отвечают за сортовой аромат вин. В винограде мускатных сортов их количество достигает 100 мг/дм3.
Этиловый спирт является нормальным продуктом обмена веществ у человека. Он содержится в крови и тканевых жидкостях независимо от попадания извне.
Этиловый спирт вводится в бродящее сусло для остановки брожения и обеспечения необходимых кондиций. При спиртовании бродящего сусла происходит частичное осаждение белковых, пектиновых и камедистых веществ. Увеличение спиртуозности среды приводит к растворимости винного камня. При этом он выпадает в осадок, вследствие чего происходит снижение титруемой кислотности на 1...1,5 мг/дм3. Органолептические свойства вина будут всегда лучше, если будет больше спирта естественного брожения, чем спирта, внесенного извне.
Виноматериал, после введения в него этилового спирта, сначала имеет „сырой” букет и негармоничный вкус. Приблизительно после двух месяцев вино теряет жгучесть и становится более мягким и гармоничным (спирт ассимилируется, т. е. сливается с другими компонентами вина).
Для крепления вин важное значение имеет способ спиртования. Дробное спиртование положительно влияет на качество крепленых вин. Но такой метод трудоемкий и связан с большими потерями спирта.
Хорошие результаты дает метод спиртования вин креплеными виноматериалами спиртуозностью 35...40 % об. Такой метод значительно повышает качество вин за счет очень быстрой ассимиляции спирта. Кроме того, этот метод позволяет сократить срок выдержки марочных вин. Обработка вина ультразвуком также способствует ускорению ассимиляции спирта.
Наибольший выход спирта при производстве сухих вин можно получить при полном сбраживании сахаров в оптимальных температурных условиях и в короткий срок. Продолжение брожения при снижении температуры сбраживания сусла приводит к уменьшению выхода спирта вследствие увеличения концентрации глицерина и других побочных продуктов. При производстве крепленых вин, в процессе неполного сбраживания, когда брожение останавливается спиртованием на начальной стадии, выход спирта из 1 г сахаров составляет 0,56 %. Такой биотехнологический процесс характеризуется тем, что в начале брожения тратится повышенное количество сахаров на размножение, питание и дыхание дрожжей. При этом часть промежуточных продуктов накапливается в первый период брожения и не успевает перейти в спирт и диоксид углевода.
При спиртовании вин потери спирта зависят также от интенсивности брожения в момент спиртования и способа перемешивания. Рост интенсивности брожения ведет к повышению температуры бродящего сусла, повышается выделение диоксида углерода, и таким образом повышается испарение спирта и выделение его вместе с СО2.
Этиловый спирт вызывает сначала возбуждение, а потом наркотически действует на человека. При продолжительном действии больших доз, спирт может вызвать тяжелые заболевания нервной системы, аппарата пищеварения и сердечно-сосудистой системы. Отравление этиловым спиртом в производственных условиях виноделия происходит при вдыхании паров, а также при действии на кожу. Предельно допустимая концентрация спирта в воздухе составляет 1000 мг/м3.
Признаки отравления спиртом характеризуются такими данными: легкая утомляемость, невнимательность, повышенное радостное расположение духа, опьянение средней степени, потеря сознания и др. Умение пользоваться вином и более крепкими алкогольными напитками, умение выбрать безвредную дозу их потребления является показателем культуры человека, показателем его интеллектуального уровня.

Витамины
Под названием витаминов объединяют группу веществ, весьма различных по своему химическому строению, но имеющих общее биологическое свойство - в очень небольших количествах они безусловно необходимы как дополнительный фактор питания. Изучение витаминов было начато в первой четверти нашего века. В настоящее время изучены их строение, свойства, распространение в живой природе. 

По сравнению со многими ягодами, плодами и овощами (черная смородина, цитрусовые, перец и пр.) виноград довольно беден витаминами, поэтому питательное значение винограда, его сока и вина с этой точки зрения невысоко (табл.9). Однако витамины являются составной частью некоторых ферментов и играют важную роль в процессах приготовления и выдержки вин. Например, от пантотеновой кислоты зависит рост винных дрожжей. Эта кислота и биотин влияют на направленность спиртового брожения. 

В ходе созревания винограда содержание некоторых витаминов увеличивается (тиамин), других уменьшается (биотин), третьих заметно не изменяется (ниацин, витамин В6). Витамины хорошо адсорбируются, в частности бентонитом. Витамин С (аскорбиновая кислота) играет существенную роль в ходе окислительных процессов. Он легко окисляется и поэтому наряду с сернистой кислотой может применяться в виноделии как антиоксидант. 
Значение витаминов
Водорастворимые витамины находятся как в свободном, так и в связанном (в форме коферментов) состоянии. Количество витаминов в винограде зависит от его сорта, места выращивания, климатических условий выращивания, почвы, агротехнических приемов и других факторов.
Как правило, красные сорта винограда более обогащены витаминами, чем белые. В соке столовых сортов винограда больше мезоинозитов по сравнению с техническими сортами. Более поздние сорта винограда накапливают больше тиамина и рибофлавина и меньше ниацина.
При переработке винограда и получении сусла часть витаминов не извлекается из кожицы и семян или ими сорбируется. Для рибофлавина эти потери достигают 50 %.
Витамины группы В, перешедшие из винограда в сусло, полностью удовлетворяют требования дрожжей при биотехнологическом процессе брожения. Содержание большинства других витаминов существенно изменяется в сусле при его брожении. Биохимические процессы метаболизма сахаров показывают, что винные дрожжи при брожении сусла могут, как потреблять, так и синтезировать некоторые витамины.
Биохимические направления этих процессов зависят от состава бродящей среды, расы дрожжей и фазы их развития. Установлено, что витаминов в готовых винах всегда меньше, чем в сусле. Содержание их может значительно колебаться в зависимости от сорта винограда и типа вин.
Красные вина всегда богаче витаминами, чем белые. Такое явление объясняется тем, что в процессе приготовления сусла наблюдается более эффективная экстракция витаминов из кожицы и косточек красных сортов винограда. Установлено, что продолжительный контакт сусла с мезгой может привести к снижению содержания в вине витаминов вследствие их сорбции на твердых частях ягод.
Десертные и крепкие вина богаче витаминами по сравнению с сухими. Но выдержка сухих вин после брожения на дрожжах приводит к их обогащению витаминами, переходящими из дрожжей при их автолизе. Количество таких витаминов как биотин, ниацин, пиридоксин и других в вине может быть большим, чем в виноградном сусле.
Обработка вина разными адсорбентами отрицательно влияет на количество витаминов в конечном продукте. Так, например, обработка вина бентонитами снижает практически в два раза содержание рибофлавина, пиридоксина, биотина и др.
При выдержке вин содержание витаминов в них снижается.
Все витамины активно принимают участие в биохимических и ферментативных процессах, происходящих на разных этапах биотехнологии вин. Они играют важную роль в формировании органолептических и других качественных показателей молодых вин, входя в состав ферментов, катализирующих процессы обмена азотистых веществ, углеводов и жирных кислот. Окислительно-восстановительные процессы без участия ферментов и витаминов проходить в виноделии не могут.
Витамины группы В являются основными факторами роста винных дрожжей, определяя нормальный биохимический ход спиртового брожения. Как средство предупреждения окисления вин, важное биохимическое значение имеет аскорбиновая кислота (витамин С), особенно при производстве игристых вин.
Таблица 9
	Витамины винограда и вина

	Витамин
	Содержание

	
	в 1 кг винограда
	в 1 л сусла
	в 1 л вина

	n-Аминобензойная кислота, мкг

Витамин В1 (тиамин), мкг

Витамин В2 (рибофлавин), мкг

Витамин В6 мг 

Витамин В12, мкг

Витамин С (аскорбиновая кислота), мг

Каротин, мкг

Мезоинозит, мг

Ниацин (витамин РР), мг

Витамин Р (цитрин), мг

Пантотеновая 
кислота, мг

Биотин (витамин Н), мкг

Фолацин, мкг

Холин, мг
	10-60 

200-700 

50-300 

0,3-1,8 

0,01-0,1 

1,5-2,5 

15-150 

100-700 

200-700

0,3-5,0 

10-1000 


0,5-1,5 

1-5 

20-40
	10-60

100-600 

20-100

0,2-1,0 

0,01-0,1
 
1,5-4,0

10-100

100-600

200-650

0,3-4,0

5-300


0,3-1,4

1-5 

20-40 
	10-60 

10-100 

10-400 

0,1-1,6 

0,01-0,3 

1,0-4,0 

1-10 

1-10 

100-600

0,1-1,5 

10-1000 


0,2-1,5
 
0,3-3 

15-30




Микрофлора винограда, плодов, сусла и вина
Способность микроорганизмов изменять химический состав окружающей их среды имеет огромное практическое значение и определяет направление технологических процессов виноделия. Винодел должен хорошо знать свойства и способности всех микроорганизмов, которые встречаются в вине и развиваются в нем, чтобы с помощью ряда технологических приемов (нагревания, охлаждения, фильтрации, облучения, введения консервантов и т. д.) воздействовать на эти микробы, стимулируя или ингибируя их жизнедеятельность, получать вина кондиционные, высокого качества. 

Предметом настоящей лекции является техническая микробиология, в частности микробиология виноделия, которая изучает вопросы промышленного использования микроорганизмов, условия стимулирования или ингибирования их жизнедеятельности в зависимости от требований производства. 

Спиртовое брожение, как впервые было доказано работами Л. Пастера в 1857-1860 гг., вызывается дрожжами в процессе их жизнедеятельности. Позже было установлено, что основная роль при этом принадлежит комплексу ферментов, вырабатываемых дрожжами. 
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Проблемам микробиологии виноделия посвящены труды М. А. Ховренко, А. М. Фролова-Багреева, М. А. Герасимова, Н. Ф. Саенко, Е. И. Квасникова, Г. Ф. Кондо и др. 

Биохимия и микробиология, в частности в применении к вину, теснейшим образом взаимосвязаны. Биохимические процессы, проходящие при сбраживании виноградного сока для получения из него вина, обусловлены действием ферментов, вырабатываемых микроорганизмами, причем их жизнедеятельность зависит от окружающей среды: ее состава, температуры и т. д. Способность микроорганизмов изменять химический состав окружающей их среды имеет огромное практическое значение и определяет направление технологических процессов виноделия. 


Дрожжи 
Распространение и круговорот дрожжей в природе
Дрожжи очень широко распространены в природе. Многих исследователей занимал вопрос, где находятся дрожжи в различное время: года и каким образом они попадают на плоды и, в частности, на виноград. 

Еще в 1880 г. Э. Ганзен экспериментально доказал, что основным местом обитания дрожжей летом и осенью являются поврежденные сладкие, сочные плоды и ягоды. Дрожжи встречаются также на поверхности почвы и в ней самой до глубины 20-30 см во все времена года. Особенно много их обнаруживается в период созревания плодов и ягод. 

Осенью после уборки урожая дрожжи, находящиеся на листьях, после их опадания также попадают в почву. В почве дрожжи находятся с осени до весны. Больше всего их в осенние месяцы. Затем их число убывает, так как условия существования становятся неблагоприятными (отсутствие пищи, низкая температура). При этом осуществляется естественный отбор, при котором выживают наиболее сильные расы. Поэтому почва виноградников, взятая весной (март), является наилучшим материалом для выведения местных рас чистых культур дрожжей. 

Весной дрожжи выносятся на поверхность зимующими в почве насекомыми и попадают на медоносные цветы, где начинается их размножение. С цветов дрожжи переносятся на плоды, где их размножение продолжается. Наибольшие количества дрожжей накапливаются к моменту уборки урожая. На поверхности созревших плодов и ягод можно обнаружить не только винные дрожжи, но и различные виды диких дрожжей, уксусно- и молочнокислые бактерии, споры плесневых грибов. 

Большое количество дрожжей скапливается на стенах подвалов, винодельческих помещений, аппаратуры и особенно на внутренних стенках винодельческой деревянной посуды. Дрожжи, живущие на стенах подвалов и винодельческих помещений, приспособились использовать для своей жизнедеятельности вещества в газовой фазе. На охлаждаемых поверхностях помещений часто конденсируется водяной пар с примесью паров спирта, эфиров, альдегидов, аммиака, сернистого ангидрида и других веществ, выделяющихся при брожении сусла и переливках вина. 

Наконец, местом обитания дрожжей являются животные, особенно насекомые (пчелы, шмели, осы, мушка дрозофила и др.). Уксусная мушка (дрозофила), обладая исключительно развитым обонянием (она сразу же появляется там, где начинается брожение), является главным переносчиком не только уксуснокислых бактерий, но и многочисленных видов дрожжей. Анализируя дрожжевую флору пищеварительного канала уксусной мушки, исследователи выделили тридцать различных родов и видов дрожжей. 

Вопрос о том, как попадают дрожжи на виноградные ягоды, является предметом многих исследований. В настоящее время считают, что основными переносчиками дрожжевых организмов на виноградные ягоды являются различные насекомые. 

Дрожжи могут переноситься и частицами пыли при сильном ветре и брызгами дождя на ягоды, расположенные близ почвы. 

Н. Ф. Саенко изучила круговорот дрожжей в условиях Южного берега Крыма. Ею доказано, что местные почвы неблагоприятны для развития дрожжей, особенно в летние месяцы, из-за сильного нагрева, светового воздействия, чередования дождя и засухи, губительно действующих на дрожжи. Она установила также, что кусты винограда и воздух Южного берега Крыма очень бедны дрожжами, особенно винными. На цветах и ягодах винограда винных дрожжей она не обнаружила. 

Таким образом, в условиях Южного берега Крыма главным местообитанием дрожжей является пищевой канал насекомых, особенно мушки дрозофилы, а почва служит лишь для временного пребывания дрожжей. 

Форма, размеры и строение дрожжей
Дрожжи представляют собой одноклеточные неподвижные организмы. Они могут быть различной формы: эллиптической, овальной, шаровидной и палочковидной (рис.1). Длина клеток колеблется от 5 до 12 мкм, ширина - от 3 до 8 мкм. 
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Рис.1. Формы дрожжей. 

Форма и размеры дрожжевых клеток непостоянны и зависят от рода и вида, а также от условий культивирования, состава питательной среды и других факторов. Более стабильны молодые клетки, поэтому для характеристики дрожжей используют молодые культуры. 

Дрожжевая клетка (рис.2) состоит из клеточной оболочки, прилегающей к ней цитоплазматической мембраны, цитоплазмы или протоплазмы, внутри которой расположены органоиды и включения (запасные вещества) в виде капелек жира, зерен гликогена и волютина. 
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Рис.2. Схема строения дрожжевой клетки: 
1 - клеточная оболочка; 2 - ядро; 3 - цитоплазма; 4 - вакуоль; 5 - митохондрии; 6 - рибосомы. 

Клеточная оболочка - тонкая, плотная и эластичная. Она сохраняет форму клеток, регулирует обменные процессы, поддерживает внутриклеточное осмотическое давление. Через нее поступают в клетку вещества, необходимые для ее питания и роста, и выводятся наружу продукты обмена. Толщина оболочки зависит от возраста клетки и ее состояния. У молодых клеток оболочка очень тонкая - менее 0,5 мкм; по мере старения она утолщается до 1 мкм. Клеточная оболочка состоит из двух слоев, различающихся по содержанию глюкана и маннана. Внутренний слой – цитоплазматическая мембрана, окружающая цитоплазму, - пропускает воду и растворенные в ней вещества с небольшой молекулярной массой, наружный – значительно больше веществ.

Оболочка некоторых дрожжей на определенной стадии развития способна ослизняться, в результате чего происходит склеивание отдельных клеток в более крупные комочки. Этот процесс называется агглютинацией, а дрожжи, способные к агглютинации, называются хлопьевидными. Он очень важен в виноделии, так как ускоряет процесс осветления вина после окончания брожения. 

Расы, неспособные к агглютинации, называются пылевидными. В первичном виноделии они не используются. Их применяют в производстве шампанского резервуарным способом. 

Цитоплазматическая мембрана служит осмотическим барьером клетки. Она состоит из нуклеиновых кислот, протеинов и полисахаридов. 

Цитоплазма клетки выглядит однородной. В ней осуществляются жизненно важные процессы обмена веществ. Она обладает избирательной способностью к восприятию тех или иных веществ. Так, например, она не воспринимает сахарозу из раствора, тогда как глюкоза, фруктоза, органические кислоты и минеральные соли проходят свободно. В цитоплазме происходят сложные превращения поступивших веществ: часть их расходуется на образование самой цитоплазмы и оболочки клетки, часть служит источником энергии, необходимой для жизненных процессов. 

Цитоплазма способна к движению, более энергично оно происходит в молодых клетках. Цитоплазма обладает также способностью на отдельных участках сжиматься и расправляться, в результате чего изменяется форма центральной вакуоли (полости, заполненной клеточным соком). 

Цитоплазма представляет собой сложную коллоидную систему, дисперсной средой которой является вода, содержащая в растворенном состоянии углеводы, минеральные соли, аминокислоты, ферменты. Вязкость цитоплазмы в 800 раз превышает вязкость воды. По мере старения клетки вязкость цитоплазмы возрастает, появляются мелкая вакуолизация и зернистость, а также жировые гранулы. 

Ядро – органоид клетки – находится в цитоплазме и является носителем наследственных свойств организма. Оно имеет вид округлого или овального пузырька диаметром около 2 мкм, окруженного очень тонкой оболочкой. Содержит прозрачную жидкость - нуклеоплазму и более плотную кариосому (ядрышко). 

Ядро представляет собой конгломерат склеивающихся хромосом. Они неоднородны и состоят из зернистых и палочковидных структур. В зависимости от рода и вида дрожжей их может быть от 4 до 10-12. В ядрах обособлена в виде включений дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК). С ее помощью осуществляется передача наследственных признаков. При размножении ядро делится на 2 части, а при спорообразовании - на количество частей, соответствующее количеству образующихся спор. 

Митохондрии (хондриосомы) (рис.3) также являются органоидом клетки. Это мелкие структуры, имеющие формы зернышек, палочек или нитей. Они имеют двухслойную оболочку. От внутренней оболочки вглубь отходят многочисленные выступы, называемые гребнями, или кристами. Длина митохондрий 0,4-1,0, ширина 0,2-0,5 мкм. Они содержат 30% липидов и 50% белка. Митохондрии - это дыхательный аппарат, где сконцентрированы окислительные ферменты. 
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Рис.3. Схема строения митохондрии: 
1 – простые перегородки; 2 – разветвленные перегородки; 3 – полость (криста). 

Рибосомы представляют собой органоиды, в которых происходит синтез белка за счет активированных аминокислот, поступающих из митохондрий. Синтез белков осуществляется при помощи рибонуклеиновой кислоты (РНК), связанной с белком. Последовательность чередования аминокислот при синтезе определяется последовательностью нуклеотидов в РНК, входящей в состав рибосом. 

Вакуоль, отделенная от цитоплазмы липопротеидной мембраной, является обязательным органоидом клетки. В вакуолях содержатся белки, жиры, углеводы, органические и минеральные вещества в коллоидном состоянии и ферментные системы. Тут аккумулируются различные элементы и их соединения в виде солей с концентрацией, значительно превышающей их содержание в окружающей среде. В вакуолях могут иметь место ферментативные превращения. Круглые дрожжевые клетки содержат одну вакуоль, продолговатые - две. Форма их непостоянна. 

К запасным веществам дрожжевой клетки относятся метахроматин (волютин), гликоген, жировые включения, находящиеся в вакуолях. 

Содержание метахроматина колеблется в зависимости от состава питательной среды, от стадии развития дрожжей. Особенно много его появляется в клетке перед почкованием. Метахроматин – комплекс, состоящий из липопротеидов, РНК, полифосфатов. 

Гликоген - полисахарид, родственный крахмалу, называемый еще животным крахмалом. Его содержание в дрожжевой клетке достигает 30-40% от массы сухих веществ. Гликоген накапливается в дрожжах в период бурного брожения. К концу брожения он исчезает, так как расходуется голодающими клетками. 

Жировые включения содержатся в вакуолях в виде мелких капель, которые увеличиваются с ростом клетки. 

Размножение дрожжей
Дрожжи могут размножаться вегетативным путем (почкованием или делением) и при помощи спор. 

При почковании на материнской клетке возникает бугорок – почка, которая растет и, достигнув определенных размеров, отделяется от материнской клетки. При благоприятных условиях процесс почкования длится около 2 ч. У некоторых дрожжей дочерние клетки не отделяются от материнских, а остаются соединенными, образуя ложный мицелий (пленчатые дрожжи). 

У большинства дрожжей при неблагоприятных условиях, например при резком переходе от хорошего питания к плохому, происходит образование спор, хотя существуют аспорогенные дрожжи, никогда не образующие спор (Candida, Torulopsis). 

Споры большей частью образуются бесполым путем, хотя ядро клетки перед этим претерпевает редукционное деление, так что споры обладают гаплоидным (одинарным) набором хромосом. 

В клетке возникает от 2 до 8 аскоспор, которые при созревании могут продолжать размножаться почкованием, давая ослабленное гаплоидное поколение. В результате слияния двух гаплоидных аскоспор образуется диплоидная зигота, дающая впоследствии нормальное поколение. 

Образование половых спор наблюдается у дрожжей Zigosaccharomyces (зигосахаромицес). У них образованию спор предшествует слияние клеток (копуляция). 

Классификация дрожжей
Дрожжи относятся к классу сумчатых грибов (Ascomycetes - аскомицетов) к подклассу простейших сумчатых (Protoascales - протоасков). В основу классификации дрожжей положены способ размножения и некоторые физиологические признаки. 

Главным систематическим признаком является способность к образованию спор. По этому признаку дрожжи делятся на две группы: спорогенные дрожжи - дрожжи, способные образовывать споры, и аспорогенные дрожжи - не образующие спор, т. е. не имеющие полового размножения. 

По мнению некоторых исследователей, вторую группу дрожжей следует отнести к классу несовершенных грибов (Fungi imperfecti - фунги имперфекти), хотя потеря способности к половому размножению вторична, и они могут быть также отнесены к сумчатым грибам. 

Классификация спорогенных грибов предложена в 1954 г. В. И. Кудрявцевым. В ее основу положен способ вегетативного размножения. В. И. Кудрявцев предлагает объединить все дрожжи в один порядок одноклеточных грибов (Unicellomycetales - уницелломицетов). 

Спорогенные дрожжи он делит на три семейства по признаку вегетативного размножения: 
1. Семейство Saccharomycetaceae (сахаромицетаце) - размножаются почкованием. К этому семейству относятся роды Saccharomyces (сахаромицес), имеющий наибольшее практическое значение, Pichia (пихия), Наsеnulа (ганзенула) и др. (всего 17 родов). Различаются они по форме спор и способу их образования и прорастания.
2. Семейство Schizosaccharomycetaceae (шизосахаромицетаце) - размножаются делением. К этому семейству относятся два рода: Schizosaccharomyces (шизосахаромицес) и Octosporomyces (октоспоромицес).
3. Семейство Saccharomycodaceae (сахаромикодаце) - размножение начинается почкованием и заканчивается делением. Главные роды этого семейства Saccharomycodes (сахаромикодес) и Наnsеniаsроrа (ганзениаспора). 
Аспорогенные дрожжи классифицируются по системе Ж. Лоддер и Крегера ван Рий, предложенной в 1952 г. В основу классификации положены способность микроорганизмов образовывать ложный мицелий и способность к брожению. 

Главными родами этой группы являются Саndidа (кандида) и Torulopsis (торулопсис). 

Питание дрожжей
Для жизнедеятельности дрожжевой клетки необходим постоянный приток энергии, которую она получает в результате метаболизма (обмена веществ), т. е. превращения веществ. 

Процесс питания, или ассимиляция, заключается в поступлении и усвоении пищи. Поскольку вещества пищи отличаются от веществ клетки по химическому составу, они подвергаются сложной переработке. Сначала они расщепляются на макромолекулы: белки, полисахариды, полинуклеотиды, которые в свою очередь распадаются на мономеры - аминокислоты, сахара, жирные кислоты. Эта сторона обмена веществ называется катаболизмом и осуществляется вне клетки под действием экзоферментов. 

Образовавшиеся мономеры поглощаются клеткой и из них строятся вещества самой клетки. Этот обмен называется строительным или анаболизмом. 

Для процессов метаболизма нужна энергия, которую клетка получает в результате окисления органических веществ. Эта сторона деятельности клетки называется энергетическим обменом, а окисление органических веществ - дыханием (диссимиляция). 

Процессы питания и дыхания осуществляются одновременно и составляют две стороны обмена веществ. Энергия, освобождающаяся при дыхании, не выделяется в виде тепла, а аккумулируется в соединениях, богатых энергией, - макроэргических связях АТФ (аденозинтрифосфата). 

Углерод. По типу усвоения углерода микроорганизмы делятся на автотрофы и гетеротрофы. 

Автотрофы способны синтезировать органические вещества из неорганических. Они делятся на фототрофы и хемотрофы. Фототрофы питаются как зеленые растения, используя для синтеза органических веществ солнечную энергию. Таким образом могут питаться только окрашенные микроорганизмы - синезеленые водоросли и пурпурные серобактерии. 

Хемотрофы используют для синтеза органических веществ химическую энергию, освобождающуюся в результате окисления неорганических веществ. Например, нитрифицирующие бактерии окисляют аммиак в нитратную (азотную) кислоту, железобактерии окисляют закисное железо в окисное, бесцветные серобактерии окисляют сероводород до сульфатной (серной) кислоты. 

Гетеротрофы питаются готовыми органическими веществами. Они делятся на сапрофиты (органотрофы) и паразиты (паратрофы). Сапрофиты питаются мертвой органической пищей, а паразиты способны питаться веществами живой клетки-хозяина. 

Дрожжи по типу питания относятся к сапрофитам. В качестве источника углерода они используют углеводы: дисахариды (сахарозу и мальтозу) и моносахариды - гексозы (глюкозу и фруктозу). Дрожжи не могут усваивать крахмал, клетчатку, пентозы. Лактоза усваивается только дрожжами Saccharomyces lactis (сахаромицес лактис). 

Опыты с мечеными атомами углерода показали, что некоторые дрожжи (Saccharomyces cerevisiae - сахаромицес церевизие) способны к ассимиляции углекислого газа как образованного ими при брожении, так и содержащегося в воздухе. Первым продуктом ассимиляции является щавелевоуксусная кислота. 

Азот. Дрожжи хорошо усваивают азот как органических, так и неорганических веществ. Из неорганических форм азота они усваивают аммонийные соли фосфорной и сульфатной кислот, а также свободный аммиак. Дрожжи плохо используют нитриты и нитраты. Из органических форм они усваивают аминокислоты, пептиды и мочевину. Усвоение аминокислот сопровождается их дезаминированием и декарбоксилированием. В кислой среде усиливается процесс декарбоксилирования, а в щелочной - дезаминирования. 

Дезаминирование может идти двумя путями в зависимости от условий. При окислительном дезаминировании (в присутствии кислорода) образуются кетокислота и аммиак: 

R – СН(NH2) – СООН + 0,5О2 → R – СО – СООН + NН3 ↑ . 

При восстановительном дезаминировании (в отсутствие кислорода) образуются альдокислота и аммиак: 

R – СН(NH2) – СООН + 2Н → R – СН2 – СООН + NН3 ↑ . 

При гидролитическом дезаминировании образуются оксикислота и аммиак: 

R – СН(NH2) – СООН + Н2О → R – СНОН – СООН + NН3 ↑ . 

Опытным путем доказано, что две аминокислоты лучше стимулируют размножение дрожжей и усиливают брожение, чем одна. Из этого напрашивается вывод, что одна аминокислота служит донатором водорода, а другая акцептором: 

СН2(NH2)СООН + СН3 – СН(NH2) – СООН + Н2О → 
   Глицин                        Аланин 

→ СН3 – СООН + СН3 – СО – СООН + 2NН3 ↑ . 

Смесь аминокислот ускоряет прирост дрожжей: двух аминокислот - на 20 %, трех - на 28, восьми - на 50 % . 

Если дрожжи обеспечить всеми необходимыми аминокислотами, то они усваивают их без предварительного дезаминирования. Если в среде отсутствует часть необходимых аминокислот, дрожжи дезаминируют их, чтобы получить аммиак, необходимый для их синтеза. 

Синтез аминокислот происходит из кетокислот: 

R – СО – СООН + NН3 + НАДФ*•Н2 → 
  Кетокислота 

→ R – СН(NH2)СООН + НАДФ + Н2О. 
         Аминокислота 

(*НАДФ - никотинамид-аденин-динуклеотид-фосфат – переносчик водорода). 

Фосфор и сера. Фосфор является необходимым элементом для питания дрожжей. Он входит в состав ядра, протоплазмы, митохондрий, рибосом, волютина, содержится в нуклеиновых кислотах, ферментах. Фосфор входит в состав аденозинтрифосфата (АТФ): 
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Знаком ~ обозначены макроэргические связи; при их гидролитическом расщеплении выделяется большое количество энергии (фосфорилирование). 

Фосфорилирование - единственный биологический процесс, при помощи которого организмы получают необходимую энергию.

Дрожжи быстрее усваивают неорганический фосфор, чем органический. 

Сера необходима дрожжам, как и всем другим живым организмам. Она входит в состав некоторых белков, ферментов в виде сульфгидрильной группы –SH. 

Сера нужна дрожжам для синтеза некоторых витаминов (В1) и ростовых веществ (биотина, метионина). 

В качестве источника серы дрожжи могут использовать сульфаты, сульфиты, сероводород и элементарную серу. Виноградные и плодовые соки содержат сульфаты. Кроме того, при брожении в соответствии с технологией используется диоксид серы. Может попасть в сусло и элементарная сера, стекающая с серных фитилей при окуривании тары. Элементарную серу дрожжи способны откладывать в своих клетках, но это приводит к изменению их формы. 
 
Потребность дрожжей в витаминах и ростовых веществах
Витамины - жизненно важные вещества, необходимые в очень малых количествах для нормального развития всех живых организмов. Их действие основано на тесной связи с ферментами. Многие витамины, соединяясь с белком, образуют ферменты. 

Большинство дрожжей способно синтезировать почти все необходимые им витамины. 

Особую роль играют витамины и ростовые вещества для хересных дрожжей в период пленкообразования. Так, при спиртовом брожении они вырабатывают биотин, а в состоянии пленки и для ее образования нуждаются в биотине. На образование пленки оказывает влияние и присутствие аминокислоты аланина. 

В дрожжах встречаются витамины из группы жирорастворимых: D2 (эргокальциферол) и Е (токоферол). Последний является активатором цитохромредуктазы, участвует в белковом обмене веществ и действует как антиокислитель. Витамин А в дрожжах отсутствует. 

Из группы водорастворимых витаминов в дрожжах содержатся следующие: 
· витамин В1 (тиамин), количество которого в период брожения значительно, а после окончания брожения непрерывно убывает. Это объясняется тем, что он входит в состав фермента пируватдекарбоксилазы. Этот витамин содержится и в виноградном соке. В свежем виноградном соке его больше, чем в фильтрованном и пастеризованном. Красные вина содержат больше тиамина, чем белые. Это объясняется более длительным контактом с мезгой, что способствует переходу витамина из кожицы и семян;
· витамин В2 (рибофлавин) содержится в дрожжах в значительно большем количестве, чем в других растительных и животных клетках. Он выполняет роль фермента, активирующего водород;
· витамин РР (никотинамид) является составной частью дегидрогеназ - ферментов, катализирующих отщепление водорода. По содержанию этого витамина дрожжи стоят на первом месте;
· витамин В6 (пиридоксин) содержится в дрожжах в значительном количестве; в виде фосфорнокислого эфира входит в состав карбоксилаз и трансаминаз, катализирующих декарбоксилирование и переаминирование аминокислот;
· пантотеновая кислота входит в состав кофермента А, активирующего уксусную кислоту (в цикле Кребса);
· мезоинозит синтезируется большинством дрожжей (кроме Schizosaccharomyces Роmbе). Связан с липоидами клетки в виде лецитиноподобного соединения;
· холин необходим дрожжам как составная часть кофосфатазы;
· биотин является важным фактором роста для дрожжей, принимает участие в превращениях некоторых аминокислот, входит в состав ферментов, катализирующих карбоксилирование жирных кислот;
· n-аминобензойная кислота является важным фактором роста; она входит в состав фолиевой кислоты (кроме n-аминобензойной кислоты в состав фолиевой кислоты входят глютаминовая кислота и пуриновое основание). Она является необходимой составной частью ряда ферментов, катализирующих обмен соединений, содержащих один атом углерода (–СОН, –СООН, –СН3, –СН2ОН). 

Дыхание дрожжей
Каждый организм для осуществления процессов, совокупность которых составляет обмен веществ, нуждается в постоянном притоке энергии. Источником этой энергии является процесс диссимиляции. 

Одни организмы получают эту энергию в результате окисления неорганических веществ (хемосинтезирующие микроорганизмы), другие в результате окисления органических веществ (аэробное дыхание), третьи в результате анаэробного распада углеводов (брожение). 

По типу дыхания микроорганизмы можно разделить на аэробы и анаэробы. Первые получают энергию в результате окисления различных органических веществ (углеводов, спиртов, органических кислот), вторые - в результате анаэробного распада органических веществ. Анаэробы делятся в свою очередь на факультативные и облигатные. Факультативные могут жить как в присутствии кислорода, так и без него, а облигатные только в отсутствие кислорода. 

Количество энергии, освобождающейся при дыхании, зависит от используемого материала и степени его окисления. Наибольшее количество энергии (2820 кДж) освобождается при аэробном дыхании (плесневые грибы, пленчатые дрожжи, уксусно- и молочнокислые бактерии). 

Дрожжи по типу дыхания относятся к факультативным анаэробам, т. е. они могут существовать как в присутствии кислорода, так и без него. Необходимую для жизнедеятельности энергию они добывают в процессе анаэробного разложения сахара (брожение): 

С6Н12О6 → 2С2Н5ОН + 2СО2 + 113,13 кДж. 

Присутствие кислорода подавляет спиртовое брожение и дрожжи получают энергию путем кислородного дыхания (хересные дрожжи в процессе хересования вина). 

Микроорганизмы используют для своих нужд не более 10-25% энергии, освобождающейся при дыхании. Остальная энергия выделяется в окружающую среду в виде тепла. Именно поэтому температура бродящего сусла выше температуры окружающей среды. 

Стадии развития дрожжей
Развитие дрожжей проходит в несколько стадий. Первая стадия - размножения - сопровождается значительным увеличением биомассы. В начале этой стадии наблюдается задержка в размножении - это так называемая лаг-фаза, когда почкования не наблюдается и происходит как бы приспособление клеток к окружающей среде. Затем наступает логарифмическая фаза, характеризующаяся значительным увеличением числа клеток и повышением их устойчивости. Начинается брожение. В этой стадии все питательные вещества направляются на новообразование клеток, запасных питательных веществ в клетке не накапливается. 

При накоплении 6-8% об. спирта размножение винных дрожжей прекращается и наступает стационарная фаза, или фаза брожения. Спиртовое брожение проходит бурно. Клетки становятся крупнее, в них откладываются запасные питательные вещества в виде капелек жира и гликогена. Эта стадия продолжается до тех пор, пока в среде есть сахар. Как только весь сахар израсходован или в среде накопилось 16% об. спирта (для Saccharomyces vini), спиртовое брожение прекращается и наступает стадия голодания. В этой стадии различают две фазы: самосбраживание и собственно голодание. При самосбраживании дрожжи продолжают свою жизнедеятельность за счет запасного гликогена, который они превращают в сахар, а последний сбраживают. При этом происходит некоторое увеличение содержания спирта в среде. Когда все запасы гликогена израсходованы, наступает собственно голодание. Клетки уменьшаются, их содержимое приобретает зернистое строение. 

Стадия покоящихся клеток наблюдается при длительном нахождении дрожжей в осадке при доступе воздуха. Оболочка клетки уплотняется, увеличивается содержание запасных питательных веществ, что позволяет клетке сохранить жизнеспособность. 

За голоданием следует стадия отмирания. Мертвые клетки характеризуются тем, что их плазма отделяется от клеточных оболочек, собирается в центре. Клетки становятся еще меньше, начинают свое действие протеолитические ферменты клетки, расщепляющие белки. Этот процесс называется самоперевариванием и приводит к автолизу (распаду) дрожжевых клеток. Установлено, что в присутствии воды автолиз дрожжей идет главным образом за счет распада углеводов, а при наличии 5-7% об. спирта - преимущественно за счет распада белковых веществ. О роли процесса автолиза можно посмотреть на странице о выдержке молодых виноматериалов на осадках дрожжей. 

Винные дрожжи
Винные дрожжи используются в виноделии как возбудители спиртового брожения. Они относятся к семейству Saccharomycetaceae роду Saccharomyces виду vini (по В. И. Кудрявцеву). Ранее этот вид назывался Ellipsoideus (эллипсоидеус), так как дрожжи имеют форму эллипса (рис.4). 
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Рис.4. Дрожжи Saccharomyces vini (Х2000).

В виноделии используются также дрожжи Saccharomyces oviformis (овиформис), характеризующиеся яйцевидной формой клеток (рис.5), большей спиртоустойчивостью по сравнению с винными дрожжами и способностью образовывать пленку при доступе воздуха, на чем основано их использование в производстве хереса. 
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Рис.5. Дрожжи Saccharomyces oviformis (Х2000).

Каждый вид дрожжей включает большое количество рас, мало различающихся по внешним признакам, но значительно - по ценным для производства физиологическим и биохимическим свойствам. 

Одни расы дрожжей вызывают брожение не сразу, а лишь спустя некоторое время после их размножения; при разложении сахара они образуют вещества, придающие вину неприятный вкус и запах; после полного выбраживания сразу не оседают, а находятся во взвеси, что затрудняет осветление вина; очень чувствительны к химическим веществам - уксусной кислоте и сернистому ангидриду, а также к низкой и высокой температурам. Другие расы дрожжей быстро вызывают забраживание сусла, полностью разлагают сахар, образуя вещества, значительно улучшающие вкус 
вина. Они еще во время брожения оседают на дно, образуя плотный осадок; мало чувствительны к химическим и температурным воздействиям. Поэтому выбор рас дрожжей для виноделия имеет большое практическое значение. 

Строение клеток винных дрожжей не отличается от строения клеток других дрожжей. Размножаются винные дрожжи почкованием и при помощи спор. Споры образуются при неблагоприятных условиях. Количество спор обычно от 2 до 4. Образуются споры бесполым путем. Ядро клетки делится на количество частей, соответствующее количеству образовавшихся спор. Каждое новое ядро окружается протоплазмой, покрывается оболочкой и превращается в спору, а клетка превращается в сумку, или аск. По сравнению с вегетативными клетками споры весьма устойчивы к неблагоприятным воздействиям. 

Характерной особенностью винных дрожжей является их значительная спиртоустойчивость (до 16% об. у Saccharomyces vini и 18-19% об. - у Saccharomyces oviformis). 

Дикие дрожжи 
Дикие дрожжи являются вредителями винодельческого производства, их еще называют сорняками брожения. Их вред состоит в том, что они вырабатывают вещества, портящие вкус вина и подавляющие развитие винных дрожжей. Некоторые роды диких дрожжей не способны вызывать спиртовое брожение. Другие вызывают заболевания и помутнение вин. 

К диким дрожжам относятся Zygosaccharomyces (зигосахаромицес) - дрожжи этого рода морфологически похожи на дрожжи Saccharomyces, но отличаются тем, что спорообразованию у них предшествует слияние клеток (копуляция). Характерной чертой дрожжей Zygosaccharomyces является их весьма высокая осмофильность. Они развиваются в средах с содержанием сахара 60-80% (вакуум-сусло, бекмес и мед), вызывая их забраживание, понижая их качество. 

Бродильная способность дрожжей Zygosaccharomyces низкая, они бродят медленно и образуют не более 10% об. спирта. 

Schizosaccharomyces (шизосахаромицес) - характерной особенностью этих дрожжей является размножение делением. Форма клеток - коротко цилиндрическая с закругленными концами или овальная (рис.6). Размеры (3,2-4,6) Х (13-26) мкм. 
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Рис.6. Дрожжи Schizosaccharomyces (Х2000).

Все виды рода Schizosaccharomyces являются энергичными возбудителями спиртового брожения. При этом они могут сбраживать не только глюкозу и сахарозу, но и мальтозу и декстрины. 

В тропических и субтропических странах виды этого рода (Schizosaccharomyces Роmbе) являются возбудителями брожения соков сахарного тростника и используются в производстве крепких напитков - рома, арраки и др. 

В плодово-ягодных соках Д. К. Чаленко обнаружил вид дрожжей-кислотопонижателей, названных им Schizosaccharomyces acidodevorax (шизосахаромицес ацидодеворакс). Они могут вызвать катастрофическое снижение кислотности плодово-ягодных вин (особенно яблочных) за счет полного разложения яблочной кислоты (до углекислого газа и воды). 

Saccharomycodes Ludwigii (сахаромикодес людвиги) – эти дрожжи чаще всего встречаются в плодово-ягодных соках, сульфитированных и сброженных виноматериалах. Форма молодых клеток овальная, а более зрелых – подошвообразная (рис.7). Клетки имеют размеры (З-8) Х (18-З4) мкм. Размножение дрожжей начинается почкованием и заканчивается делением. Вначале на материнской клетке образуется почковидный вырост с широким основанием, затем он отделяется поперечной перегородкой. 
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Рис.7. Дрожжи Saccharomycodes Ludwigii (Х2000).

Дрожжи вызывают сбраживание плодово-ягодных и виноградных сусел с образованием 9-12% об. спирта. Они обладают высокой сульфитоустойчивостью (переносят дозы SО2 500-600 мг/л и погибают лишь при его содержании 850 мг/л). Они нередко вызывают помутнение бутылочных сидров, натуральных полусладких виноградных вин, а иногда столовых, шампанских и даже крепких. 

Часто эти дрожжи можно встретить в яблочных соках и винах, подвергшихся кислотопонижению дрожжами Schizosaccharomyces. При сбраживании плодово-ягодных и виноградных сусел они тормозят развитие винных дрожжей. 

Д. К.. Чаленко и Т. Ф. Корсакова выделили сульфитоустойчивые штаммы Sacch. Ludwigii, сбраживающие сульфитированные плодово-ягодные сусла. Полученные вина обладали чистым ароматом и вкусом с фруктовым тоном. 

Hanseniaspora apiculata (ганзениаспора апикулята) - эти дрожжи широко распространены в природе и во многих винодельческих районах составляют до 90% всей микрофлоры сусла, поступающего на брожение. Клетки этих дрожжей характерной формы, заостренные на одном или обоих концах, напоминают лимон (рис.8). В зрелых культурах встречаются иногда овальные и удлиненные клетки. Размеры клеток небольшие (3-4,5) Х (5-11) мкм. 
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Рис.8. Дрожжи Hanseniaspora apiculata (Х2000). 

Благодаря большой скорости размножения (по сравнению с винными дрожжами они размножаются вдвое быстрее), почкованию на двух концах клетки они преобладают в сусле, забродившем спонтанно. Но довести брожение до конца они не в состоянии из-за незначительной спиртоустойчивости. При накоплении 5% об. спирта (некоторые штаммы до 7% об.) брожение прекращается. 

В результате жизнедеятельности этих дрожжей в виноградном сусле накапливаются продукты, неблагоприятно влияющие не только на развитие винных дрожжей, но и на вкус вина, придающие ему горечь, неприятные тона в букете. Они способствуют недобродам, повышают содержание летучих кислот и эфиров. 

Шампанские     виноматериалы, сброженные с участием Н. apiculata, после шампанизации трудно осветляются, на стенках бутылки образуются липкие, трудно смывающиеся осадки («маски»). 

Pichia alcoholophila (пихия алкоголофила) - эти дрожжи имеют клетки овальной или эллипсовидной формы (рис.9), размером (3,0-4,5) Х (3,5-7,2) мкм. Иногда встречаются клетки палочковидной или колбасовидной формы до 25 мкм длиной. Характерной особенностью дрожжей Pichia является способность их усваивать сахар только путем окисления (но не брожения). Однако они приспособлены к жизни не столько за счет окисления сахаров, сколько за счет окисления спиртов и органических кислот. Дрожжи Pichia хорошо развиваются на поверхности сахарсодержащих жидкостей и сброженных субстратов - вина, пива и др., быстро образуя при этом пленку (пленчатые дрожжи). 
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Рис.9. Дрожжи Pichia (X1500). 

Pichia является одним из возбудителей болезни вина – цвели, а также дрожжевых помутнений. При развитии на поверхности вина эти дрожжи значительно изменяют его состав и вкусовые качества. В вине при этом увеличивается содержание летучих кислот, слабеет окраска, во вкусе появляются нехарактерные для вина фруктово-эфирные и аптечные тона. Продукты обмена этих дрожжей в сусле тормозят развитие винных дрожжей и снижают их бродильную способность. При розливе столовых вин в бутылки с доступом воздуха дрожжи Pichia быстро размножаются и вызывают помутнение вина. 

Hansenula anomala (ганзенула аномала) – клетки этих дрожжей различны по величине и форме (рис.10). Их размеры (1,5-6,0) X (3,0-30) мкм. Клетки, образующие пленку, удлиненные, с большими вакуолями и жировыми включениями, сильно преломляющими свет. Клетки осадка – меньшего размера, овальной или округлой формы с однородной плазмой. Располагаются в виде одиночных клеток, парами или цепочками. Образуемые ими споры имеют характерную шляповидную форму и содержатся от 1 до 4 в аске. 
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Рис.10. Дрожжи Hansenula (Х2000). 

Дрожжи Наnsеnulа аnоmala сбраживают глюкозу, маннозу, сахарозу, галактозу, мальтозу. Они быстро развиваются на поверхности виноградного и плодового сусла, образуя на вторые сутки пленку, на третьи - осадок, вызывая одновременно брожение с образованием 2-3% об. спирта. Большинство штаммов может развиваться на поверхности вина с содержанием спирта не выше 10% об. и только некоторые - при 11-13% об., образуя при этом сухую матовую пленку серовато-белого цвета, высоко ползущую по стенкам сосуда. 

Hansenula является энергичным эфирообразователем. Она сообщает вину сильный, но несвойственный ему аромат, обусловленный образованием этил ацетата. Летучие кислоты образует в небольшом количестве. Hansenula вместе с Pichia и Candida является возбудителем болезни - цвели вина, может также вызвать дрожжевые помутнения столовых вин. 

Candida mycoderma (кандида микодерма) - клетки этих дрожжей имеют овальную или цилиндрическую форму с закругленными концами (рис.11). Размер клеток (2-4) Х (3,5-9,0) мкм. Жировые отложения накапливаются в клетках в виде шариков и нередко биполярно (в противоположных концах клетки), сильно преломляют свет. В сусле и вине имеет вид сухой матовой морщинистой пленки серовато-белого цвета. 
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Рис.11. Дрожжи Candida mycoderma (Х800). 

Спор С. mycoderma не образует, брожения не вызывает. Развиваясь на поверхности вина при доступе воздуха, С. mусоderma снижает содержание в вине спирта и экстракта, обогащая его летучими кислотами, придающими вину острый вкус. При глубоко зашедшем процессе спирт может полностью разложиться. 

С. mycoderma является главным возбудителем болезни вина - цвели. Продукты ее обмена в кислой среде (летучие кислоты и др.) задерживают развитие винных дрожжей и снижают их бродильную способность при вторичном брожении. 

Torulopsis (торулопсис) - к этому роду относятся почкующиеся одноклеточные организмы, у которых спорообразование не обнаружено. Форма клеток круглая, реже овальная. Величина клеток (2,9-6,5) Х (2,9-7,2) мкм. В клетках накапливается большое количество жира, сильно преломляющего свет, в виде капелек, заполняющих всю клетку. В сусле и вине появляется слизь. 

Характерная особенность этих дрожжей заключается в одновременном образовании нескольких почек в различных частях материнской клетки. В зависимости от вида Torulopsis обладают различной бродильной способностью - от слабой до сильной. 

Вид Torulopsis bacillaris (бациллярис) вызывает самопроизвольное брожение сусел из белых сортов винограда, при этом накапливается 7-10% об. спирта. 

Brettanomyces (бреттаномицес) - эти дрожжи широко распространены в природе. При брожении они образуют эфиры, обладающие фруктовым (яблочным) ароматом, поэтому они используются для дополнительного брожения определенных сортов английского (британского) пива. 

Клетки по форме разнообразные - круглые, овальные, стрельчатые, часто заостренные с одной или двух сторон (рис. 12). Встречаются и колбасовидные клетки. Размеры (2,5-8,8) Х (3,1-6,8) мкм. По сравнению с винными дрожжами они бродят медленно и образуют 9-12% об. спирта. При закрытом брожении они могут образовать 13% об. спирта, но 14 % об. уже действуют на них губительно. 
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Рис 12.  Дрожжи Вrettanomyсes (Х1500). 

Некоторые штаммы Brettanomyces способны при определенных условиях образовывать пленку, а затем вызывать брожение. Другие же, наоборот, сначала сбраживают сахар, а уже после этого образуют пленку. При развитии в виноградном сусле и вине дрожжи Brettanomyces могут вызвать их порчу. При этом сусло и вино мутнеют, приобретают несвойственный им яблочный тон, в них накапливается значительное количество уксусной кислоты. Особенно большой вред эти дрожжи могут принести шампанскому производству, вызывая недоброд тиражной смеси, образуя пылевидный осадок, что затрудняет сведение его на пробку и отделение, повышая содержание летучих кислот, придающих шампанскому фруктовые тона и значительно ухудшающих игристые свойства. 

Бактерии, содержащиеся в сусле и вине 
Виноградные ягоды, особенно больные и поврежденные, являются носителями многочисленных родов и видов бактерий. При раздавливании ягод эти бактерии попадают в сусло и некоторые из них при благоприятных условиях получают развитие в вине. При высоких температурах брожения развиваются маннитные, уксусно- и молочнокислые бактерии - возбудители заболеваний вина. 

Полезными для вин с высокой кислотностью являются лишь отдельные виды молочнокислых бактерий, расщепляющие яблочную кислоту до молочной и углекислого газа, что значительно улучшает вкус вина и повышает его стабильность против бактериальных помутнений. Однако в малокислотных винах эти бактерии нежелательны, так как ухудшают качество вина. 

Молочнокислые бактерии распространены в природе довольно широко. Их можно обнаружить на подземных частях растений, вокруг корневой системы, на виноградных ягодах, особенно поврежденных. Молочнокислые бактерии имеют форму кокков и палочек. При развитии в винах кокки обычно имеют вид одиночных клеток размером 0,3-0,5 мкм, реже - соединенных попарно или коротких палочек. 

Размеры палочковидных бактерий в зависимости от вида и среды колеблются от 1,5 до 40 мкм. Как правило, в винах клетки длиннее, иногда имеют нитевидную форму. 

Молочнокислые бактерии неподвижны, спор не образуют, факультативные анаэробы, грамположительны. 

В зависимости от продуктов брожения их подразделяют на две группы: гомоферментативные и гетероферментативные. 

Гомоферментативные молочнокислые бактерии, сбраживая сахар, образуют почти исключительно молочную кислоту и ничтожное количество побочных продуктов. 

Гетероферментативные молочнокислые бактерии, разлагая сахар, образуют кроме молочной кислоты значительные количества летучих кислот, углекислый газ, этиловый спирт и иногда маннит. 

В вине преобладают гетероферментативные молочнокислые бактерии, вызывающие заболевание вин, содержащих сахар. Возбудителями болезни являются в основном палочковидные молочнокислые бактерии, относящиеся к роду Lactobacterium (лактобактериум). Для виноделия наиболее опасны виды L. brevi (бреви), L. buсhnегi(бухнери), L. fermenti (ферменти). 

Lactobacterium mannitopoeum (лактобактериум маннитопеум) имеет форму палочек размером (0,7-1,3) Х (2-8) мкм (рис.14). При размножении часто образует цепочки. Оптимальная температура для жизнедеятельности 26-34°С. При температуре ниже 10°С развивается крайне слабо. Сбраживает глюкозу и галактозу с образованием молочной и уксусной кислот, а фруктозу - с образованием маннита; энергично разлагает яблочную и лимонную кислоты на молочную и СО2. При высокой температуре брожения образует значительные количества маннита, являясь возбудителем болезни вина - маннитного брожения. 
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Рис.14. Lactobacterium mannitopoeum (Х1000). 

Молочнокислые кокки превращают двухосновную яблочную кислоту в одноосновную молочную кислоту и углекислый газ, что приводит к понижению титруемой и активной кислотности вина. Этот процесс называется яблочно-молочнокислым брожением, или биологическим кислотопонижением. 

Bacterium gracile (бактериум грациле) - вид, наиболее распространенный в немецких винах. Эти бактерии имеют форму палочек толщиной 0,5 и длиной 0,75-1,0 мкм, часто соединенных в цепочки. Являются гетероферментативными организмами. Разлагают глюкозу на молочную, уксусную кислоты и спирт. Энергично сбраживают яблочную кислоту, слабее лимонную, не затрагивают винную, янтарную и молочную кислоты. 

Никогда не появляются во время спиртового брожения, а лишь вскоре после его окончания. В отношении температуры малотребовательны, могут развиваться и вызывать кислотопонижение при 8-10°С. 

Micrococcus malolacticus (микрококкус малолактикус) – мелкие кокки диаметром около 1 мкм. При размножении разделившиеся клетки некоторое время остаются объединенными, образуя диплококки и конгломераты. Энергично превращают яблочную кислоту вина в молочную кислоту и углекислый газ, а сахар - в молочную кислоту и небольшое количество уксусной кислоты. Maннита не образуют. По сравнению с предыдущими бактериями они менее кислотоустойчивы. При высокой температуре и повышенном содержании азотистых веществ сообщают вину молочнокислый привкус. 

Micrococcus acidovorax (микрококкус ацидоворакс) и Micrococcus variococcus (микрококкус вариококкус) в морфологическом и физиологическом отношениях близки между собой. В вине встречаются в основном в виде одиночных кокков, иногда дипло- или тетракокков. Оптимальная температура 26,5°С. У вариококкуса клетки неодинаковы по размерам (0,75-1,5 мкм). 

Уксуснокислые бактерии распространены в природе чрезвычайно широко. Они встречаются на плодах и ягодах, в соках и вине. Принадлежит к роду Acetobacter (ацетобактер). 

В морфологическом отношении уксуснокислые бактерии – одноклеточные организмы, бесспоровые, имеющие вид бесцветных коротких палочек - одиночных, соединенных попарно, а чаще всего в виде цепочек. 

Форма клеток непостоянна и зависит от вида бактерий, температуры и состава среды. Так. например, при температуре 12-15°С бактерии имеют вид коротких толстых палочек, при 15-33 - форму цепочек, а при 42-45°С некоторые клетки принимают форму длинных нитей со вздутиями. 

Оболочка клеток плотная, эластичная, двухслойная. Наружный слой ее легко разбухает с выделением особого склеивающего вещества, обволакивающего клетки, что способствует образованию пленки и уксусной матки. 

Установлено, что некоторые уксуснокислые бактерии подвижны, но проявляют это свойство в зависимости от условий их культивирования. 

Известно около 20 видов уксуснокислых бактерий. В вине встречаются следующие виды. 

Acetobacter оrleanense (ацетобактер орлеанензе) - клетки округло удлиненные или палочковидные, чаще одиночные или соединенные в цепочки. Размеры клеток (0,3-0,4) Х (1,6-2,4) мкм. На поверхности вина эти бактерии образуют тонкую, не поднимающуюся по стенкам сосуда пленку. Клетки пленки прочно связаны, а потому вино под пленкой обычно совершенно прозрачно. Пленка хорошо развивается на поверхности жидкости и ею не смачивается. Предельная для бактерий концентрация спирта 10-12% об. Образуют до 9,3% об. уксусной кислоты. Оптимальная температура 25-30°С. При незначительном содержании кислоты и низкой температуре могут окислять образовавшуюся уксусную кислоту до углекислого газа и воды. Поскольку эти бактерии очень производительны, их применяют для производства уксуса. 

Acetobacter vini acetati (ацетобактер вини ацетати) - клетки мелкие, в виде коротких палочек или кругловатые, укороченные, яйцевидной формы (рис.15), размером (0,3-0,4) Х (0,8-2,0) мкм. Располагаются одиночно или по 2-3 клетки. Цепочки образуют редко. Пленка нежная, рыхлая, легко опускается в нижние слои вина и дает муть. Предельная концентрация спирта 9,5% об. Образуют до 7% об. уксусной кислоты. Неспособны к переокислению. Оптимальная температура 28-33°С, минимум - 10°С. 
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Рис.15. Acetobacter vini acetati (Х1000). 

Acetobacter ascendens (ацетобактер асценденс) – имеют вид коротких палочек размером (1,2-1,6) Х (1,8-2,0) мкм. Клетки одиночные или чаще сдвоенные в виде восьмерки, редко в виде длинных цепочек. На поверхности вина образуют тонкую, однородную с голубоватым блеском пленку, высоко поднимающуюся по стенкам сосуда над поверхностью жидкости. Пленка обычно рыхлая, легко разрывается, выпадает на дно и вызывает сильное помутнение вина. Бактерии этого вида выдерживают до 12% об. спирта, образуют до 9% об. уксусной кислоты. Оптимальная температура 31°С, минимальная - 10°С. При небольшом содержании уксусной кислоты продолжают ее дальнейшее окисление. Образуют много уксусноэтилового эфира. При старении сообщают уксусу неприятный запах, поэтому непригодны для его изготовления. 

Acetobacter xylinum (ацетобактер ксилинум) - клетки палочковидные, короткие и длинные, размером (0,8-1,0) Х (2,0-2,5) мкм. Встречаются также нитевидные формы, часто спиралеизогнутые или с неправильными изгибами. На поверхности вина бактерии образуют студенисто-слизистую пленку. При старении пленка становится прочной, толстой, хрящевидной. Погружаясь на дно, пленка образует слизистую массу (уксусную матку). Бактерии этого вида развиваются на винах, содержащих не более 7-8% об. спирта, и образуют не более 4,5% об. уксусной кислоты, которую могут далее окислять до СО2 и Н2О. Оптимальная температура 35-37°С. При окислении спирта образуются побочные продукты с неприятным запахом. 

К бактериям, вызывающим ослизнение вина, относятся Bacterium viscosus vini (бактериум вискозус вини) - имеют вид коротких палочек (рис.16, а) размером (0,3-0,6) Х (2-6) мкм. Они являются анаэробами. В отсутствие воздуха бурно развиваются и вызывают ослизнение белых вин. В больных винах образуют цепочки и приобретают вид ожерелья. Из остаточного сахара образуют слизь. 

К бактериям, вызывающим прогоркание вина, относятся Bacterium amaracrylus (бактериум амаракрилус) – спорообразующие аэробные палочки (рис.17) размером 0,75 Х (2-8) мкм. Эти бактерии способны разлагать глицерин с образованием горького вещества акролеина. 

Bacterium tartarophtorum (бактериум тартарофторум) – клетки имеют вид коротких палочек, иногда длинных пли коротких нитей (рис.16, б). Толщина клеток 0,8-1,0 мкм. Бактерии неподвижны, спор не образуют, факультативные анаэробы. Разлагают винную кислоту и ее соли на уксусную кислоту  и углекислый газ и одновременно расщепляют глицерин на уксусную, пропионовую и молочную кислоты, восстанавливают фруктозу в маннит, а также энергично разлагают яблочную кислоту, что приводит к заболению вина. 

[image: Бактерии - возбудители болезней вина (Х1000)]

Рис.16. Бактерии - возбудители болезней вина (Х1000): 
а – слизеобразующие (Bacterium viscosus vini); б – турна (Bacterium tartarophtorum).


[image: Bacteriurn amaracrylus (Х1000)]

Рис.17. Bacteriurn amaracrylus (Х1000). 

Характеристика плесневых грибов 
Плесневые грибы, или плесени, как их принято называть, распространены повсеместно. Они относятся к различным классам грибов. Все они являются гетеротрофами и, развиваясь на пищевых продуктах (фруктах, овощах и других материалах растительного или животного происхождения), вызывают их порчу. На поврежденной поверхности появляется пушистый налет, первоначально белого цвета. Это – мицелий гриба. Вскоре налет окрашивается в различные цвета от светлого до темного оттенков. Эта окраска образуется массой спор и помогает распознавать плесени. 

Из плесеней в виноградном сусле чаще всего встречаются Мuсоr (мукор), Penicillium (пенициллиум) и Aspergillus (аспергиллус). 

Мuсоr относится к семейству мукоровых класса фикомицетов подкласса зигомицетов. У этой плесени одноклеточный сильно разветвленный мицелий, бесполое размножение осуществляется при помощи спорангиоспор, а половое - зигоспорами. У мукора спорангиеносцы одиночные, простые или ветвящиеся (рис.21). 
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Рис.21. Phicomycetes: 
а - Мuсоr; б - Rizopus. 

К этому же семейству относится и род Rizopus (ризопус), отличающийся от мукора неветвистыми спорангиеносцами, расположенными кустиками на особых гифах - столонах. 

Многие мукоровые грибы способны вызывать спиртовое брожение. Некоторые мукоровые грибы (Мuсоr racemosus), развиваясь в сахаристых жидкостях, образуют при недостатке воздуха дрожжеподобные клетки, размножающиеся почкованием, вследствие чего их называют мукоровыми дрожжами. 

Плесени Penicillium (рис.22) и Аsреrgillus (рис.23) относятся к плодосумчатым грибам класса Ascomycetes. У них многоклеточный мицелий, размножаются преимущественно конидиоспорами, окрашенными в различные цвета и образующимися на характерной формы конидиеносцах. Так, у Penicillium конидиеносец многоклеточный, ветвистый, имеющий вид кисточек, поэтому его называют еще кистевиком. 
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Рис.22. Penicillium: 
1 - гифа; 2 - конидиеносец; 3 - cтepигмы; 4 - конидиоспоры. 


[image: Aspergillus niger (конидиеносец)]

Рис.23. Aspergillus niger (конидиеносец):
1 - стеригмы; 2 - конидии. 

У Aspergillus конидиеносец одноклеточный, со вздутой верхушкой, на поверхности которой расположены радиально вытянутые клеточки - стеригмы с цепочками конидиоспор. 

Плодовые тела у этих грибов образуются редко и имеют вид мелких шариков, внутри которых беспорядочно расположены сумки со спорами. 

Penicillium и Aspergillus являются возбудителями порчи пищевых продуктов и органических материалов. Развиваясь на поверхности сусла, на бочках, на стенках подвалов, они являются опасными врагами винодельческого производства. Они могут проникать в бочковую клепку на глубину 2,5 см. Тара, зараженная плесенью, придает винам неприятный и почти неустранимый плесневый тон. 

Некоторые виды этих грибов имеют техническое значение. Так, Penicillium notatum (пенициллиум нотатум) используется для получения антибиотика - пенициллина. Различные виды Aspergillus, Penicillium, Botrytis и некоторых других грибов используют для приготовления ферментных препаратов (нигрин, аваморин). Вид Aspergillus niger (аспергиллус нигер) применяют для производства лимонной кислоты, а Aspergillus oryzae (аспергиллус оризе) - в производстве японского национального спиртового напитка из риса - сакэ. Оба эти вида обладают способностью осахаривать крахмал и могут использоваться в производстве спирта вместо солода. 

Botrytis cinerea (ботритис цинереа) (рис.24) занимает среди плесневых грибов, развивающихся на виноградной грозди в период ее созревания, одно из первых мест по своему практическому значению. В зависимости от условий его развития он может влиять на качество вина как положительно (благородная гниль), так и отрицательно (серая гниль). Кроме прямого влияния на состав и качество вина его действие может быть еще косвенным, а именно: фунгициды, применяемые против серой гнили, частично оставаясь на ягодах винограда до момента их сбора, могут в дальнейшем задерживать спиртовое брожение и отрицательно сказываться на вкусовых качествах вина (при дозах более 2 мг/л). 

[image: Botгytis cineгea]

Рис.24. Botгytis cineгea.

При благоприятных для виноделия метеорологических условиях осени, т. е. при достаточно высокой температуре и умеренной влажности, развитие В. cinerea на винограде приводит к следующим результатам. Его мицелий разрушает кожицу ягод, что ведет в первую очередь к увеличению сахаристости сока за счет усиленного испарения воды (абсолютное количество сахара, получаемого с данного участка, при этом не увеличивается и даже несколько снижается, так как грибок потребляет этот сахар). Это дает возможность виноделу приготовить из благородно гнилого винограда натуральные полусладкие вина высокого качества. Условия для полного развития на винограде благородной гнили наблюдаются более или менее постоянно только в некоторых районах Франции (Сотерн) и Германии (на Рейне). В бывшем СССР такие районы пока не найдены. Поэтому уже в течение ряда лет многими энологами ведутся работы по искусственному культивированию В. cinerea. 

При неблагоприятных для виноделия условиях, т. е. при холодной дождливой осени, В. cinerea дает на винограде серую гниль (рис.25). При этом мицелий гриба проникает в толщу клеток мякоти ягоды, потребляет много сахара, отрицательно влияет на качество вина. 
[image: Гроздь, пораженная В. cineгea (серой гнилью)]
Рис.25. Гроздь, пораженная В. cineгea (серой гнилью). 

Развитие В. cinerea на целых гроздях винограда зависит кроме температуры и влажности еще от 
ряда причин. Так, во-первых, для получения благородно гнилого винограда рекомендуются сорта с рыхлой гроздью, так как при развитии грибка ягоды срастаются. Во-вторых, ягоды должны иметь достаточную исходную сахаристость (более 20%). Существенно влияет на рост грибка и содержание в ягодах азотистых веществ. Так, при прочих равных условиях только на сортах винограда, богатых азотистыми веществами, развивалась серая гниль. Грибок вырабатывает обширный набор ферментов (эстеразу, каталазу, лактазу, глюкозооксидазу, аскорбиноксидазу, протеазу, уреазу), чем и обусловлено его специфическое действие на качество получаемых вин. 

В суслах из сильно ботритизированного винограда доминирует раса дрожжей Torulopsis stellata, потребляющая преимущественно фруктозу. Напротив, обычные винные дрожжи (Saccharomyces vini) очень чувствительны к ингибирующему действию грибка. Для разрушения окислительных ферментов рекомендуется быстрое нагревание вин до 55-60°С и поддержание этой температуры в течение 5 мин с последующим охлаждением и обработкой желатином и бентонитом. 

Monilia (монилия) (рис.26) получила свое название от латинского слова, означающего «ожерелье». Она относится к роду Candida, включающему в себя все виды грибов, у которых пока не обнаружено спорообразования. Большинство представителей этого рода размножается подобно дрожжам – почкованием. 
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Рис.26. Monilia: 
а – старая культура; б – в осадке; в – из пленки. 

Monilia fructigena (монилия фруктигена) - возбудитель плодовой гнили, поражает часто плоды (яблоки, груши) с поврежденным эпидермисом. При поражении вначале появляются буровато-коричневые пятна, под которыми мякоть плода размягчается и делается зубчато-рыхлой. Затем пятна постепенно увеличиваются и покрывают весь плод. Позднее на поврежденных грибом местах появляются серовато-желтые бородавки, располагающиеся нередко концентрическими кольцами и представляющие собой органы плодоношения гриба. При значительном понижении температуры пораженные плоды чернеют и твердеют, а гриб переходит в покоящуюся стадию и в таком состоянии может зимовать. Весной он дает новое плодоношение. Образующиеся при этом конидии рассеиваются, вызывая заражение других плодов. 

Cladosporium (кладоспориум) - этот гриб имеет слабоветвящиеся конидиеносцы, несущие на себе крупные одно- или двухклеточные конидии. Форма и длина конидий изменяются в зависимости от условий питания, влажности и температуры. 

Сlаdоsрогium cellare (рис.27) - подвальная плесень, покрывающая стены, потолки и различные предметы в старых подвалах. Она спускается по стенам темно-зелеными длинными пасмами. Развиваясь на твердой поверхности, молодой мицелий имеет сначала белый цвет, затем темнеет до густо-черного. Мицелий этого гриба чрезвычайно богат разнообразными ферментами, что позволяет ему использовать в качестве источника углерода пары́ уксусной кислоты, спиртов и даже целлюлозу. Источником серы могут служить пары́ сероуглерода, сероводорода, сернистого ангидрида, а источником азота – аммиак и азот воздуха. Гриб также содержит фермент хитиназу, позволяющий ему растворять хитиновые покровы личинок и мертвых насекомых. Большой набор ферментов, высокая жизнеспособность и исключительная неприхотливость гриба по отношению к источникам питания позволяет ему поселяться в таких местах, которые для других плесневых грибов оказываются непригодными. 

[image: Cladospoгium cellare]

Рис.27. Cladospoгium cellare: 
а - конидиеносец с конидиями; б - прорастание конидий и образование мицелия. 

Установлено, что развивающийся в винных подвалах гриб никакого действия - положительного или отрицательного на вино не оказывает. При 1,6% об. спирта развитие гриба прекращается, а при 2% об. спирта он погибает. При производстве виноградного и яблочного соков он может принести вред, так как хорошо растет на них, образуя погруженный в сок мицелий, напоминающий комок ваты. При развитии в соке гриб разрушает лимонную и винную кислоты, в результате чего кислотность сока сильно снижается. 

Sphaerulina intermixta (сферулина интермикста) (рис.28) – почкующаяся плесень, довольно широко распространенная в природе. Она часто встречается на фруктах, в бочках, чанах, на стенах винных подвалов, образуя черные слизистые пятна. Последние представляют собой мицелий гриба с большим количеством овальных или удлиненно-овальных клеток, похожих на дрожжевые. В жидких субстратах эти клетки обычно слабо связаны с гифами, легко отрываются, свободно плавают в жидкости и почкуются, подобно дрожжам. 

[image: Sphaerulina inteгmixta]

Рис.28. Sphaerulina inteгmixta: 
а – гифы; б – конидии. 

При неблагоприятных условиях гифы и конидии могут переходить в форму прочного мицелия (геммы) с утолщенными стенками, богатыми жиром. Попадая в виноградное или яблочное сусло, геммы дают нити, на которых вырастает большое количество дрожжеподобных конидий; на поверхности сусла гриб образует пленку из нитей, а выше, у стенок сосуда, вновь появляются прочные клетки - геммы. 

Развиваясь на сусле, Sphaerulina intегmiхtа может образовать небольшое количество (до 2% об.) спирта и органические кислоты - уксусную, молочную, янтарную. В несброженных соках гриб может вызвать ослизнение и снизить сахаристость сока. Гриб может питаться парами спирта, развиваясь в виде слизистого налета на стенках винного подвала. 

Влияние факторов среды на жизнедеятельность дрожжей
Физико-химические факторы 
Температура. Существенное значение для хода спиртового брожения и качества получаемого вина имеет температура. При низких температурах (порядка до 10°С) брожения вообще не происходит. Поэтому технологический прием охлаждения еще не бродившего сусла применяется для предотвращения (в производстве соков) или задержки (отстаивание) брожения. Охлаждение уже бродящего сусла или вина, приводящее к остановке брожения, применяется в шампанском производстве и при приготовлении полусладких вин. 

Верхним пределом температуры спиртового брожения является 37°С. Поэтому высокая температура сусла, поступающего на брожение, например в жарком климате, может явиться причиной недобродов. 

Следует упомянуть, что при самом брожении выделяется тепло в количестве 113,13 кДж на 1 гмоль сахара. Поскольку виноградное сусло содержит в 1 л примерно 189 г сахара, т. е. 1 гмоль, то оно при брожении может нагреться до 27°С, практически на 20°С. Это тепло частично теряется при брожении, но часть его все же остается и увеличивает температуру сусла, вследствие чего рациональная переработка винограда зачастую требует охлаждения бродящего сусла, особенно если это брожение проходит в крупной таре, где потеря тепла незначительна. 

При брожении одного и того же сусла в бочках разной вместимости получены следующие температуры сусла (при температуре помещения 13°С): 
	Вместимость бочки, л 
	600
	1200 
	4800
	7200

	Температура, °С
	19-22
	21-25 
	30 
	33



При брожении сусла в условиях низких температур, напротив, требуется подогрев сусла и помещений, без чего брожение может быть неполным. 

Отношение дрожжей к температуре брожения неодинаково и зависит от их вида и расы. Некоторые расы дрожжей, так называемые криофильные (холодостойкие), могут сбраживать сусло при сравнительно невысоких температурах (5°С). 

Брожение при высоких температурах имеет свои недостатки, а именно: может вызвать ослабление дрожжей и приостановку брожения; дрожжи при высокой температуре брожения вырабатывают вещества, ингибирующие само брожение; может происходить развитие посторонней микрофлоры, в первую очередь уксуснокислых, а также маннитных бактерий; бурное брожение приводит к частичной потере вместе с СО2 некоторых летучих веществ, в частности ароматических. Поэтому на современном крупном предприятии должны быть средства и оборудование для нагревания и охлаждения бродящих сусел. Оптимальная температура брожения 15-25°С, а в шампанском производстве стараются проводить брожение при температурах до 15°С. Однако брожение при низких температурах проводят только при приготовлении белых вин. Красные вина, получаемые в основном брожением на мезге, при низких температурах брожения становятся некондиционными из-за недостаточного извлечения экстрактивных, в первую очередь фенольных (дубильных и красящих), веществ из мезги. 

Состав вин из одного и того же сусла, но сброженного при разных температурах, также не будет одинаков, даже при отсутствии посторонней микрофлоры. 

Сахар. В виноградном соке содержатся примерно в равных количествах глюкоза и фруктоза, иногда небольшое количество сахарозы. В некоторых случаях в процессе приготовления вина сахароза может быть добавлена. 

Глюкоза и фруктоза сбраживаются дрожжами непосредственно, а сахароза предварительно превращается ими в инвертный сахар, т. е. смесь равных количеств глюкозы и фруктозы, с помощью вырабатываемого ими фермента β-фруктофуранозидазы (сахаразы, инвертазы). Таким образом, качественный состав сахаров на результат спиртового брожения заметного влияния не оказывает. Есть, однако, указание, что фруктоза сбраживается несколько труднее глюкозы, поэтому в неполностью сброженных винах остаток ее может быть больше. 

Виноградное сусло тех кондиций по сахаристости, которыми пользуются в обычном виноделии, т. е. в пределах 15-25%, не представляет затруднений при сбраживании его дрожжами, несмотря на высокое осмотическое давление (до 0,5 МПа). Только высокие концентрации сахара (40-45 %), т. е. среда с высоким осмотическим давлением, могут тормозить брожение. Однако сусло с такой сахаристостью применяется очень редко, в районах приготовления ликерных вин. 

Концентрированное виноградное сусло, содержащее до 80% сахара, применяется широко в виноделии сладких вин как купажный материал. Обычными винными дрожжами такое сусло не сбраживается, но может частично бродить под действием дрожжей Zygosaccharomyces, обладающих высокой осмофильностью, т. е. выдерживающих большое осмотическое давление (10-20 МПа). 

После окончания спиртового брожения (при изготовлении сухих вин) сахар сусел в небольшом количестве (примерно 0,5-1 %) может остаться (недоброд). Он является весьма нежелательным, так как дает возможность размножаться различным микробам, в том числе дрожжам-сорнякам, что часто приводит к помутнениям или заболеваниям вин. При искусственных недобродах, применяемых при изготовлении некоторых типов сладких столовых и полусладких вин, требуется постоянное наблюдение за ними со стороны лаборатории технохимического контроля. 

Спирт. Образующийся при спиртовом брожении этиловый спирт уже в ходе брожения оказывает значительное влияние на состав микрофлоры сусла. Прежде всего он подавляет дрожжи Наnsеniаsрога apiculata, которые выдерживают концентрации спирта до 4 % об., затем ряд других диких дрожжей. 

Содержание этилового спирта, определяющее в основном стойкость вин к развитию в них микрофлоры, зависит от типа вина. Сухие (полностью сброженные) вина обычно содержат столько спирта, сколько может его образоваться за счет содержащегося в исходном сусле сахара (из 1 % сахара получается 0,6% об. спирта) - обычно 10-12% об. В тех случаях, когда из-за неблагоприятных климатических условий (холодная осень) виноград недозрелый, разрешается добавка сахарозы из расчета 17 г/л на каждый дополнительный 1 % об. спирта, но общее содержание спирта в вине не должно превышать 9% об. При изготовлении крепленых вин разрешается внесение спирта-ректификата, но с таким расчетом, чтобы его конечное содержание в готовом вине не превышало 20% об. В винах с содержанием спирта 17-20% об. большая часть микрофлоры уже не развивается. 

Комбинированное действие спирта и сахара. Многие вина содержат одновременно большие количества спирта (до 20% об.) и сахара (до 30%). Такие вина более устойчивы к развитию в них микроорганизмов, чем вина с таким же содержанием спирта, но без сахара. Русский винодел Делле в конце прошлого века предложил простой способ для расчета стабильности вин к забраживанию в консервирующих единицах, названных по его имени единицами Делле. Сущность расчета заключается в том, что величину содержания спирта (в % об.) умножают на 4,5 и прибавляют величину содержания сахара (в %). Если полученная величина больше 80, то вино стабильно к забраживанию, а меньше – нестабильно. 

Пример. Вино содержит 12% об. спирта и 26% сахара. Отсюда единицы Делле будут: 12х4,5+26=80 ед. – вино стабильно. 
Вино содержит 15% об. спирта и 5% сахара. Отсюда единицы Делле составляют 4,5х15+5=72,5 ед. - вино нестабильно. 

Конечно, такой расчет только приблизительный, так как на стабильность вина к забраживанию влияет еще ряд факторов - температура, содержание азотистых веществ, антисептиков, в частности сернистой и сорбиновой кислот, и т. д. Некоторые типы вин, в частности полусладкие, имеют количество консервирующих единиц значительно ниже 80, и для их приготовления требуется прибегать к введению ингибиторов брожения. 

Азотистые вещества. Для жизнедеятельности любых микроорганизмов в сусле и вине необходимо достаточное обеспечение их одним из основных питательных веществ - азотом. Содержание азотистых веществ в виноградном сусле (0,5-1,0 г/л) обеспечивает, как правило, первичное спиртовое брожение, так как большая часть азота находится в виде доступных дрожжам соединений (аминный азот). Сравнительно редко в первичном виноделии приходится прибегать к подкормке дрожжей путем внесения аммонийных солей. В ходе спиртового брожения, при котором образуется значительное количество дрожжевой массы, около половины первоначального количества азота переходит из сусла в дрожжи и отделяется затем при первой переливке. Только при длительной выдержке вина на дрожжах, при которой происходит распад дрожжевых клеток (автолиз), часть содержащегося в дрожжах азота снова переходит в вино. Оставшийся в молодом вине азот играет существенную роль при дальнейших биологических процессах, которые происходят, таким образом, уже при уменьшенном содержании азотистых веществ. Так, жизнедеятельность дрожжей имеет место при изготовлении вин типа херес, игристых вин (дрожжи снова размножаются и вызывают вторичное брожение вина), при выдержке сухих виноматериалов (после спиртового брожения может проходить яблочно-молочное, вызываемое бактериями). 

На всех стадиях существования вина может развиваться микрофлора (бактерии, пленчатые дрожжи и пр.), вызывающая различные заболевания вин. Поэтому вина, естественно богатые азотом (с плодородных почв) или обогащенные им искусственно в результате автолиза дрожжей, должны находиться под постоянным наблюдением работников лаборатории технохимического контроля. Недостаток азотистых веществ в молодом вине может затормозить вторичное спиртовое брожение. Этим пользуются, когда хотят получить искусственный недоброд вина (натуральные игристые, полусладкие вина). 

Минеральные элементы. Содержание минеральных элементов в виноградном соке (около 3 г/л), как правило, обеспечивает питание дрожжей и других микроорганизмов даже после окончания спиртового брожения, когда их содержание уменьшается примерно до 2 г/л вследствие поглощения дрожжевыми клетками, а также вследствие выпадения в осадок части гидротартрата калия. Из числа элементов, потребляемых дрожжами, наибольшее значение имеет фосфор. В некоторых суслах его может быть недостаточно для первичного спиртового брожения и в этих случаях приходится прибегать к добавке его (в виде фосфата аммония). Ряд микроэлементов, такие, как железо, медь, марганец и др., оказывают особое влияние на развитие дрожжей хересного производства. Обычные содержания микроэлементов в суслах и винах (несколько миллиграммов на литр) значительного влияния на спиртовое брожение не оказывают. 

Активная кислотность (рН). Активная кислотность* сусел и вин оказывает заметное влияние на развитие микрофлоры вина. В пределах обычных для сусел и вин величин рН (2,7-4,0) дрожжи особых затруднений при брожении не испытывают. Что касается бактерий, особенно молочнокислых, то они плохо переносят высокую активную кислотность (рН 2,7-3,1). Поэтому чем ниже величина рН, тем лучше вино защищено от этих бактерий. Подкисление сусел и вин путем добавки кислот (винной, лимонной), гипсование, применение ионитов в Н+ -форме являются эффективными приемами борьбы с некоторыми болезнями вин. 

{*Активная кислотность характеризуется величиной рН, связанной с концентрацией ионов водорода: pH=-lоg[Н+]. Величина активной кислотности зависит как от количественного содержания кислот, так и от их вида (преобладание яблочной или винной) и формы (свободная кислота, кислая или средняя соль). Чем больше содержание свободной винной кислоты, тем выше активная кислотность.} 

Кислород. Кислород воздуха, растворенный в сусле или вине в количестве нескольких миллиграммов на литр, оказывает существенное влияние на жизнедеятельность микроорганизмов, в первую очередь дрожжей, которые нуждаются в кислороде в стадии размножения. Иногда при недоброде сусла энергичной аэрацией можно вызвать возобновление брожения. Вина, содержащие сахар и не проявляющие никаких признаков брожения, могут все же забродить после их усиленной аэрации. 

При розливе вин в бутылки следует избегать попадания в них кислорода воздуха, так как это может вызвать в дальнейшем размножение оставшихся в вине дрожжевых клеток и помутнение вина. 

Многие микроорганизмы, например уксуснокислые бактерии, пленчатые дрожжи, не могут развиваться в винах без доступа воздуха. Поэтому одной из мер против их развития является выдержка вина в герметически закрытой посуде. Усиленный приток кислорода к дрожжам необходим как для их размножения, так и для проявления сбраживающей способности при производстве вин типа херес. 

Углекислый газ. Выделяющийся при брожении вина углекислый газ сразу же уходит в воздух и заметного влияния на ход брожения не оказывает. Только в производстве игристых вин, когда вторичное брожение происходит в замкнутом пространстве, дрожжам приходится справляться с повышенным давлением углекислого газа (до 0,6 МПа). Специальные расы шампанских дрожжей приспособлены к этим условиям. 

Взвешенные частицы. Существенное влияние на ход спиртового брожения оказывают содержащиеся в сусле взвешенные частицы: обрывки мякоти и кожицы ягод, частицы земли и суспензии бентонита. Дрожжевые клетки, прикрепляясь к этим частицам, равномерно распределяются в бродящей жидкости, в результате чего брожение интенсифицируется, при этом также ускоряется улетучивание СО2. Регулируя содержание взвешенных частиц в сусле (отстаиванием или центрифугированием, или напротив, добавлением инертных порошков), можно в известной степени регулировать ход спиртового брожения. 
Биологические факторы
При переработке винограда с поверхности ягод и гребней в отжатый сок попадает огромное количество микроорганизмов. Это различные роды и виды дрожжей, бактерий, плесневых грибов и даже инфузорий и водорослей. Под влиянием свободных кислот и осмотического давления раствора сахара, содержащегося в виноградном соке, происходит строгий биологический отбор. Микроорганизмы, не переносящие высокую активную кислотность и повышенную концентрацию сахара, прекращают свое развитие, а многие полностью погибают (бактерии, плесневые грибы). Кислотоустойчивые микроорганизмы вступают в борьбу за овладение средой. В результате начавшегося спиртового брожения в среде накапливается спирт, концентрация кислорода снижается. Поэтому в первую очередь прекращают свою деятельность аэробные микроорганизмы. Затем вступают в борьбу виды и расы дрожжей, различающиеся способностью образовывать спирт и выдерживать ту или иную его концентрацию. 

Французский ученый Пейно, длительно изучавший состав и чередование микроорганизмов в процессе спиртового брожения, показал, что в брожении участвуют дрожжи аспорогенные, принадлежащие к 5 родам и включающие 8 видов, и дрожжи спорогенные, принадлежащие к 6 родам и включающие 20 видов. Смена дрожжей при брожении происходит в следующем порядке. Забраживание сусла нередко вызывают слабо бродящие, но сильно почкующиеся дрожжи Hanseniaspora apiculata и Тоrulopsis bacillaris, причем дрожжи Н. apiculata выполняют эту роль главным образом при сбраживании красных сортов винограда. Они способны образовывать 4-5% об. спирта, а Т. bacillaris, как более устойчивые, - 7-10% об. Однако оба эти вида дрожжей весьма неустойчивы к действию SO2. Поэтому в сульфитированных суслах их активность снижается, а Sacch. vini, как более сульфитоустойчивые, получают возможность быстро размножаться. Они полностью подавляют дрожжи Н. apiculata и Т. bacillaris. 

Sacch. vini, кроме того, достаточно спиртоустойчивы: они выдерживают концентрацию спирта от 8 до 16% об. в зависимости от расы. 

Дальнейшее сбраживание сахара ведут расы вида Sacch. oviformis. Они образуют максимальное количество спирта - 18-19% об. Во время брожения процент клеток Sacch. oviformis постепенно нарастает. По данным Пейно, в свежеотжатом виноградном сусле их относительное содержание не превышает 5 на тысячу, а к концу брожения число их достигает 1/3 всех дрожжевых клеток. 

Таким образом, спонтанное забраживание сусла вызывает многочисленная дрожжевая флора, но дображивание ведут в большинстве случаев дрожжи Sacch. oviformis. Они, обладая высокой спиртоустойчивостью, способны сбраживать остатки сахара. Могут сохраняться в жизнеспособном состоянии в течение не только месяцев, но и нескольких лет. 

В 1963 г. Бивен и Маковер обнаружили антагонизм между расами дрожжей Saccharomyces, который выражается в том, что одни дрожжи способны вырабатывать вещества, убивающие другие дрожжи. Этот фактор был назван киллер-фактором, а дрожжи, обладающие им, отнесены к фенотипу киллеров (убийц). Киллер-фактор состоит из протеина и полисахарида (3:1). 

Дрожжи, погибающие под действием киллер-фактора, относятся к фенотипу чувствительных. 

Третий фенотип составляют нейтральные дрожжи, которые не погибают под действием убийц и не угнетают чувствительных. 

При брожении верх берут убийцы и нейтральные дрожжи, а чувствительные погибают в конкурентной борьбе с ними. Поэтому целесообразно для обеспечения брожения на чистых культурах дрожжей вводить в сусло разводки более конкурентоспособных рас фенотипов киллер или нейтральный. 

Дрожжи, выведенные специально для сбраживания виноградного и плодово-ягодного сусла, кроме того, как правило, сульфитоустойчивы. Поэтому вводимый в среду сернистый ангидрид позволяет подавить слабо бродящие дрожжи и другие вредные микроорганизмы и поставить настоящие винные дрожжи в наиболее благоприятные условия. 
Чистые культуры дрожжей
Роль чистых культур дрожжей в виноделии
К чистым культурам дрожжей относят дрожжи, выделенные из одной клетки и специально подобранные путем селекции для определенных типов вин - столовых, шампанских, полусладких, десертных, крепких, хересных и др. 

Только применяя чистую культуру дрожжей, можно получать вина с заранее заданными качествами. Это происходит потому, что внесенная в сусло в определенном количестве (обычно 2-3%) разводка чистой культуры попадает в оптимальные условия, и дрожжи, энергично размножаясь, подавляют дикую микрофлору, завладевают брожением и быстро сбраживают сахар. 

Способ получения чистых культур дрожжей из одной изолированной клетки был разработан в 1881 г. датским ботаником Ганзеном применительно к пивоваренному производству. В виноделии чистые культуры дрожжей впервые применил немецкий ученый Мюллер-Тургау. 

В России первые опыты с чистыми культурами дрожжей проводились в Никитском ботаническом саду К. А. Рудзским и А. М. Настюковым (1893-1897 гг.). 

Научно-исследовательские учреждения бывшего СССР накопили большой опыт по селекции дрожжей. Ими выведены и переданы производству такие расы, которые сочетают в себе нужные и ценные для производства свойства. 

Выделены также расы местных дрожжей чистых культур с повышенной продуктивностью. Они имеют явное преимущество перед другими и дают неизменно положительные результаты. 

Советскими учеными выделено и изучено большое количество штаммов чистых культур дрожжей, которые рекомендуются для винодельческого производства: 
· дрожжи для белых вин - к этой группе относятся все расы чистых культур дрожжей, которые в суслах из зрелого винограда находят благоприятные условия для развития, быстро размножаются, подавляют развитие вредных микроорганизмов, полностью сбраживают сахар, хорошо осаждаются и улучшают качество вина;
· дрожжи для красных вин должны обладать теми же качествами, что и расы для белых вин, и дополнительно быть устойчивыми к повышенному содержанию дубильных и красящих веществ;
· спиртоустойчивые дрожжи - расы, принадлежащие к дрожжам вида Saccharomyces oviformis, хорошо размножаются в присутствии спирта и обладают другими положительными качествами;
· дрожжи для шампанского производства - спиртоустойчивые расы дрожжей, способные бродить под высоким давлением углекислого газа (до 0,6 МПа), давая ви́на с длительной «игрой» и хорошим пенообразованием, хорошо осаждаться, не отлагаясь на стенках бутылок при бутылочной шампанизации;
· сульфитостойкие дрожжи - расы, приученные бродить при повышенной концентрации сернистого ангидрида (150-200 мг/л) путем предварительного культивирования их в средах с возрастающим содержанием SО2;
· холодостойкие и теплостойкие дрожжи - дрожжи, приученные соответственно к низким (4-10°С) или высоким (30-35°С) температурам брожения;
· хересные дрожжи - расы, которые при доступе воздуха быстро образуют пленку на поверхности вина, создавая ароматические и вкусовые вещества, характерные для вина типа херес. 
Селекционированные дрожжи чистых культур имеются в специальных научно-исследовательских учреждениях и центральных лабораториях по виноделию и высылаются по требованию производства. При селекции чистых культур дрожжей учитывают их принадлежность к определенному фенотипу: убийц, нейтральных или чувствительных. Предпочтительно, чтобы раса чистой культуры дрожжей принадлежала к фенотипу убийц или в крайнем случае нейтральных. Если же она принадлежит к фенотипу чувствительных, в процессе спиртового брожения она будет всецело вытеснена природными дрожжами-убийцами, которые и поведут брожение. 

Применение чистой культуры дрожжей позволяет устранить все случайности, нарушающие спиртовое брожение, наиболее полно выявить положительные свойства, присущие вину из данного сорта винограда. 

Преимуществами сбраживания сусла чистой культурой дрожжей являются следующие: сусло забраживает быстро, причем с помощью тех дрожжей, свойства которых известны; брожение протекает плавно, без сильного пенообразования, и приводит к полному и глубокому выбраживанию сахара; в результате брожения образуется на 0,5-1,0% об. спирта больше, чем при самопроизвольном сбраживании; вина, выбродившие на чистых культурах дрожжей, содержат меньше летучих кислот и летучих эфиров, быстрее осветляются и обладают более чистым вкусом и букетом, менее подвержены заболеваниям, чем вина, получающиеся в результате самопроизвольного брожения. 

Методы выделения чистых культур дрожжей
Метод Коха. Исходный материал (дрожжевой осадок, вино, бродящий сок, взвесь почвы и т. д.) разбавляют в зависимости от количества клеток в соотношении 1:100 или 1:1000 стерильной водой или стерильным виноградным суслом. При помощи стерильных микропипеток на 0,1 мл вносят в стерильные чашки Петри соответственно 1 каплю (0,05 мл) взвеси, две и три. Во все чашки вливают из пробирок по 10 мл агаризованного виноградного сусла, расплавленного и охлажденного до 40-45°С. Распределяют содержимое чашки равномерно по всей ее поверхности и оставляют застыть на горизонтальной плоскости. Через несколько дней на поверхности агара появляются колонии дрожжей, достаточно удаленные друг от друга, чтобы можно было их пересеять, не затронув соседние. Если же колонии расположены густо, необходимо повторить опыт, увеличив разбавление исходного материала. 

Метод Коха не дает гарантии, что колония происходит из одной клетки. Для строгих научных исследований этот способ непригоден. Он практичен для разделения отдельных родов и видов дрожжей. 

Метод Линднера. Исходный материал разбавляют стерильным виноградным соком из такого расчета, чтобы в одной капле содержалась одна дрожжевая клетка. На стерильное покровное стекло наносят 10 капелек взвеси при помощи стерильного чертежного пера. Покровное стекло осторожно переворачивают над стерильным предметным стеклом с углублением, на дне которого находится стерильная вода. Края покровного стекла смазывают парафином и препарат микроскопируют. Капли, содержащие по одной дрожжевой клетке, обводят чернилами. После 2-3-дневного размножения отмеченные капли переносят в стерильную питательную среду для дальнейшего размножения. 

Метод Линднера имеет 2 модификации (разновидности). По первой модификации каплю, в которой находятся 2, 3 или 4 клетки, с помощью платиновой петли, заполненной виноградным соком, переносят на затвердевшую питательную среду в пробирке, проводя петлей черту. Из каждой клетки вырастут колонии, которые будут достаточно отдалены друг от друга, чтобы можно было их пересеять. 

По другой модификации клетки для выведения чистой культуры берут из молодой суточной культуры. Взвесь готовят в стерильной воде, к которой добавлен раствор метиленовой сини в разбавлении 1:10000. Разбавляют до тех пор, пока в одной капле не будет 0-2 клетки дрожжей. 

На стерильное предметное стекло наносят кашли взвеси, которые должны быть не больше поля зрения при увеличении в 150 раз, и микроскопируют. Если содержание дрожжей в капле не превышает двух, приступают к опыту: на осколки покровного стекла, диаметр которых меньше диаметра пробирки, наносят по одной капле взвеси и помещают на стерильное предметное стекло. Если капля содержит одну клетку, осколок стерильным пинцетом переносят в пробирку со стерильной питательной средой для размножения. Надежность опыта повышается, если взвесь делать в 0,01 % -ном растворе сорбита. 

Метод Клинкгаммера. Суспензию дрожжей разбавляют и наносят на стерильное предметное стекло так, чтобы в поле зрения микроскопа при увеличении в 450 раз было видно лишь несколько клеток. Среди этих клеток выбирают одну, которую всасывают капилляром и переносят в стерильную питательную среду. 

Выделение клеток дрожжей при помощи отделителя Годюруа. Этот метод основан на тонком распылении микросуспензии в виде аэрозоли при помощи прибора, сконструированного Годюруа. При этом образуются настолько мелкие капельки, что они не могут содержать более одной клетки. Это было доказано экспериментально. 
Выделенную любым способом чистую культуру хранят при температуре +5°С. Пересевы делают через 6 мес на виноградное сусло или 10%-ный раствор сахарозы. 

Приготовление дрожжевой разводки
Учреждения, снабжающие винодельческие предприятия чистыми культурами дрожжей, рассылают их перед началом сезона виноделия в виде колоний на твердой питательной среде или в виде осадка в жидкой питательной среде. 

Если небольшое количество дрожжей сразу внести в крупную емкость с суслом, то посторонние микроорганизмы, содержание которых в сусле значительно, подавят дрожжи чистой культуры. Поэтому дрожжи чистой культуры необходимо предварительно размножить, чтобы они могли своей массой подавить природную микрофлору. Приготовление разводки сводится к постепенному увеличению биомассы и активности дрожжевых клеток. 

При размножении чистой культуры дрожжей следует соблюдать стерильность, чтобы предохранить ее от загрязнения посторонними микробами. 

Готовят чистую культуру дрожжей на стерильном виноградном соке. Для его приготовления свежеотжатое виноградное сусло фильтруют через бумажный фильтр и нагревают до кипения. После охлаждения фильтруют вторично через двойной бумажный фильтр, разливают в колбы и баллоны на 2/3 их объема, закрывают плотными ватными пробками и стерилизуют в водяной бане в течение 20-30 мин. 

Для приготовления большого количества стерильного сусла используют сусло из пастеризатора или пропускают через него острый пар в течение 20 мин. 

Готовят дрожжевую разводку в 2 этапа: в лабораторных условиях и производственных. На лабораторном этапе постепенно увеличивают объем от пробирки до 500 мл, затем до 3 л, 10 и 20 л. Температура сусла при пересевах не должна превышать 25-28°С. Пересевают дрожжи в состоянии бурного брожения. 

На производственном этапе разводку готовят в бочонке на 300-350 л или в дрожжевом аппарате, используя сусло после отстаивания с содержанием сернистого ангидрида не ниже 100 мг/л. 

По мере расходования дрожжевой разводки аппарат доливают отстоянным сульфитированным суслом. Доливку разрешается повторять не более 2-3 раз.

Дрожжевую разводку вносят в сусло с таким расчетом, чтобы обеспечить преобладание дрожжей чистой культуры над другими возбудителями брожения и накопление в течение короткого времени 4% об. спирта, препятствующего развитию вредных микроорганизмов. 

Установлено, что для вытеснения спонтанной микрофлоры надо внести в 1 л сбраживаемого сусла 100 млн. дрожжевых клеток. Чтобы обеспечить нормальное брожение в начале сезона, вносят 3% дрожжевой разводки (по объему), затем ее количество уменьшают до 2%, а во второй половине сезона снижают до 1%. 

При переработке больного или механически поврежденного винограда количество вносимой разводки увеличивают до 5%. 

Современное крупное винодельческое предприятие потребляет в сезон виноделия 3500-7000 дал дрожжевой разводки. Приготовление такого количества разводки периодическим способом затруднительно. Поэтому ее готовят непрерывным способом в потоке. Разводку вносят в первый резервуар бродильной батареи, куда задается свежеотжатое сусло. Затем в состоянии бурного брожения часть дрожжей перекачивают во второй резервуар, из которого также в стадии бурного брожения - в третий, а затем в четвертый; контролируя состояние дрожжей во всех резервуарах, определяют тот, в котором дрожжи находятся в наиболее активном состоянии, и из него отбирают необходимое количество в производство. 
Условия, обеспечивающие применение чистых культур дрожжей
Для обеспечения чистоты брожения в виноделии пользуются следующими приемами: отстаивание сусла, сульфитация, внесение чистых культур дрожжей. 

Виноградный сок, полученный в результате раздавливания винограда, отстаивают. Чтобы он не забродил, в него вносят сернистый ангидрид. При отстаивании сусла содержащиеся в нем взвешенные частицы (обрывки кожицы, гребней, мякоти, пыль, а также микроорганизмы) оседают на дно резервуара, а осветленное сусло направляется на брожение. 

Отстаивание может быть заменено центрифугированием, которое позволяет получить осветленное и частично освобожденное от микрофлоры сусло значительно быстрее (за несколько минут вместо 18-24 ч при отстаивании). 

Сульфитация тормозит развитие посторонней микрофлоры сусла. Внесение чистой культуры дрожжей обеспечивает чистоту брожения. При этом дополнительным полезным приемом является применение бродильных шпунтов, предохраняющих сусло от доступа воздуха. 

Это позволяет дрожжам успешнее вести борьбу с аэробными микроорганизмами (уксуснокислыми бактериями и пленчатыми дрожжами). 

При приготовлении красных вин полезным приемом является погружение плавающей шапки, в которой особенно энергично могут развиваться уксуснокислые бактерии и другие вредные микроорганизмы. 

Метод сбраживания сусла на чистых культурах дрожжей с предварительным отстаиванием и сульфитацией является одним из самых рациональных методов брожения. Этот метод дает свои результаты при условии точного выполнения следующих требований: 
· сусло, поступающее на отстаивание, а также снятое с осадка, или мезга в чане не должны проявлять никаких признаков брожения;
· доза сернистого ангидрида, вводимого при отстаивании сусла, должна быть достаточной для подавления природной микрофлоры;
· в зависимости от кислотности среды и состояния винограда она колеблется от 50 до 150 мг/л;
· разводка селекционированных дрожжей, приученных к сернистой кислоте, должна находиться в состоянии бурного брожения;
· при внесении разводки в сусло должны соблюдаться санитарно-гигиенические условия, чтобы вместе с разводкой в сусло не попала посторонняя микрофлора;
· температура брожения должна поддерживаться на уровне 12-15°С;
· при сильном охлаждении сусла следует его подогревать, а при излишнем нагревании - охлаждать;
· раса чистой культуры дрожжей должна быть конкурентоспособной (фактор киллер), чтобы выжить в борьбе с природной микрофлорой. 

Роль популяций в виноделии
Многочисленные исследователи указывают, что при сбраживании сусла комплексом дрожжей получаются лучшие результаты, чем при сбраживании его одной расой. Так, дрожжи в смешанных культурах сбраживают больше углеводов, чем каждый вид в отдельности. Совместное культивирование Saccharomyces vini и Hanseniaspora apiculata способствует увеличению спиртообразующей способности и уменьшению образования летучих кислот по сравнению с исходной расой. Следовательно, Hanseniaspora apiculata, являясь сорняком брожения, в определенном соотношении с винными дрожжами (10:1) дает хорошие результаты. 

Изучение комплексных испанских хересных дрожжей показало, что в их состав входит и вид Hansenula - сильный эфирообразователь. Опыты по сбраживанию виноградного сусла на чистых культурах и комплексных культурах испанских хересных дрожжей, а также Hansenula показали, что в комплексе с 10-кратным преобладанием винных дрожжей брожение заканчивалось раньше, чем при использовании только чистой культуры, и виноматериал получил более высокую оценку. Присутствие вида Hansenula ускоряет, кроме того, образование пленки в процессе хересования. 

При сбраживании плодово-ягодных соков смесью различных рас Saccharomyces vini увеличивается выход спирта и улучшаются вкус и аромат вина. Присутствие в комплексе диких дрожжей Hanseniaspora apiculata и Torulopsis способствует повышению качества вина, но при совместном культивировании с Saccharomyces vini они вытесняются последними. 

Гибриды, полученные при скрещивании винных дрожжей с дикими, сохраняют способность сбраживать различные сахара и высокую энергию брожения, а также высокую пектолитическую активность, характерную для некоторых диких дрожжей. 

Гибридные культуры начинают и заканчивают брожение на 1-2 дня раньше, чем материнские винные, полностью сбраживают сахар. Осветление вин происходит быстрее. Вина, сброженные гибридами, как по химическому составу, так и по органолептическим показателям лучше, чем вина, полученные с использованием материнских дрожжей. 

Методы ингибирования микроорганизмов
Общие понятия
Ингибирование микроорганизмов, т. е. частичное или полное подавление их жизнедеятельности, необходимо на различных этапах приготовления вин. Так, при производстве соков нужно полностью ликвидировать микрофлору, при основном спиртовом брожении - задержать развитие дрожжей-сорняков и бактерий без существенной задержки действия культурных дрожжей. В любом случае нельзя допускать развития в вине ряда микроорганизмов, вызывающих его заболевания, например уксуснокислых бактерий. Яблочно-молочное брожение, вызываемое соответствующими бактериями, нужно допускать лишь в том случае, когда требуется снизить излишнюю кислотность молодого вина. Вторичное спиртовое брожение необходимо в производстве игристых вин, но недопустимо при производстве сладких и полусладких вин и т. д. 

Одни и те же методы ингибирования, дозы ингибиторов неодинаково действуют на различные микроорганизмы вина. Так, небольшие (до 100 мг/л) дозы сернистой кислоты полностью подавляют жизнедеятельность уксуснокислых бактерий, но не оказывают существенного влияния на развитие культурных винных дрожжей. Дозировка ингибитора в каждом конкретном случае зависит от цели данного технологического приема (полное или частичное подавление микрофлоры), от состава среды (вина, сока), т. е. от содержания спирта, сахара, азотистых веществ, величины рН и т. д., от концентрации микроорганизмов в среде. 

Возможно комбинирование нескольких ингибиторов. В этом случае доза каждого из них может быть снижена. Этот прием очень важен в виноделии, потому что почти любой ингибитор при значительной его дозе может оказать неблагоприятное действие на органолептические качества вина, на его химический состав. Используя комбинированное действие ингибиторов, можно подбирать их так, чтобы они дополняли друг друга. Например, сорбиновая кислота сильно ингибирует развитие дрожжей, но меньше влияет на бактерии, а сернистая кислота - наоборот. Комбинируя эти ингибиторы, можно при умеренных дозах обоих достичь хорошего эффекта стабилизации, особенно полусладких вин. Все перечисленные методы являются химическими. Кроме того, для подавления микрофлоры в сусле и винах, а также в производственных помещениях применяются физические методы ингибирования микроорганизмов: нагревание, охлаждение, облучение. 

Физические методы ингибирования
Обработка вина холодом. При обработке вина холодом виннокислые соли, дубильные, красящие, белковые и пектиновые вещества коагулируют и выпадают в осадок, увлекая за собой находящиеся в вине различные микроорганизмы, - происходит своего рода оклейка вина. 

Низкие температуры (порядка 0-5°С) угнетают жизнедеятельность всех микроорганизмов, но не убивают их, а лишь тормозят деятельность ферментов. Поэтому ингибирующее действие холода временно, в отличие от действия тепла. 

Обработка холодом широко применяется, например, для остановки спиртового брожения при производстве полусладких вин. 

Вина, особенно столовые, хранящиеся при пониженных температурах (10-12°С), меньше подвержены заболеваниям, чем вина, хранящиеся при нормальных температурах (18-20°С). 

Обработка вина теплом. Обработка вина теплом - прием, широко применяемый в виноделии для стерилизации вина и придания ему стойкости, для улучшения вкусовых качеств и ускорения созревания, для придания специфических свойств. 

Высокие температуры (50-100°С) убивают все микроорганизмы вследствие разрушения (денатурации) их белковых веществ, причем для ингибирования спор, которые устойчивее вегетативных клеток, требуются либо более высокие температуры, либо более длительное нагревание. 

Метод стерилизации пищевых продуктов нагреванием (пастеризация) применяется при приготовлении соков и вина. Причем, поскольку само вино представляет собой среду, не очень благоприятную для развития большинства микроорганизмов (содержащийся в вине спирт является хорошим естественным ингибитором), время его нагревания и температуры ниже, чем для соков, и лежат в пределах 55-70°С при длительности 1-2 мин. Чем больше в вине спирта и кислот, тем ниже может быть температура и меньше время пастеризации. Этим методом обрабатывают в основном вина с небольшим содержанием спирта и кислот, склонные к бактериальным заболеваниям. 

Облучение (актинизация). Этот прием ингибирования микроорганизмов (холодная стерилизация) сравнительно новый (разработки начаты в 30-х годах прошлого века). Он основан на способности жесткой волны (чем короче длина волны, тем она жестче), получаемой при ультрафиолетовом, инфракрасном и гамма-облучении, убивать микробы. Летальная (смертельная) доза облучения зависит кроме длины волны от вида микроорганизма, интенсивности облучения и ее длительности, концентрации микроорганизмов, оптической плотности среды и ее химического состава. 

Гамма-облучение основано на электромагнитном излучении с очень короткой длиной волны (менее 0,1 нм), испускаемым возбужденными атомными ядрами (используют в основном радиоактивный кобальт 60Со). Гамма-облучение, как наиболее жесткое, оказывает при значительных его дозах (10-50 кДж/кг) заметное действие на химический состав и свойства вина: увеличивается содержание альдегидов, изменяется его окраска. При еще более высоких дозах могут появиться тона сероводорода и меркаптанов, мышиный привкус, помутнения. Эти изменения при дальнейшей выдержке вина могут исчезнуть (через 2-3 мес). Хорошие результаты получаются при совместном действии гамма-лучей при излучении 500 тыс. - 1 млн. Дж/кг и небольших доз сорбиновой или сернистой кислот. 

Устойчивость различных микроорганизмов к гамма-облучению весьма неодинакова и зависит от их вида и даже расы. Молочнокислые бактерии устойчивее дрожжей, а из последних наиболее устойчивы Hanseniaspora и Torulopsis.

Содержание в среде сахара ослабляет действие гамма-облучения. 

Ультрафиолетовое облучение - вид облучения менее жесткий, чем гамма-облучение (длина волны 10-380 нм). Его применяют для стерилизации соков и вин, а также помещений, используя для этого бактерицидные лампы. В производстве белых столовых вин достигается ликвидация ряда микроорганизмов без отрицательного влияния на качество вина. Хорошие результаты дает комбинированное действие сорбиновой кислоты и УФ-облучения. 

Осветление. Различные способы осветления вин и соков (отстаивание, оклейка, фильтрация, центрифугирование) обычно сопровождаются значительным уменьшением количества клеток микроорганизмов, содержащихся в жидкости, так как они отделяются вместе с осадком. Следовательно, происходят замедление и ослабление их действия. В некоторых случаях (фильтрация через обеспложивающие пластины) микрофлору можно удалить полностью. 

 Химические методы
Ингибировать микроорганизмы можно, применяя сернистую или сорбиновую кислоты и другие вещества аналогичного действия. 

Сернистая кислота в газообразном или сжиженном виде широко применяется в виноделии уже с конца позапрошлого века. Как доказано практикой, умеренные ее дозы (порядка 100 мг/л) отрицательного влияния на качество вина не оказывают. Однако таких низких доз часто бывает недостаточно для ингибирования микроорганизмов, и приходится их увеличивать, что становится опасным для здоровья потребителя. Поэтому законодательство ряда стран ограничивает содержание сернистой кислоты в вине. 

Следует иметь в виду, что сернистый ангидрид, введенный в сусло или вино, растворяясь, дает сернистую кислоту Н2SО3, которая тотчас начинает реагировать с составными частями сусел и вин: альдегидами, сахарами, красящими веществами и т, д. Образуются две формы сернистой кислоты: свободная и связанная, которые находятся в динамическом равновесии. С течением времени бо́льшая часть сернистой кислоты переходит в связанную форму. Поскольку действие сернистой кислоты в связанной форме примерно в 10 раз слабее, чем в свободной, доза общего содержания сернистой кислоты ограничена 200 мг/л, а свободной только 20 мг/л. 

Сернистая кислота заметно ослабляет окраску вин, особенно красных, ухудшает букет и вкус вина. Она тормозит окислительные процессы, в частности действие окислительных ферментов, и поэтому рекомендуется при склонности вина к бурому кассу. 

В ходе спиртового брожения большая часть ее улетучивается вместе с СO2. 

Следует заметить, что содержание сернистой кислоты ограничивается только в готовом вине. В процессе же виноделия количества ее могут быть гораздо более значительными. В частности, в сезон виноделия иногда бывает нужно законсервировать на время часть виноградного сусла, что и достигается массивными дозами сернистой кислоты порядка 300-400 мг/л. Полученное таким образом сульфитированное сусло в дальнейшем может быть использовано для уваривания, десульфитации или купажирования. 

Наиболее чувствительны к действию сернистой кислоты уксуснокислые бактерии, потом дрожжи-сорняки и в меньшей степени культурные дрожжи. 

Сорбиновая кислота (СН3–СН=СН–СН=СН–СООН) или ее более растворимая калиевая соль (сорбат калия) также применяются в виноделии в качестве консервантов (стабилизаторов), особенно при изготовлении полусладких вин, в дозах 100-200 мг/л. Повышение доз сорбиновой кислоты неблагоприятно сказывается на вкусе («гераниевый тон»). 

Сорбиновая кислота ингибирует в основном дрожжевую микрофлору, мало действуя на бактерии. Именно поэтому сочетание сорбиновой кислоты с сернистой, действующей в основном на бактерии, дает хороший ингибирующий эффект. 

Чем выше в вине содержание спирта, тем меньшая доза сорбиновой кислоты применяется. Сорбиновую кислоту можно использовать и при приготовлении сладких плодовых и ягодных соков, но в этом случае доза ее должна быть выше (до 1 г/л), или же ее комбинируют с умеренной тепловой обработкой. 

В том случае, когда невозможно предохранить вино от контакта с воздухом (открытая поверхность вина вызывает нежелательное окисление и может привести к развитию аэробной микрофлоры), предложено наносить на его поверхность герметик СВС (сохраняющая вино суспензия). Его действующими началом является метабисульфит калия (K2S2O5), который, постепенно разлагаясь, выделяет сернистую кислоту. Срок действия этого препарата, представляющего собой подвижную жидкость с желтоватым оттенком и слабым запахом сернистой кислоты, не менее 5 лет при добавлении 1-2 раз в год небольших порций. 

Помимо указанных выше ингибиторов в винодельческой промышленности для мойки посуды или дезинфекции помещений применяется ряд других веществ: пустые бочки для вина до сезона виноделия окуривают серой или заполняют сульфитированной водой; посуду и стеклопроводы, особенно бывшие в контакте с больными винами, обрабатывают растворами антиформина, перманганата калия, хлорной извести, формалина, стеклопроводы дезинфицируют 0,5%-ным раствором катапина. После указанных обработок объекты должны быть тщательно промыты водой и проверены на полное удаление дезинфицирующих средств.

Процессы, связанные с развитием микроорганизмов в вине
Биологическое кислотопонижение вин
Биологическое кислотопонижение вин, или яблочно-молочнокислое брожение, - процесс, очень часто желательный в виноделии. Он происходит чаще всего в молодых винах, содержащих яблочную кислоту. Классическими возбудителями этого процесса считаются гетероферментативные кокки Bact. gracile (Leuconostoc gracile), а также гомоферментативные кокки рода Micrococcus (Pediococcus). В результате жизнедеятельности этих бактерий двухосновная яблочная кислота превращается в одноосновную молочную кислоту и выделяется углекислый газ, за счет чего происходит снижение титруемой*, а также активной кислотности (повышение величины рН): 

СООН - СН2 - СНОН - СООН → СН3 - СНОН - СООН + CO2. 
   Яблочная кислота                   Молочная кислота  

{*Титруемая кислотность - это сумма свободных кислот и кислых солей, способных титроваться щелочью. Она выражается в граммах на 1 л (в пересчете на винную кислоту) или в миллиграмм-эквивалентах на 1 л, что отвечает количеству миллилитров нормальной щелочи, требуемой для нейтрализации 1 л виноградного сока (для винной кислоты 7,5 г/л = 100 мг-экв/л).} 

Из 1 г яблочной кислоты образуется 0,67 г молочной кислоты. 

Превращение яблочной кислоты в молочную не сопровождается выделением энергии, поэтому бактерии нуждаются в дополнительном ее источнике. Таким источником могут служить азотсодержащие вещества, а также остаточный сахар. Яблочно-молочнокислое брожение начинается сразу после спиртового, когда молодые вина еще содержат достаточно сахара для удовлетворения потребности в нем бактерий. 

При разложении 1 г яблочной кислоты содержание экстрактивных веществ уменьшается на 0,329 г. Объясняется это тем, что наряду с яблочной кислотой происходит разложение незначительных количеств глицерина, лимонной кислоты, аминокислот с образованием кроме молочной кислоты небольшого количества уксусной. 

Деятельность бактерий в значительной степени зависит от наличия в среде стимулирующих веществ: витаминов и факторов роста, таких, как биотин, аминобензойная кислота, никотиновая кислота, пантотеновая кислота, рибофлавин, лактофлавин и др. Важную роль играют и аминокислоты: аланин, аргинин, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота, гликокол, серин. 

Соли магния, марганца, элементарная сера и калий активируют ферменты, участвующие в разложении яблочной кислоты. 

На скорость разложения яблочной кислоты существенное влияние оказывает активная кислотность вина. Так, в винах Молдавии развитие бaктерий-кислотопонижателей возможно при рН 2,7-2,8. Однако высокая активная кислотность замедляет разложение яблочной кислоты. Например, в винах с величиной рН 3,24 разложение яблочной кислоты заканчивается через 1,5 мес после окончания спиртового брожения, в винах с рН 2,8 - только через 6 мес. 

Н. И. Бурьян из 120 штаммов молочнокислых бактерий отобрала 6 наиболее кислотоустойчивых, способных разлагать яблочную кислоту при рН 3,06. 

При обогащении высококислотных вин дрожжевым автолизатом тормозящее действие кислот на развитие бактерий значительно уменьшается. 

На скорость процесса яблочно-молочнокислого брожения большое влияние оказывает температура. Низкие температуры (ниже 10°С), а также высокие (выше 35°С) тормозят процесс кислотопонижения. Однако, если бактерии начали размножаться при оптимальной температуре (15-18°С) и процесс кислотопонижения начался, он может продолжаться даже при температуре 5°С. 

Бактерии яблочно-молочнокислого брожения значительно более чувствительны к спирту, чем молочнокислые бактерии - возбудители молочнокислого скисания крепких вин. Если концентрация спирта 10-12% об. не оказывает существенного влияния на жизнедеятельность бактерий-кислотопонижателей, то содержание спирта более 14-15% об. резко тормозит обмен их веществ. 

Танин винограда в значительной степени угнетает деятельность бактерий-кислотопонижателей, так как он способен адсорбировать белковые вещества и этим лишать бактерии крайне необходимых им биотических веществ. Еще более сильным бактерицидным действием обладает танин дуба. 

Окислительно-восстановительный потенциал является одним из основных физико-химических факторов, обусловливающих биологическое кислотопонижение. Чем ниже окислительно-восстановительный потенциал, тем активнее развиваются бактерии и быстрее происходит биологическое кислотопонижение. Этим объясняется более быстрое протекание яблочно-молочнокислого брожения вин в крупных герметических резервуарах по сравнению с бочками. 

Бактерии яблочно-молочнокислого брожения весьма чувствительны к сернистому ангидриду: содержание его в вине в количествах более 50 мг/л тормозит развитие бактерий, причем чем выше кислотность вина, тем сильнее проявляются антисептические свойства сернистого ангидрида. Поэтому сернистый ангидрид используется для регулирования этого процесса. 

Биологическое кислотопонижение в малокислотных винах – опасный и совершенно недопустимый процесс, так как он ведет к ухудшению вкуса вина, а нередко и к полной его порче. Чтобы предупредить этот процесс, необходимы следующие меры: длительное отстаивание сусла с сульфитацией в дозах 120-150 мг/л; снятие вина с дрожжевого осадка сразу после выбраживания сахара; дополнительная сульфитация вина до 100-150 мг/л в зависимости от кислотности; подкисление вина; хранение вина при низкой температуре (8-10°С). 

Биологическое кислотопонижение в шампанских виноматериалах необходимо в тех случаях, когда они имеют излишнюю кислотность. Присутствие бактерий-кислотопонижателей в шампанских виноматериалах тормозит бродильную деятельность дрожжей, приводит к образованию масок и может быть причиной помутнения готового шампанского. 

В столовых винах с повышенной кислотностью биологическое кислотопонижение - процесс весьма желательный и полезный. Вина становятся более мягкими, гармоничными, полными и зрелыми, в них развивается букет выдержки. 

Управление развитием и жизнедеятельностью молочнокислых бактерий в вине может быть пассивным и активным. Пассивное регулирование заключается в контроле спонтанно возникшего кислотопонижения с целью его стимулирования или подавления. Активное регулирование биологического кислотопонижения осуществляется введением в вино чистой культуры молочнокислых бактерий. При этом необходим систематический микробиологический и химический контроль за разложением яблочной кислоты. Каждые 10 дней проверяют титруемую кислотность вина и следят за размножением бактерий путем микроскопирования. Когда титруемая кислотность снизится на 1-2 г/л, считается, что кислотопонижение началось, и контроль осуществляют чаще, через 4-5 дней. Когда титруемая кислотность снижается до 8 г/л, определяют наличие в вине яблочной кислоты хроматографическим методом. Если яблочной кислоты в вине нет и титруемая кислотность снизилась до 6,8 г/л, процесс приостанавливают дополнительной сульфитацией из расчета 100-120 мг/л с последующей оклейкой и фильтрацией, чтобы освободить вино от бактерий. Дальнейший контакт вина с бактериями опасен, так как последние из-за отсутствия яблочной кислоты вынуждены потреблять содержащиеся в вине глицерин, лимонную кислоту, азотсодержащие вещества, образуя при этом летучие кислоты, ухудшающие вкус вина. 

Помутнения вин. Дрожжевые помутнения
Дрожжевые помутнения связаны с наличием в вине дрожжевых клеток, а также с состоянием вина и условиями его хранения. В производстве или в торговой сети нередко наблюдается, что совершенно прозрачное вино, разлитое в бутылки, вскоре теряет блеск, тускнеет, а затем мутнеет, на дно бутылки выпадает осадок. После взмучивания осадка он осаждается довольно медленно. 

Микроскопированием установлено, что вторичное забраживание вин и их помутнение вызываются присутствием в вине целой группы различных дрожжевых организмов. Они могут попасть в вино (вторичная инфекция дрожжами) с винодельческой аппаратуры, инвентаря, посуды, различных материалов и винохранилищ или же могут остаться в вине после выбраживания как часть первичной микрофлоры виноградного сусла. 

Благоприятными условиями для развития дрожжевых организмов являются наличие в сухом вине остаточного несброженного сахара (в помутневших винах содержится от 0,07 до 0,95% сахара), кислорода, которым вина обогащаются при различных технологических операциях (доливка, открытая переливка, фильтрация, розлив вина и пр.). 

Установлено, что в отсутствие достаточного количества кислорода дрожжи не развиваются в вине даже при наличии значительных количеств сахара. Обогащение вина кислородом способствует не только оживлению дрожжевых клеток находящихся в вине в угнетенном состоянии, но и переходу некоторых видов дрожжей, в особенности пленчатых, в окислительную стадию. В этой стадии дрожжи окисляют спирт и кислоты вина. 

В большинстве случаев помутнение вызывается размножением пленчатых дрожжей Candida mycoderma, Pichia, Hansenulа, Вгеttаnоmусеs, в редких случаях - Saccharomyces oviformis и только в исключительных случаях - Saccharomyces vini. 

Французский исследователь Пейно установил, что при брожении в соках с высоким содержанием сахара винные дрожжи Saccharomyces vini могут образовывать всего лишь 13-14% об. спирта, а дальнейшее выбраживание ведут расы вида Saccharomyces oviformis, которые способны образовывать свыше 18% об. спирта. Пейно установил также, что именно дрожжи этого вида способны оставаться длительное время в вине (месяцами или даже годами) в жизнедеятельном состоянии и явиться причиной возобновления брожения и появления мути. Чаще всего эти дрожжи и вызывают вторичное брожение в молодых красных винах. 

Причиной возобновления брожения белых сульфитированных вин или же вин, подслащенных сульфитированным суслом, являются специфические сульфитоустойчивые дрожжи Sacch. Ludwigii. В сладких винах спиртуозностью не выше 12% об., в которых брожение было искусственно прервано сульфитацией, вторичное брожение могут вызвать дрожжи Sacch. acidifaciens. 

В сырых винных подвалах среди плесневых грибов поселяется и дрожжеподобный грибок Brettanomyces. Он обычно питается парами спирта, которые выделяются из вина при различных технологических операциях. Однако, попадая в вино, он способен там развиваться, образуя муть, летучие кислоты и придавая вину мышиный тон. 

Профилактическими мероприятиями против дрожжевых помутнений являются следующие: проведение полного выбраживания сухих вин с применением рациональных методов брожения (отстаивание и сульфитация сусла, применение чистых культур дрожжей); проведение всех технологических приемов (доливка, переливка, фильтрация, розлив) без доступа воздуха; защита вина от вторичной дрожжевой инфекции; создание нормальных температурных условий хранения вина. Для получения стойких к микробиальным помутнениям столовых вин применяют холодную стерилизацию и сульфитацию. 

Бактериальные помутнения
Бактерии-кислотопонижатели могут вызвать помутнение столовых бутылочных вин. Биологическое кислотопонижение проходит спонтанно и стихийно с большей или меньшей скоростью в различных винах. Поэтому, если этот процесс не регулировать, снижение кислотности будет происходить там, где оно нежелательно и, напротив, может не произойти в тех винах, где оно крайне необходимо. 

Если молодые бочковые вина с повышенной кислотностью излишне сульфитированы и рано сняты с дрожжевого осадка, то бактерии развиваются крайне медленно и не настолько, чтобы осуществить яблочно-молочнокислое брожение. Такие вина перед розливом в бутылки хотя и подвергаются различной обработке (оклейке, фильтрации), но полностью от бактерий не освобождаются. 

В дальнейшем при недостаточной сульфитации, благоприятной температуре и наличии в вине яблочной кислоты бактерии начинают снова развиваться в бутылочных винах. Вина теряют блеск и прозрачность, опалесцируют или даже мутнеют. На дно бутылки выпадает осадок, вина утрачивают свой товарный вид. 

Для предупреждения бактериального помутнения вин, содержащих значительное количество яблочной кислоты, их необходимо подвергать яблочно-молочнокислому брожению, а по окончании его освобождать от бактерий.

Болезни вин. Цвель
Цвель - эта болезнь вина вызывается пленчатыми дрожжами и имеет широкое распространение в винодельческой промышленности. 

Пленчатые дрожжи (Hansenula, Pichia, Candida) при доступе воздуха через 2-3 дня образуют на поверхности вина в неполных емкостях пленку и вызывают глубокие химические изменения, портящие вкус вина. Оптимальной температурой для развития пленчатых дрожжей является 24-28°С, минимальной - 4, максимальной - 34°С. 

Спиртовыносливость их различна и в значительной степени зависит от температуры. При низкой температуре вина, содержащие 10% об. спирта, редко заболевают, а содержащие 12% об. спирта, стабильны в отношении пленчатых дрожжей. При оптимальной для пленчатых дрожжей температуре вина поражаются и при 14% об. спирта. Кроме того, имеются отдельные штаммы пленчатых дрожжей, которые обладают высокой спиртовыносливостью и развиваются при 14% об. спирта. 

Пленчатые дрожжи способны к получению энергии в процессе аэробного дыхания и в меньшей степени - к спиртовому брожению. При потреблении спирта на дыхание они образуют в различных количествах промежуточные продукты: уксусную кислоту, уксусный альдегид, пировиноградную кислоту, этиловый эфир уксусной кислоты. После полного разрушения спирта пленчатые дрожжи в качестве энергетического материала могут использовать и образованную ими уксусную кислоту. Помимо спирта пленчатые дрожжи разрушают нелетучие кислоты (за исключением винной), а также глицерин, что и обусловливает значительное снижение экстрактивности вина. В наибольшей степени глицерин до молочной кислоты разлагают дрожжи Hansenula. 

Пленчатые дрожжи весьма устойчивы к действию сернистого ангидрида: их развитие не приостанавливается даже при 500 мг/л общего его количества. Сульфитоустойчивость дрожжей объясняется тем, что они восстанавливают соли сернистой кислоты в элементарную серу или в сероводород. Поэтому в винах с высокой концентрацией сернистого ангидрида в результате развития в них пленчатых дрожжей образуется сильный сероводородный тон. 

На ранней стадии развития пленчатые дрожжи обладают высокой восстанавливающей способностью, защищая вино от окислительных процессов. С возрастом восстанавливающая способность дрожжей ослабевает. 

Из сказанного ясно, что борьба с цвелью вина должна быть основана прежде всего на прекращении доступа кислорода к пленчатым дрожжам. 

Важными профилактическими средствами против цвели вина являются строгое соблюдение всех технологических правил переработки винограда, регулярная и тщательная доливка емкостей здоровым вином, хранение вин при низкой температуре и содержание тары и всего оборудования, которое соприкасается с виноградом пли вином, в чистоте. 

Если болезнь зашла далеко и вино помутнело, его фильтруют, затем пастеризуют при 62°С в течение 5 мин и купажируют со здоровым вином или же оставляют до следующего сезона, когда белые вина подвергают вторичному перебраживанию с добавлением свежего сусла, а красные настаивают на выбродившей мезге после снятия вина с мезги. 

Уксусное скисание
Уксусное скисание - это весьма опасная болезнь как молодых, так и старых вин. Возбудителями данного заболевания являются уксуснокислые бактерии. 

Уксусное скисание - энергетический процесс. При окислении этилового спирта выделяется энергия, которую бактерии потребляют для своей жизнедеятельности. 

Окисление спирта до уксусной кислоты кислородом воздуха происходит с помощью сильного окислительного фермента, вырабатываемого бактериями. Окисление это начинается в верхних слоях вина и постепенно идет вниз. Окислению спирта способствует и то обстоятельство, что образовавшаяся уксусная кислота, как более тяжелая, опускается, а спирт, как более легкий, поднимается и подвергается окислению. 

Окисление этилового спирта происходит по уравнению СН3СН2ОН+О2=СН3СООН+Н2О (теоретически из 100 г спирта получается 130 г уксусной кислоты). 

Однако в данном процессе нет истинного окисления, т. е. переноса кислорода на исходный материал (спирт). Кислород является лишь акцептором (переносчиком) водорода, а фермент дегидрогеназа дегидрирует спирт в уксусный альдегид по формуле СН3СН2ОН+О2=СН3СНО+Н2О2. Образовавшаяся перекись водорода (Н2О2), как известно, для бактерий весьма ядовита, однако она под действием фермента каталазы очень быстро разлагается на водород и кислород и не успевает оказать губительного действия на бактерии. 

Кроме этилового спирта бактерии способны окислять одно- и многоатомные спирты, углеводы и другие вещества. Одноатомные спирты окисляются в соответствующие кислоты, например, пропиловый спирт в пропионовую кислоту, бутиловый - в масляную. Многоатомные спирты окисляются в кетосахара. Пентановые и гексановые спирты переводятся бактериями в альдосахара: маннит во фруктозу, сорбит - в сорбозу. Моносахариды превращаются в соответствующие кислоты, например, глюкоза - в глюконовую. Уксуснокислые бактерии чаще всего поражают низкоспиртуозные (от 9 до 12% об. спирта), малокислотные, малоэкстрактивные вина. Белые вина подвергаются заболеванию чаще, чем красные, богатые дубильными веществами. 

О заболевании вина свидетельствуют появление на его поверхности пленки и характерный запах уксусной кислоты, уксусного альдегида и уксусноэтилового эфира. 

О количественном увеличении содержания уксусной кислоты судят по увеличению летучей кислотности вина. При спиртовом брожении виноградных сусел уксусная кислота образуется из сахара как побочный продукт в небольших количествах: в белых винах до 0,8 г/л, в красных - до 1,0 г/л. 

При выдержке вин, особенно при повышенных температурах и доступе воздуха, количество летучих кислот может несколько увеличиться. Однако быстрое и значительное увеличение содержания летучих кислот происходит лишь при заболеваниях вин и является их симптомом. Допускаемое количество летучих кислот в пересчете на уксусную в винах бывшего Советского Союза таково: белых - до 1,2 г/л, красных и кахетинских - до 1,5 г/л, мадере и винах, прошедших тепловую обработку, - до 1,75 г/л. 

Размножению уксуснокислых бактерий способствуют открыто плавающая шапка при брожении красных вин, особенно при недостаточном размешивании, медленное прессование, остающиеся в чанах выжимки и мезга при повышенной температуре, длительное незабраживание сусла при низкой температуре. Но главным фактором, стимулирующим процесс уксусного скисания, является обильный доступ кислорода к вину в неполных емкостях и использование для доливки скисшего вина. 

Надежных методов лечения вин от уксусного скисания нет, поэтому главное в борьбе с ним - это профилактика, предусматривающая сортировку винограда при приемке (удаление больных и поврежденных гроздей); сульфитацию сусла и мезги, что способствует как прямому предохранению бродящего сусла от развития бактерий, так и косвенному, за счет снижения температуры бродящего сусла при более плавном ходе брожения; применение чистых культур дрожжей; соблюдение чистоты помещения, тары и всей аппаратуры, соприкасающейся с вином; соблюдение условий правильного брожения, особенно для красных вин: частое перемешивание мезги, применение специальных систем закрытых чанов, предохраняющих мезгу от доступа воздуха; предохранение вина, склонного к заболеванию, от излишнего доступа воздуха; правильную, регулярную и тщательную доливку неполных емкостей здоровым вином; использование сернистого ангидрида и низких температур брожения и хранения. 

В начальной стадии заболевания вино можно исправить путем сульфитации из расчета 60-70 мг/л или фильтрования и последующей пастеризации при 60-70°С в течение 5-15 мин. 

Для исправления заболевших вин может быть использован прием перебраживания их на свежей выжимке. По окончании брожения вино сливают в обработанные сернистым ангидридом бочки или пастеризуют. Однако необходимо помнить, что какими бы способами ни исправляли больное уксусным скисанием вино, его первоначальные качества не могут быть восстановлены. 

Молочнокислое брожение 
Молочнокислое брожение – это болезнь, которая широко распространена, опасна и приносит большой материальный ущерб винодельческой промышленности, особенно в южных районах виноградарства и виноделия. 

Молочнокислому брожению подвергаются все типы вин: сухие с остаточным сахаром (недоброды), полусладкие, десертные, крепкие, вермуты, а также яблочные вина. 

Шампанские вина - неблагоприятная среда для развития молочнокислых бактерий, но при нарушении технологического процесса резервуарной шампанизации (использование шампанских виноматериалов, значительно инфицированных бактериями, и применение недостаточно активных дрожжей) продукты жизнедеятельности бактерий угнетающе действуют на процесс вторичного брожения, что значительно снижает качество шампанского. 

Особенно сильно молочнокислое брожение вин с повышенной спиртуозностью распространено в южных винодельческих районах и, в частности, в республиках Средней Азии. Эта болезнь подробно изучена Е. И. Квасниковым и Г. Ф. Кондо. 

Болезнь развивается с той или иной быстротой в зависимости от состава вина, условий его приготовления и хранения. Сухие низкокислотные вина с недобродом скисают очень быстро, вина с высоким содержанием кислот, сахаров, спирта довольно устойчивы против этой болезни. 

Вина, подвергшиеся молочнокислому брожению, мутнеют, теряют прозрачность и блеск. В них появляются «шелковистые волны», которые хорошо заметны, если просматривать бокал с вином в проходящем свете. При развитии болезни вино приобретает неприятный сладковато-кислый «царапающий» вкус. Свойственный сорту винограда аромат исчезает и заменяется неприятным запахом квашеных овощей. Часто заболевание сопровождается образованием в вине «мышиного» привкуса. 

Возбудителями данного заболевания являются гетероферментативные молочнокислые бактерии. Характерным их свойством является высокая приспосабливаемость к развитию при больших концентрациях спирта. Так, все штаммы Lасtоbасtегium buchneri, выделенные из больных вин, развиваются при концентрации спирта 16-23% об., а отдельные штаммы - до 25% об. спирта. Значительной спиртоустойчивостью обладают также бактерии, принадлежащие к видам L. рlаntаrum, L. brevi, L. fermentii. Выделенные Е. И. Квасниковым из находящейся на поверхности растений микрофлоры Средней Азии, они развивались в средах, содержащих 16-20% об., а единичные - 22% об. спирта. 

Степень устойчивости бактерий к спирту зависит от возраста культуры. Молодая культура размножается в средах с высоким содержанием спирта наиболее быстро. С возрастом скорость размножения ее в этих средах падает. Сопротивляемость клеток воздействию спирта значительно ослабевает на средах, обедненных питательными компонентами и витаминами. 

В винах без добавки дрожжевого автолизата бактерии развиваются при более низкой концентрации спирта, чем указывалось выше. Бактерицидные свойства спирта по отношению к молочнокислым бактериям значительно возрастают при высоких температурах. Так, например, на средах, содержащих 16% об. спирта, большинство штаммов L. buchneri при температуре 36°С не развивается, а при 38°С развитие всех штаммов прекращается. 

На развитие молочнокислых бактерий оказывает огромное влияние кислотность среды и прежде всего активная (величина рН). 

По силе воздействия кислоты различаются между собой. Наибольшее влияние из кислот винограда на молочнокислые бактерии оказывает винная кислота как наиболее диссоциированная. Лимонная кислота в этом отношении менее активна и, кроме того, она может разлагаться некоторыми молочнокислыми бактериями. 

Большой практический интерес представляет установление минимальной границы активной кислотности, препятствующей развитию бактерий в суслах и винах. В австралийских крепленых винах молочнокислые бактерии в состоянии развиваться при значении рН 3,6, в малоспиртуозных винах некоторые штаммы могут расти при рН 3,4. В калифорнийских столовых винах рост бактерий лимитируется рН 3,3-3,5, а в десертных - около 3,5. По данным Е. И. Квасникова, рост бактерий на виноградном сусле с дрожжевым автолизатом не происходит при рН выше 3,4-3,5. 

В винах молочнокислые бактерии развиваются при более низкой активной кислотности. Большинство штаммов не развивается в винах с рН ниже 3,5 и только единичные растут в вине при рН 3,4-3,3. 

Температурные границы развития молочнокислых бактерий на средах без спирта и обогащенных дрожжевым автолизатом лежат в пределах 4-42°С. Наиболее интенсивный рост бактерий наблюдается в пределах температур 20-35°С. 

Высокие концентрации сахара тормозят развитие бактерий. Так, при содержании в среде спирта 10% об., сахара 25-30% рост бактерий наблюдается на 15-е сут, при 40% сахара – на 25-е сут, а при 45% бактерии начинают развиваться только через месяц. Однако те концентрации сахара в сочетании со спиртом, которые могут содержаться в вине, мало тормозят развитие молочнокислых бактерий. 

Танин винограда, переходящий в сусло в процессе настаивания на мезге, не оказывает отрицательного влияния на жизнедеятельность бактерий. Танин дуба действует на них губительно. 

Сернистая кислота, широко используемая в винодельческой промышленности в качестве антисептика, является эффективным средством в борьбе с молочнокислыми бактериями. Установлено, что в виноградном сусле с рН 4,2 подавляющее большинство штаммов бактерий развивается при концентрации сернистого ангидрида до 60 мг/л, единичные клетки выдерживают 70-80 мг/л, при дозе 80 мг/л жизнедеятельность бактерий в сусле любого состава полностью прекращается. В десертных винах (pН 4,2 и 12% об. спирта) при дозе сернистого ангидрида 60 мг/л развиваются только некоторые штаммы, а доза 80 мг/л полностью останавливает развитие всех штаммов бактерий. 

В вина молочнокислые бактерии проникают из различных очагов инфекции: больного вина, недоброкачественного винограда, зараженной тары для винограда и вина, загрязненных аппаратуры и инвентаря, стоячей, недостаточно чистой воды. 

Распространению заболевания способствует уксусная мушка, которая в сезон виноделия быстро размножается и разносит бактерии по территории завода. 

Молочнокислые бактерии как факультативные анаэробы развиваются не на поверхности, а во всей толще вина и могут обходиться без свободного доступа воздуха. 

Основным свойством бактерий, вызывающих молочнокислое брожение вина, является способность их сбраживать сахар и образовывать в качестве главного продукта брожения молочную кислоту. Поэтому при развитии их в крепких, десертных и недоброженных сухих винах наблюдается уменьшение содержания сахара, увеличение титруемых (до 9 г/л) и летучих кислот (до 4 г/л) за счет молочной и уксусной кислот. Нередко выделяется углекислый газ, поэтому создается впечатление, что вино дображивает. При сбраживании фруктозы бактерии образуют маннит. Болезнь часто сопровождается появлением в вине «мышиного» тона. Таким образом, под влиянием жизнедеятельности молочнокислых бактерий - возбудителей заболевания вин, происходят глубокие, необратимые химические изменения, ведущие к порче вина. Поэтому главным в борьбе с данным заболеванием должно быть не лечение, а предохранение вина от проникновения бактерий. 

Основные профилактические мероприятия предусматривают соблюдение чистоты тары и аппаратуры (тару для винограда в сезон виноделия тщательно очищают от загрязнения и дезинфицируют 2% -ным раствором сернистой кислоты или хлорной известью с последующим промыванием водой; тару для вина моют, а затем пропаривают в течение 30 мин или замачивают в сернистой кислоте при концентрации ее 800 мг/л); сортировку винограда (удаление больных и поврежденных ягод); отстаивание сусла с одновременной его сульфитацией до 100-150 мг/л и дальнейшую периодическую сульфитацию вина до содержания в нем сернистого ангидрида не менее 80 мг/л; раннее снятие столовых вин с дрожжевого осадка (сразу же после окончания спиртового брожения) для предотвращения обогащения их продуктами распада дрожжевых клеток и последующую фильтрацию; повышение кислотности сусел и вин с малым содержанием кислот (целесообразно подкислять именно сусло, применяя для этого винную, а не лимонную кислоту. Вина лучше подкислять лимонной кислотой, так как введение винной кислоты приводит к образованию малорастворимого гидротартрата калия); соблюдение чистоты территории винодельческого завода (отходы виноделия с территории удаляют, полы и стоки дезинфицируют 2% -ной сернистой кислотой или хлорной известью); полную изоляцию больного вина от здорового и уничтожение уксусной мушки. 

Лечить вина можно лишь в самом начале развития болезни, используя для этого оклейку и фильтрацию, в том числе обеспложивающую; пастеризацию в течение 2 мин при температуре 55°С - для сухих высококислотных вин, 60-65°С - для вин среднего состава, 70-72°С - для вин, склонных к заболеванию и содержащих значительные количества молочнокислых бактерий, 45-50°С - для вин с высоким содержанием спирта (17-20% об.) и 50-55°С - для десертных вин (13-16% об. спирта); сульфитацию вин, находящихся в начальной стадии заболевания, до 150 мг/л применяют при отсутствии пастеризаторов и обеспложивающих фильтров с последующей фильтрацией и подкислением (при необходимости). 

Маннитное брожение
Болезнь – маннитное брожение, изучена слабо. По литературным данным, она поражает главным образом малокислотные сладкие красные вина южных районов (Алжир, юг Франции, республики Средней Азии). Маннитному брожению нередка подвергаются и плодово-ягодные вина. 

Возбудителем данного заболевания является Bacterium mаnnitopoeum, обладающая способностью образовывать из сахара маннит. 

В малокислотных плодовых винах Bact. mannitopoeum образует зооглеи величиной с голубиное яйцо. 

Маннитное брожение могут вызвать и другие молочнокислые бактерии (Bact. gracile, Bact. intermedium), но значительно реже, чем Bact. mannitopoeum. 

Бактерии - возбудители маннитного брожения - это факультативные анаэробы. В отличие от уксуснокислых бактерий они могут развиваться без доступа воздуха и образовывать из фруктозы значительное количество маннита и уксусной кислоты. 

Вино, подвергшееся данному заболеванию, мутнеет, приобретает запах разлагающихся фруктов и неприятный, острый, кисло-сладкий вкус, обусловленный накоплением в вине маннита и уксусной кислоты. Маннит образуется бактериями исключительно из фруктозы, при этом чем менее кислотна среда, тем больше его вырабатывается. 

Помимо фруктозы бактерии могут использовать и другие сахара: мальтозу, сахарозу, ксилозу, арабинозу, рафинозу. 

Соотношение молочной и уксусной кислот в больных винах зависит от источника углевода и реакции среды. Так, при сбраживании глюкозы в нейтральной среде преобладает молочная кислота, в кислой - уксусная. 

Яблочную и лимонную кислоты Bact. mannitopoeum превращает в молочную кислоту. Развиваясь во время спиртового брожения и образуя молочную и уксусную кислоты, бактерии тормозят тем самым бродильную способность дрожжей. 

Вина высокоспиртуозные (содержащие свыше 14% об. спирта), а также высокосахаристые не подвергаются маннитному брожению. 

Вина, заболевшие маннитным брожением, необходимо профильтровать и перелить в чистую, предварительно сульфитированную емкость или пропастеризовать. При наличии несброженного сахара необходимо его добродить при помощи чистой культуры дрожжей. Вина с несильно развитой болезнью после лечения могут быть направлены в купаж. 

Полностью излечить больные маннитным брожением вина нельзя. Поэтому усилия виноделов направляются на проведение профилактических мероприятий, таких, как сортировка винограда и отстаивание сусла с сульфитацией, подкисление винной или лимонной кислотой малокислотных вин и сусел, частое перемешивание мезги при брожении красных сортов, брожение на чистых активных и сильных дрожжах при оптимальных температурах, раннее снятие вина с дрожжевого осадка (после спиртового брожения), хранение при низкой температуре. 

Ожирение
Ожирение – эта болезнь поражает главным образом вина молодые, низкоспиртуозные, малокислотные и малоэкстрактивные виноградные и плодово-ягодные, в основном столовые белые вина с остаточным сахаром. Красные вина и вина с высоким содержанием сахара заболевают очень редко. 

Характерным признаком ожирения является потеря свойственной здоровым винам подвижности. Больное вино льется медленной струей, без плеска, причем струя жидкости не распадается на отдельные капли, а образует связанную нить, как масло. 

При глубоко зашедшем заболевании вино превращается в слизистую вязкую массу, наподобие яичного белка. Если сильно взболтать больное вино, тягучесть теряется и жидкость покрывается пеной, но вскоре после этого вино приобретает первоначальную вязкость. 

На вкус больное вино - плоское, бессодержательное, но букет его не изменяется. Бактериальная природа этой болезни впервые была установлена Пастером, затем подтверждена Мюллером-Тургау и Остервальдером. По их данным, в больных ожирением винах развивается Bacterium gracile, имеющая вид стрептококков. Однако экспериментально воспроизвести болезнь ожирения вин чистыми культурами бактерий этим авторам не удалось. В дальнейшем было найдено, что возбудителем ожирения вин является Bacterium viscosus vini. 

В настоящее время появление этой болезни связывают с жизнедеятельностью слизеобразующих бактерий Leuconostoc mesenterioides, которые способны синтезировать декстран из сахарозы. Заболевание вин сопровождается разложением остаточного сахара с образованием декстриноподобного углевода вискозы (C6H10О5), а также образованием углекислоты, маннита, а иногда молочной и летучих кислот. 

По данным Люти, болезнь ожирения вин вызывается не одним, а целой группой различных микроорганизмов, составляющих симбиоз. Люти удалось не только выделить из вина возбудителя ожирения Streptococcus mycilaginosus var. vini, который способен вызывать заболевание в симбиозе с уксуснокислыми бактериями, пленчатыми дрожжами и некоторыми плесневыми грибами, но и экспериментально воспроизвести эту болезнь. 

Установлено, что эти бактерии почти не синтезируют летучих кислот. Для того чтобы образовать в вине слизь, бактериям ожирения, уксуснокислым бактериям и пленчатым дрожжам необходимо небольшое количество сахара (около 100 мг/л). В присутствии яблочной кислоты образование слизи идет интенсивнее; при этом яблочная кислота на 90-95% превращается не в слизь, а в молочную кислоту и углекислый газ. 

В анаэробных условиях бактерии ожирения образуют больше слизи, чем в аэробных. Приток кислорода к вину обычно ведет к разрушению слизи, однако симбионты (уксуснокислые бактерии и пленчатые дрожжи) используют кислород, содержащийся в питательном растворе, и этим стимулируют деятельность бактерий ожирения по образованию слизи. На жизнедеятельность бактерий большое влияние оказывает сернистый ангидрид, концентрация которого в 100 мг/л приводит к полной их гибели.

Для профилактики этой болезни пользуются теми же приемами, что и при других болезнях, вызываемых анаэробными микроорганизмами. 

При лечении ожирения прежде всего удаляют образовавшееся слизистое вещество, применяя для этой цели переливку вина через разбрызгиватели с сильным проветриванием. После того как вино снова станет жидким, его сульфитируют дозой до 100 мг/л и осветляют бентонитом (50-100 г бентонита и 10 г желатина на 100 л вина). Через 15 дней после осветления вино фильтруют и пастеризуют при 62°С в течение 1 мин. 

Вина с остаточным сахаром после лечения дображивают на чистых культурах дрожжей, так как сахар может явиться благоприятной средой для вторичного заболевания. 

После лечения вино становится обычно прозрачным с нормальным вкусом и ароматом. 

Прогоркание
Прогоркание – эта болезнь поражает главным образом столовые красные вина, в особенности бутылочные. 

В начале заболевания вино теряет блеск, хотя остается еще прозрачным. Цвет вина меняется незначительно, во вкусе появляются неприятные тона. По мере развития болезни вино мутнеет, красный цвет меняется на грязно-бурый с сине-черными оттенками, красящие вещества выпадают в осадок. Вино при этом приобретает острый, неприятный, горький вкус и резкий запах летучих кислот с привкусом брожения (в результате слабого выделения углекислоты). Такое вино совершенно непригодно к употреблению.

Природа этой болезни в достаточной мере еще не изучена. Появление в винах горечи Пастер и Дюкло связывали с разложением глицерина. Вуазине выделил и описал возбудителя горечи вин, представляющего собой спорообразующую факультативную аэробную палочку Bacterium amaracrylus. Чистая культура этих бактерий способна образовывать из глицерина горькое вещество акролеин с одновременным повышением титруемой кислотности. 

Позднее некоторым исследователям также удалось выделить из больного вина бактерии, которые вызывали образование акролеина как в присутствии глицерина, так и без него. Новейшие данные швейцарских исследователей Рентшлера и Таннера до некоторой степени разъясняют это противоречие. Они экспериментально доказали, что процесс прогоркания вин связан с разложением глицерина и протекает в две фазы. 

Первая фаза - биологическая. Бактерии разлагают глицерин с образованием акролеина. Вторая фаза - химическая. Акролеин связывается с дубильными и красящими веществами вин, образуя характерное на вкус горькое вещество. 

Однако, как отмечают авторы, образование горького вещества может происходить не всегда, а лишь при определенном (достаточно высоком) значении окислительно-восстановительного потенциала. 

Для предупреждения прогоркания вин проводят следующие профилактические мероприятия: сортировку винограда, а в плодовом виноделии - сортировку и мойку плодов, брожение на чистых культурах дрожжей, раннее снятие вина с дрожжевого осадка. 

Для предупреждения прогоркания красных бутылочных вин надежным средством является только стерильный розлив вина. 

Больные вина непригодны не только к употреблению, но и для перегонки, так как горькое вещество переходит в дистиллят. 

Пастеризация может применяться только в том случае, если из вина удалено вещество, придающее ему горечь. В противном случае акролеин при нагревании растворится и придаст вину еще большую горечь. 

Для уничтожения горького вкуса в вине его можно перебродить или настоять на свежих выжимках, заморозить, а затем оттаять и профильтровать при доступе воздуха; обработать активным углем (10 г на 1 дал) и использовать в купаже со здоровым. 

В вина после лечения вводят танин (10-20 г/гл) и лимонную кислоту (30-50 г/гл). 

Разложение винной кислоты и глицерина
Разложение винной кислоты и глицерина – этому заболеванию подвергаются после биологического кислотопонижения чаще всего красные вина, содержащие мало дубильных и красящих веществ, и реже белые. 

Мюллер-Тургау и Остервальдер из осадков больных вин выделили возбудителя данного заболевания - Bacterium tartarophtorum, с помощью которого им удалось воспроизвести разложение винной кислоты и глицерина в винах и искусственных средах. 

Под влиянием жизнедеятельности этих бактерий в вине происходят глубокие химические и органолептические изменения, а именно: снижается содержание винной кислоты и ее солей (до 2,9 г/л), глицерина (до 3 г/л), образуются летучие кислоты (до 3,5 г/л) и молочная кислота (до 2 г/л). 

Установлено, что при разложении винной кислоты образуются летучие кислоты, состоящие в основном из уксусной кислоты (без пропионовой), тогда как при разложении глицерина летучие кислоты состоят почти из равных количеств уксусной и пропионовой кислот. 

В начале заболевания вино становится «безжизненным» и вялым на вкус. С развитием болезни оно мутнеет, теряет свойственный сорту аромат; появляется запах уксусноэтилового эфира. Красное вино приобретает желтовато-бурый оттенок, белое - синевато-сизый, на дно посуды выпадает осадок из бактерий нитевидной формы. 

Если налить больное вино в стакан и сообщить ему вращательное движение, то в проходящем свете можно видеть шелковистую, блестящую, переливающуюся муть, состоящую из бактериальных нитей. При глубоко зашедшем заболевании вино становится совершенно непригодным к употреблению. 

В литературе еще нередко встречается описание двух разновидностей этого заболевания вина: турн и пусс (турн - от французского слова tourner – изменяться, менять окраску, пусс - от французского слова pousser - толкать). Эти названия указывают только на внешние признаки заболевания вина, вызванного различными микроорганизмами. В настоящее время многие исследователи считают, что таких специфических болезней нет и что они являются разновидностями одной болезни - разложения винной кислоты и глицерина. 

Мюллер-Тургау и Остервальдер указывают, что наряду с одновременным бактериальным разложением винной кислоты и глицерина в красных столовых винах возможно бактериальное разложение только одного глицерина, при этом значительно повышается содержание молочной кислоты, разрушается глицерин, а количественное содержание винной кислоты не изменяется. Однако возбудителей этой болезни до настоящего времени выделить не удалось. 

По мнению Риберо-Гайона, одновременное разложение винной кислоты и глицерина, а также разложение одного глицерина зависит не от вида бактерий, а от состава среды и, в частности, от величины рН. Так, для разложения бактериями винной кислоты требуется весьма низкая кислотность, а распад глицерина возможен и при повышенной кислотности. 

Предупредительные меры против разложения винной кислоты и глицерина те же, что и против заболевания маннитным брожением и молочнокислым скисанием. 

Лечить вина можно только в том случае, если болезнь находится в начальной стадии. Для этого применяют пастеризацию или сульфитацию с последующей оклейкой и фильтрацией. 

Учитывая, что болезнь разрушает винную кислоту и вина утрачивают свежесть и полноту, после лечения их исправляют путем добавки танина (20-25 г/гл) и лимонной кислоты (30-50 г/гл). 

Если болезнь зашла далеко, то вино перегоняют или используют для приготовления уксуса. 


Биохимия брожения. Ферментные системы дрожжей
Спиртовое брожение - важный и очень сложный биохимический процесс, в результате которого сахара сусла превращаются в этиловый спирт и углекислый газ и ряд вторичных продуктов, играющих важную роль в формировании букета и вкуса вина. 

Сложный процесс разложения сахара на этиловый спирт и углекислый газ осуществляется благодаря комплексу бродильных ферментов дрожжей, названному зимазой (гексокиназа, альдолаза, изомераза, энолаза и др.). 

Дрожжи помимо комплекса зимазы очень богаты и другими ферментами. Всего в их составе обнаружено около 90 ферментов. Среди них из группы гидролаз практическое значение имеют β-амилаза (гликогеназа), при помощи которой происходит гидролиз гликогена - запасного питательного вещества, отлагающегося в дрожжевых клетках; α-глюкозидаза (мальтаза), вызывающая гидролиз мальтозы, и β-фруктофуранозидаза, гидролизующая сахарозу до глюкозы и фруктозы. Наличием этих ферментов объясняется способность дрожжей сбраживать мальтозу и сахарозу. 

Из автолизата дрожжей выделены и протеолитические ферменты, в частности эндопептидаза, вызывающая гидролиз белков. 

Из органических фосфатаз значение имеют АТФ-монофосфатаза и АТФ-дифосфатаза, участвующие в гидролитическом расщеплении эфиров фосфорной кислоты. 

Из группы оксидоредуктаз в дрожжах найдены разнообразные дегидразы, цитохромоксидаза, кокарбоксилаза, алкогольдегидрогеназа. 

Обилием ферментов объясняется многообразие биохимических процессов при приготовлении и выдержке вин. 
Механизм спиртового брожения
По современным взглядам, первая стадия спиртового брожения состоит в образовании фосфорных эфиров гексоз. 

Под действием фермента гексокиназы происходит перенос одного остатка фосфорной кислоты от аденозинтрифосфата (АТФ) на глюкозу с образованием глюкопиранозо-6-фосфата и аденозиндифосфата (АДФ): 
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	Глюкоза
	               
	Глюкопиранозо-6-фосфат
	 




Глюкопиранозо-6-фосфат под действием фермента глюкозофосфатизомеразы (оксоизомеразы) обратимо превращается во фруктофуранозо-6-фосфат: 
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	Глюкопиранозо-6-фосфат
	 
	Фруктофуранозо-6-фосфат




Фруктофуранозо-6-фосфат присоединяет еще один остаток фосфорной кислоты из АТФ, образуя фруктофуранозо-1,6-дифосфат под действием фермента фосфофруктокиназы: 
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	Фруктофуранозо-6-
фосфат
	 
	 
	Фруктофуранозо-1,6-
дифосфат
	   




В результате этих реакций молекула сахара переходит в оксоформу и становится более лабильной. Благодаря симметричному расположению остатков фосфорной кислоты на концах молекулы облегчается ее разрыв в середине. 

В дальнейшем фруктофуранозо-1,6-дифосфат под действием фермента альдолазы распадается на два изомерных триозофосфата: 3-фосфоглицериновый альдегид и фосфодиоксиацетон: 
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	Фруктофуранозо-1,6-дифосфат
	 
	3-Фосфогли-
цериновый альдегид
	  
	Фосфодиокси-
ацетон




Под действием фермента изомеразы фосфотриоза фосфодиоксиацетон превращается в 3-фосфоглицериновый альдегид: 
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	Фосфодиоксиацетон
	           
	3-Фосфоглицериновый 
альдегид




3-Фосфоглицериновый альдегид присоединяет еще один остаток фосфорной кислоты (за счет неорганического фосфора) с образованием 1,3-дифосфоглицеринового альдегида: 
	[image: http://vinobio.narod.ru/images/10-2-6.jpg]

	3-Фосфоглицериновый альдегид
	 
	1,3-Дифосфоглицериновый альдегид




1,3-Дифосфоглицериновый альдегид под действием фермента триозофосфатдегидрогеназы в присутствии кофермента НАД, являющегося переносчиком водорода, окисляется в 1,3-дифосфоглицериновую кислоту: 
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	1,3-Дифосфоглице-
риновый альдегид
	 
	  
	1,3-Дифосфоглицериновая
кислота 
	 




Затем 1,3-дифосфоглицериновая кислота отдает один остаток фосфорной кислоты на молекулу АДФ, образуя 3-фосфоглицериновую кислоту и АТФ; этот процесс идет при участии фермента фосфоглицерокиназы: 
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	1,3-Дифосфоглице-
риновая кислота
	 
	 
	3-Фосфоглицериновая
кислота 
	 




Под действием фермента фосфоглицеромутазы 3-фосфоглицериновая кислота превращается в 2-фосфоглицериновую кислоту: 
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	3-Фосфоглицериновая
кислота
	                  
	2-Фосфоглицериновая
кислота




Под действием фермента энолазы происходит дегидратация 2-фосфоглицериновой кислоты с образованием фосфоэнолпировиноградной кислоты: 
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	2-Фосфоглицериновая кислота
	    
	Фосфоэнолпировиноградная кислота




Последняя отдает остаток фосфорной кислоты АДФ с образованием энолпировиноградной кислоты и АТФ. Процесс катализируется ферментом фосфотрансферазой: 
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	Фосфоэнолпировино-
градная кислота
	 
	 
	Энолпировиноградная
кислота 
	 




Энолпировиноградная кислота превращается в более стойкую кетоформу - пировиноградную кислоту:
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	Энолпировиноградная
кислота
	 
	Пировиноградная
кислота




Указанные превращения имеют место во всех случаях анаэробного распада углеводов. 

Дальнейшие превращения в зависимости от наличия фермента пируватдекарбоксилазы приводят к образованию этилового спирта или молочной кислоты (при молочнокислом брожении) либо к полному окислению до СО2 и Н2О (при аэробном дыхании). 

При спиртовом брожении происходит декарбоксилирование пировиноградной кислоты с образованием уксусного альдегида и углекислого газа: 
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В дальнейшем уксусный альдегид восстанавливается в этиловый спирт при участии восстановленной формы НАД, служащей донатором водорода, и фермента алкогольдегидрогеназы: 
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 Вторичные продукты спиртового брожения
Наряду с главными продуктами брожения - спиртом и углекислым газом - образуются и вторичные продукты. 

К числу вторичных продуктов относятся глицерин (г), янтарная кислота (я), уксусная кислота (у), ацетальдегид (а), 2,3-бутиленгликоль (б), ацетоин (ац), лимонная кислота (л), пировиноградная кислота (п), изоамиловый спирт (и), изопропиловый спирт (пр), эфиры. 

В. 3. Гваладзе и Л. Женевуа было выведено уравнение, выражающее зависимость между отдельными компонентами вторичных продуктов спиртового брожения: г=п+а+2у+5я+2ац+б+9л+3и+3пр. 

Если учесть только основные компоненты, то уравнение можно упростить: г=п+а+2у+5я+б+2ац+9л. 

Сумма вторичных продуктов составляет в среднем 80-92% от содержания глицерина. 

Образование глицерина может быть объяснено, исходя из второй формы брожения Нейберга, называемой глицеропировиноградным брожением. Эта форма предусматривает брожение глюкозы в присутствии гидросульфита натрия, который связывает уксусный альдегид, выключая его из дальнейших реющий. Его место занимает 3-фосфоглицериновый альдегид, который, восстанавливаясь водородом, полученным от НАД•Н2, превращается в 1-глицерофосфат:
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	3-Фосфоглицериновый
     альдегид
	 
	 
	1-Глицерофосфат
	       




1-Глицерофосфат дефосфорилируется при участии фосфатазы, образуя глицерин. 

Другим путем образования глицерина является третья форма брожения Нейберга в щелочной среде. По этой форме вместо этилового спирта образуется глицерин. 

Образование уксусной кислоты объясняется окислением уксусного альдегида кислородом воды: 
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В дальнейшем путем конденсации двух молекул уксусной кислоты образуется янтарная кислота (реакция Тунберга): 
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Янтарная кислота, дегидрируясь, образует фумаровую кислоту, которая путем гидратации превращается в яблочную кислоту; последняя дегидрируется в щавелевоуксусную кислоту. Щавелевоуксусная кислота, конденсируясь с новой молекулой ацетил-КоА, образует лимонную кислоту. Следовательно, образование лимонной кислоты связано с циклом Кребса, или циклом трикарбоновых кислот: 
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Образование молочной кислоты при спиртовом брожении происходит путем восстановления пировиноградной кислоты в присутствии НАД•Н2: СН3–СО–СООН+НАД•Н2 → → СН3–СНОН–СООН+НАД. 

Уксусный альдегид образуется из сахара при нормальном спиртовом брожении. Он может также образовываться за счет окисления этилового спирта алкогольдегидрогеназой в присутствии НАД: 
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Уксусный альдегид образуется также за счет дезаминирования аминокислот. 

Вновь полученный ацетальдегид претерпевает различные превращения: 
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Высшие спирты синтезируются дрожжами в процессе брожения. В их состав входит около 50 высших спиртов, образующих 90-95% сивушного масла. Главными компонентами являются изоамиловый, изобутиловый и н-пропиловый спирты, составляющие 85-93%. 

Высшие спирты синтезируются следующим путем: 
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Образование вторичных продуктов происходит неравномерно в процессе спиртового брожения. 

Так, накопление глицерина наиболее интенсивно в начале спиртового брожения, пока в среде мало ацетальдегида. Всего в этот период используется 6-7% сахара, в том числе 2,5,% на образование глицерина. 

Содержание ацетальдегида быстро возрастает в первый период брожения (до 100-150 мг/л), после чего устанавливается равновесие между его образованием и расходованием.

Уксусная кислота образуется более интенсивно в начале брожения. Это объясняется возрастом дрожжей: молодые дрожжи образуют больше уксусной кислоты, чем старые. 

На соотношение между вторичными продуктами брожения влияют аэрация, рН среды, температура брожения, первоначальный состав сусла. Образование янтарной кислоты возрастает при аэрации сусла и уменьшается в анаэробных условиях. Наоборот, образование уксусной кислоты, 2,3-бутиленгликоля и ацетоина возрастает в анаэробных условиях и уменьшается при аэрации сусла. 

При рН>3,0 увеличивается интенсивность глицеропировиноградного брожения, что приводит к уменьшению выхода этилового спирта. С увеличением рН образование глицерина, а также уксусной и янтарной кислот возрастает. При этом янтарной кислоты образуется меньше, чем уксусной. 

При рН<6,0 уксусной кислоты образуется много лишь в начале брожения. При рН 7,5 (в щелочной среде) уксусная кислота образуется с одинаковой интенсивностью на всех стадиях брожения. Повышение рН в анаэробных условиях приводит к уменьшению содержания ацетоина и 2,3-бутиленгликоля. 

На выход вторичных продуктов оказывает влияние и раса дрожжей. По данным Женевya, янтарогенные дрожжи при низкой температуре (7°С) вызывают значительное накопление уксусной кислоты (в 2-3 раза больше, чем обычно). Это объясняется торможением конденсации уксусной кислоты в янтарную в начале брожения. При температуре 20°С накопление янтарной кислоты идет нормально. При высокой температуре брожения (30-35°С) преобладает глицеропировиноградное брожение с образованием глицерина. При этом содержание янтарной кислоты уменьшается, а количество ацетальдегида, ацетоина и 2,3-бутиленгликоля увеличивается. 

Наименьшее количество летучих кислот образуется при температуре 15-20°С, в то время как понижение температуры до 5°С и повышение до 35°С приводят к увеличению содержания летучих кислот в бродящей среде. 

По данным Э. Пейно, в анаэробных условиях образуется больше летучих кислот, а при аэрации больше этилацетата. 

На содержание вторичных продуктов влияет и состав сусла. Чем больше в сусле сахара, тем выше содержание уксусной кислоты, ацетальдегида, глицерина, 2,3-бутиленгликоля. 

На конечный состав вина оказывает влияние и содержание витаминов в сусле. Отсутствие пантотеновой кислоты усиливает глицеропировиноградное брожение и приводит к образованию больших количеств глицерина, уксусной кислоты и 2,3-бутиленгликоля. Отсутствие мезоинозита или биотина уменьшает образование глицерина и янтарной кислоты. В отсутствие тиамина уменьшается образование ацетона и 2,3-бутиленгликоля. 

Содержание аминокислот в сусле также влияет на соотношение вторичных продуктов. Так, валин, аргинин и цистеин способствуют накоплению уксусной кислоты, аргинин - ацетальдегида и 2,3-бутиленгликоля, цистеин - янтарной кислоты. При введении в сусло аммиачного азота увеличивается содержание уксусной кислоты и 2,3-бутиленгликоля. 

Опыты, проведенные С. В. Дурмишидзе с использованием радиоактивного углерода 14С, показали способность винных дрожжей использовать вторичные продукты брожения. При этом оказалось, что наиболее интенсивно они используют уксусную кислоту, ацетальдегид и этиловый спирт, менее энергично молочную кислоту, углекислый газ и янтарную кислоту и наименее энергично - глицерин. При этом из уксусной кислоты и уксусного альдегида образуются этиловый спирт, янтарная, фумаровая и гликолевая кислоты, 2,3-бутиленгликоль и глицерин и совсем не образуются молочная и яблочная кислоты. 

По данным С. В. Дурмишидзе, некоторые вторичные продукты брожения (ацетальдегид, уксусная и янтарная кислоты, а также этиловый спирт) могут частично превращаться в трегалозу дрожжей, которая в свою очередь подвергается эндогенным (внутриклеточным) превращениям. При размножении и росте дрожжей ацетальдегид, этиловый спирт, уксусная и янтарная кислоты включаются в аминокислоты, а впоследствии и в белки. Это свидетельствует о важной роли вторичных продуктов в обмене веществ дрожжевой клетки. Правильным выбором расы дрожжей и регулированием аэрации, температуры и других условий можно обеспечить оптимальное соотношение вторичных продуктов в вине. 
Изменение составных веществ сусла в процессе брожения
Изменения в составе основных веществ сусла зависят от типа вина и могут быть значительными. Так, в сухих столовых винах сахар почти отсутствует. Сахароза и гексозы сбраживаются, и остаточный сахар в количестве 0,1-0,3% состоит главным образом из пентоз. В других типах вин сахара остается больше. 

Количество пектиновых веществ резко снижается при брожении в результате ферментативного гидролиза. 

Превращения азотистых веществ обусловлены их потреблением дрожжами в процессе жизнедеятельности и выделением в среду при распаде - автолизе дрожжевых клеток. 

В процессе размножения дрожжи интенсивно потребляют аммиачный азот, азот аминокислот сусла. Содержание аминного азота в этот период уменьшается на 40-50%. При этом глютаминовая, аспарагиновая кислоты, валин, лейцин, изолейцин, цистеин, аргинин, триптофан, тирозин, фенилаланин, метионин используются дрожжами на 75-90%. 

Содержание пролина, глицина, лизина, цистеина уменьшается незначительно. Это говорит о том, что аминокислоты для дрожжей неравноценны. По степени усвояемости дрожжами их можно разделить на три группы: аминокислоты, хорошо усваиваемые дрожжами (лейцин, валин, аргинин, фенилаланин, тирозин, аспарагиновая кислота); аминокислоты, занимающие среднее положение по усвояемости (аланин, пролин, оксипролин); плохо усваиваемые аминокислоты (триптофан, гистидин, глицин, цистеин). Различная степень усвояемости аминокислот объясняется не только скоростью дезаминирования, но и способностью дрожжей использовать дезаминированный остаток для синтеза отсутствующих аминокислот. 

При аэрации сусла потребление азотистых веществ дрожжами возрастает. Наряду с потреблением азота в процессе брожения происходит выделение в сусло азотистых веществ, в основном аминокислот. В первую очередь дрожжи выделяют γ-аминомасляную кислоту, аланин, аспарагиновую и глютаминовую кислоты. Затем выделяются и другие аминокислоты. 

К концу брожения начинается отмирание части дрожжевых клеток и вслед за этим наступает их автолиз. В этот период среда обогащается полипептидами и аминокислотами, ферментами, пуриновыми и пиримидиновыми основаниями. 

В период брожения часть азотистых веществ осаждается образующимся спиртом. Кроме того, осаждаются и азотсодержащие танаты. 

Азотистые вещества вина включают как азотистые вещества сусла, так и азотистые вещества дрожжей. 

Поскольку роль азотистых веществ в формировании и созревании вина очень велика, встает проблема регулирования их количества в виноматериале. 

В качестве факторов, регулирующих содержание азотистых веществ в вине, можно назвать температуру брожения и аэрацию. 

Установлено, что наименьшее количество азотистых веществ образуется при температуре брожения 15-20°С. Как более низкие, так и более высокие температуры приводят к увеличению содержания азотистых веществ в вине. Это объясняется тем, что при низких температурах задерживается размножение дрожжей, а при более высоких ускоряется автолиз дрожжей. 

Сбраживание сусла при доступе воздуха приводит к наименьшему содержанию азотистых веществ при всех температурных режимах. 

В процессе брожения претерпевают значительные изменения фенольные соединения. В начале и конце брожения, когда в сусле и вине имеется кислород, происходит интенсивное окисление фенольных соединений и их выпадение в осадок. Содержание антоцианов уменьшается на 60%. Во время брожения наблюдается восстановление хинонов за счет глютатиона, выступающего в качестве переносчика водорода. Пока в сусле имеются хиноны, глютатион находится в окисленной форме, но после их полного восстановления можно обнаружить восстановленную форму глютатиона. 

Фенольные соединения, взаимодействуя с белками, образуют танаты, которые выпадают в осадок. При спиртовом брожении фенольные соединения частично связывают образующийся уксусный альдегид. В результате брожение направляется по глицеропировиноградному циклу и увеличивается количество глицерина, содержание которого в кахетинских винах может достичь 10 г/л. С. В. Дурмишидзе объясняет это тем, что при брожении на мезге катехины проникают внутрь дрожжевой клетки и связывают уксусный альдегид. 

При содержании фенольных соединений в сусле свыше 5 г/л возможна задержка размножения дрожжей, а, следовательно, и брожения. 

В процессе брожения происходит также превращение кислот как содержащихся в сусле, так и образованных при брожении. Эти превращения могут быть окислительного характера или проходить по циклу ди- и трикарбоновых кислот. Установлена способность дрожжей окислять органические кислоты - уксусную, янтарную, лимонную. 

Количество летучих кислот, образующихся в процессе брожения, зависит от условий. В аэробных условиях оно составляет 0,5 г/л, в анаэробных - 0,7 г/л. Меньшее образование летучих кислот в аэробных условиях А. К. Родопуло объясняет окислением уксусной кислоты в ацетил-КоА по циклу ди- и трикарбоновых кислот. 

В процессе брожения выпадают в осадок кальциевые и кислые калиевые соли винной и щавелевой кислот, растворимость которых уменьшается с повышением концентрации спирта. 

Изменение титруемой кислотности определяется ее первоначальным значением в сусле. При высокой кислотности сусла она снижается в процессе брожения, а при низкой кислотности повышается. 

По данным А. К. Родопуло, активность окислительных ферментов в процессе брожения снижается и на пятый день наступает их полная инактивация. Установлено, что около 20% о-дифенолоксидазы поглощается дрожжами, а остальные 80% инактивируются при брожении. Таким образом, действие окислительных ферментов проявляется до наступления бурного брожения. 

На инактивирование окислительных ферментов не оказывают влияния продукты брожения - спирт, уксусный альдегид и др. Торможение активности о-дифенолоксидазы наблюдается при появлении в сусле цистеина и глютатиона, образующихся в результате жизнедеятельности дрожжей. А. К. Родопуло объясняет это тем, что цистеин и глютатион связывают тяжелые металлы, входящие в состав фермента, что и приводит к его инактивации. 

В стадии голодания дрожжи выделяют в среду некоторые ферменты: протеиназы, β-фруктофуранозидазу. 

Изменение витаминного состава сусла определяется расой дрожжей и условиями брожения. В первый период брожения большинство витаминов сусла поглощается дрожжами. В дальнейшем вследствие автолиза дрожжевых клеток осуществляется обратный переход витаминов в вино. Содержание мезоинозита практически не меняется. В вине обнаружен витамин В12, который дрожжи способны синтезировать. 
Изменение окислительно-восстановительного потенциала при брожении сусла
При отжатии сусла из винограда без доступа кислорода окислительно-восстановительный потенциал сусла достигает 280 мВ, в присутствии кислорода он несколько выше - 320 мВ, при контакте сусла с воздухом он резко возрастает и через несколько часов может достигнуть 400 мВ и более. Это объясняется тем, что под действием катехолоксидазы катехины окисляются в хиноны, а система полифенол[image: http://vinobio.narod.ru/images/20-20.JPG]хинон имеет высокий окислительно-восстановительный потенциал - 699 мВ. 

Величина ОВ-потенциала зависит от технологии приготовления сусла, от продолжительности его контакта с воздухом. По данным А. К. Родопуло, 1 л сусла, приготовленного по шампанскому способу, поглощает 3,9-4,0 мг кислорода, по способу столового виноделия 5,0-5,5 мг, а настоянного на мезге для мадеры 6,2-7,0 мг. В сусло кроме окислительных ферментов попадают и дубильные вещества, полифенолы и их производные - красящие вещества. При этом окислительные процессы усиливаются за счет окисления полифенолов и танидов кислородом под действием фермента катехолоксидазы. 

Окислительные процессы особенно усиливаются в присутствии тяжелых металлов, поэтому редокс-потенциал особенно повышается при прессовании винограда на шнековых прессах. 

При спиртовом брожении окислительно-восстановительный потенциал быстро падает. Это объясняется использованием кислорода дрожжами в период размножения. 

На снижение ОВ-потенциала влияют температура брожения и доза сульфитации. Чем выше температура брожения, тем быстрее снижается ОВ-потенциал. В сульфитированном сусле ОВ-потенциал на 60 - 20 мВ ниже, чем в несульфитированном. 

Значительное снижение окислительно-восстановительного потенциала достигается при проведении брожения в герметически закрытых сосудах под большим давлением. 
Другие виды брожений
Вино обладает бактерицидными свойствами. В нем не могут развиваться бактерии, не переносящие кислую реакцию. С увеличением концентрации спирта бактерицидные свойства вина возрастают. Гнилостные бактерии и возбудители кишечных заболеваний, попадающие в вино, быстро погибают. 

Однако в вине могут развиваться бактерии, вызывающие яблочно-молочнокислое, лимонно-яблочнокислое, молочнокислое, маннитное, уксусное и другие виды брожения. Почти все они приводят к заболеванию вин, за исключением яблочно-молочнокислого брожения, которое сопровождается понижением кислотности и сказывается благоприятно на винах с повышенной кислотностью. 

Яблочно-молочнокислое брожение. Имеются две теории, объясняющие химизм яблочно-молочнокислого брожения. Согласно первой, вначале под действием малатдекарбоксилазы происходит декарбоксилирование яблочной кислоты в пировиноградную, а затем под действием лактатдегидрогеназы - восстановление последней в молочную кислоту. 

По второй теории сначала под действием малатдегидрогеназы происходит дегидрирование яблочной кислоты в щавелевоуксусную, затем декарбоксилирование щавелевоуксусной кислоты в пировиноградную, которая под действием лактатдегидрогеназы восстанавливается в молочную. 

Второй путь образования молочной кислоты из яблочной более вероятен, так как при дегидрировании яблочной кислоты акцептором водорода является НАД. Восстановленный при этой реакции НАД под действием дегидрогеназы отдает два атома водорода для восстановления пировиноградной кислоты в молочную. 

Ж. Риберо-Гайон и Пейно установили, что нет количественного соотношения между разложившейся яблочной кислотой и образовавшейся молочной кислотой. Последняя всегда образуется в меньшем количестве. 

Известно, что при сгорании 1 гмоля молочной кислоты выделяется 1346 кДж энергии, в то время как при сгорании 1 гмоля яблочной кислоты выделяется только 1322 кДж энергии. Таким образом, процесс разложения яблочной кислоты на молочную является эндотермическим процессом, т. е. протекает с поглощением энергии. 

Возможно, что эту энергию бактерии получают в результате окисления части яблочной кислоты до СО2 и Н2О и других продуктов или в результате разложения сахара, который всегда имеется в вине. 

Исследования Люти показали, что при молочнокислом брожении уменьшается содержание некоторых аминокислот: глицина, аланина, пролина, аргинина, глютаминовой кислоты и γ-аминомасляной. 

Установлено, что если яблочно-молочнокислое брожение вызывается гетероферментативными молочнокислыми бактериями, то образуются также ацетоин, диацетил, уксусная кислота и др. При повышенном содержании диацетила вкус вина ухудшается. Поэтому целесообразно проводить яблочно-молочнокислое брожение на чистой культуре гомоферментативных молочнокислых бактерий. 

Кроме молочнокислых бактерий яблочную кислоту ассимилируют и винные дрожжи, превращая ее в лимонную и другие кислоты. 

При выдержке вина на осадках дрожжей содержание органических кислот уменьшается и поэтому вина с низкой титруемой кислотностью нужно снимать с дрожжевого осадка раньше. 

Способностью разлагать яблочную кислоту обладают и дрожжи рода Schizosaccharomyces Роmbе. В аэробных условиях они разлагают яблочную кислоту до СО2 и Н2О, а в анаэробных условиях - до этилового спирта и СО2. 

Д. К. Чаленко выделил из плодово-ягодных соков культуру дрожжей Schizosaccharomyces acidodevorax, которые наряду со спиртовым брожением вызывают понижение кислотности, разлагая яблочную кислоту. Он установил, что в анаэробных условиях эти дрожжи также превращают яблочную кислоту в этиловый спирт и углекислый газ. 

Кроме яблочной кислоты молочнокислые бактерии способны разлагать сахар, лимонную, винную кислоты, глицерин и другие компоненты вина. При этом кроме молочной кислоты образуются ацетоин, диацетил, уксусная кислота и другие продукты, отрицательно влияющие на вкус и букет вина. 

Уксуснокислое брожение. Биохимическая природа окисления этилового спирта в уксусную кислоту была впервые изучена Л. Пастером в 1862 г. Исследуя под микроскопом пленку из скисшего вина, он обнаружил в ней палочковидные бактерии, названные им Mycoderma aceti. Впоследствии был выделен ряд видов уксуснокислых бактерий. Все они окисляют в аэробных условиях этиловый спирт в уксусную кислоту. Они способны окислять пропиловый спирт в пропионовую кислоту, бутиловый в масляную кислоту, глюкозу в глюконовую кислоту и др. 

Окисление этилового спирта связано с его дегидрированием при участии дегидрогеназ и окислением полученного уксусного альдегида с помощью альдегидоксидазы. Окисление уксусного альдегида происходит после присоединения к нему воды: 
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В результате образуется перекись водорода, ядовитая для уксуснокислых бактерий. Но они содержат фермент каталазу, разлагающую перекись водорода. 

Благоприятными условиями для уксусного скисания являются низкая спиртуозность (не более 7% об.) и высокая температура (30-35°С). Вина с повышенной спиртуозностью (более 12% об.) устойчивы к уксусному скисанию. 

Окислительно-восстановительные процессы в виноделии
Окислительно-восстановительный потенциал
Интенсивность окислительно-восстановительных* реакций можно измерить, пропуская электроны по замкнутому проводнику. 

{*Биологическое окисление можно рассматривать как процесс присоединения кислорода к органическому веществу или перенос водорода (электронов) этого вещества на другое вещество или на молекулярный кислород. Процесс окисления сопровождается всегда процессом восстановления веществ, присоединяющих водород или электроны.}

Электродвижущая сила (э. д. с.), возникающая при перемещении электронов, пропорциональна интенсивности протекающей химической реакции и может быть охарактеризована величиной ОВ (окислительно-восстановительного) потенциала. 

Величина ОВ-потенциала (Eh) зависит от соотношения окисленной и восстановленной форм веществ и числа переходящих электронов. Эта зависимость выражается уравнением Нернста: 
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где Ох - концентрация окисленной формы; 
Red - концентрация восстановленной формы; 
n - число переходящих электронов; 
Eho - нормальный потенциал системы. 

ОВ-потенциал большинства систем зависит от рН. При возрастании рН на единицу он становится отрицательнее на 58 мВ (при температуре 18°С). 

Чтобы связать Eh и рН ОВ-системы, Кларком предложена величина rH2, выражающая давление молекулярного водорода в системе. rH2 вычисляется по формуле (при 30°С): 
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rH2 может колебаться от 0 до 42,6. Чем меньше rH2, тем выше восстановительная способность системы. 

Для определения восстановительной способности системы применяется индикатор – раствор 2,6-дихлорфенолиндофенола. Восстановительная способность (ВС) системы определяется скоростью обесцвечивания индикатора. Если окраска индикатора исчезает за 5-10 с, то восстановительная способность среды считается высокой, за 15-30 с - средней, за 30 с - слабой. 

Каждая ОВ-система обладает определенной буферностью, т. е. сопротивляемостью к изменению потенциала под действием других ОВ-систем. Максимальная буферность наблюдается при равных концентрациях окисленной и восстановленной форм. В системах, где окисленная или восстановленная форма преобладает, буферность невелика и потенциал очень чувствителен к введению других систем. 

Особенностью биологических ОВ-систем является малая скорость прохождения в них ОВ-реакций. Скорость течения этих реакций определяется природой ионов, степенью ионизации, рН раствора, влиянием посторонних ионов и особенно концентрацией компонентов ОВ-системы. 

В сильно разбавленных растворах равновесие устанавливается настолько медленно, что для них неприменимо уравнение Нернста. Концентрация, ниже которой равновесие практически не устанавливается, называется предельной. Предельная концентрация различна для разных ОВ-систем, но в среднем составляет 10-4÷10-5 г-ион/л. Например, для системы Fе2+ [image: http://vinobio.narod.ru/images/20-20.JPG]Fе3+ предельная концентрация каждого иона равна 5,6 мг/л, или 11,2 мг общего железа на 1 л. 

Н. И. Некрасов установил, что в неравновесной биологической системе величина ОВ-потенциала показывает не только концентрацию компонентов ОВ-системы, но и скорость течения ОВ-реакций, так как скорость той или иной ОВ-реакции зависит от концентрации ферментов, катализирующих отщепление водорода или окисление кислородом, а также от концентрации кислорода и веществ, способных отдавать водород. 

Для определения ОВ-потенциала в биологических системах он предложил уравнение: 
[image: http://vinobio.narod.ru/images/8-1c.JPG]
где Н+ - концентрация ионов водорода; 
К1 - константа скорости окисления восстановленной формы; 
К2 - константа скорости окисления водорода кислородом на поверхности электрода; 
О2 - концентрация кислорода в растворе; 
Eho - нормальный потенциал системы. 
Окислительно-восстановительные системы сусла и вина
Об ОВ-системах сусла и вина известно немного. Некоторые из этих систем приведены в табл.10 (по З. Н. Кишковскому и И. М. Скурихину). Какие из этих систем определяют ОВ-потенциал сусла и вина, до сих пор не установлено. 

Таблица 10
	Окислительно-восстановительные системы сусла и вина

	Окислительно-восстановительные системы
	Eh0, мВ при рН
	rH2

	
	0,0
	3,0
	7,0
	

	Ацетальдегид/уксусная кислота
 
Этанол/ацетальдегид 

Молочная/пировиноградная кислота 

Цистеин/цистин 

Яблочная/щавелевоуксусная кислота 

Глютатион восстановленный/глютатион окисленный 

CU1+/CU2+ 

SO32–/SO42– 

Аскорбиновая/дегидроаскорби-
новая кислота 

Антоцианы винограда восстановленные/окисленные

Винная/диоксифумаровая кислота
 
Диоксифумаровая/дикетоянтарная кислота 

Катехины винограда восстановленные/окисленные
 
Fе2+/Fе3+   

Перекись водорода/кислород
	-
 
- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


-
 
- 

- 

- 

770 

680
	- 

- 

- 

- 

- 

- 

170 

200 

210 


270 

220 

- 

430 

- 

-
	-468 

-200 

-180

-140

-102

40

- 

- 

- 


- 

- 

300

- 

- 

- 
	- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

13 


15 

16 

- 

21

- 

- 



Ж. Риберо-Гайон и С. В. Дурмишидзе считают, что решающее значение в определении ОВ-потенциала вин играют фенольные вещества - катехины и антоцианы. Для сусла и молодого вина это справедливо, но в выдержанных винах их количество ничтожно мало. 

То же касается и содержания тяжелых металлов (меди и железа), которое ниже предельной концентрации. Таким образом, следует предполагать, что ОВ-потенциал вина будет определяться отношением концентрации кислорода к концентрации восстановителей: 
[image: http://vinobio.narod.ru/images/8-2b.jpg]
Из уравнения следует, что при увеличении концентрации кислорода при [Red]=const величина Eh будет возрастать, и, наоборот, при введении восстановителей, например SО2, величина ОВ-потенциала будет уменьшаться. 

Скорость потребления кислорода зависит от возраста вина. В молодом вине, где скорость потребления кислорода высокая, ОВ-потенциал быстро достигнет прежнего уровня. Наоборот, в старом вине, содержащем мало веществ, способных окисляться при аэрации, ОВ-потенциал длительное время будет оставаться высоким. 
Роль окислительно-восстановительного потенциала в виноделии
Измеряя величину ОВ-потенциала, можно контролировать окислительно-восстановительные процессы, протекающие в вине. 

П. В. Кочерга считает, что вещества, обусловливающие букет и вкус вина, образуются и сохраняются при низком ОВ-потенциале, при котором происходит созревание вин различных типов. 

Изменяя ОВ-потенциал вина путем добавления к нему ионов тяжелых металлов, он наблюдал изменение типа вина, появление оттенков портвейна, мадеры, хереса. Эти исследования показали, что качество вина зависит от технологии его изготовления. 

Шандерль также связывает типы вин с величиной ОВ-потенциала. Он считает, что оптимальный уровень потенциала, зависящий от типа вина, позволяет определить характер процессов, протекающих при его созревании. Он приводит следующие данные: 
	Вино
	Eh, мВ 

	Столовое (в бочках) 
Столовое бутылочное 
Шампанское 
Крепкое и десертное 
	360-410 
150-250 
200-350 
380-500 



Величина ОВ-потенциала молодых вин выше, чем выдержанных. Шандерль и др. считают, что вина с более низким ОВ-потенциалом обладают более высоким качеством. Изучая связь между величиной ОВ-потенциала и органолептическими свойствами вина, он пришел к выводу, что низкий ОВ-потенциал влияет не только на стабильность вина, но и на его вкус и букет. 

Величина ОВ-потенциала имеет особое значение при изготовлении столовых и шампанских вин. Сухие столовые и шампанские виноматериалы не нуждаются в кислороде воздуха, поэтому их следует хранить в анаэробных условиях, а технологические операции проводить в отсутствие кислорода, чтобы сохранить сортовой вкус винограда. 

Наоборот, для созревания мадеры, хереса и других окисленных вин требуется большое количество кислорода, так как они имеют более высокий ОВ-потенциал. 

Очевидно, что регулируя величину ОВ-потенциала при технологических операциях, можно получать вина с необходимыми органолептическими свойствами. 
Биохимические процессы при переработке винограда и ферментации мезги
Биохимические процессы, протекающие в сусле и мезге до брожения
Период с момента переработки винограда до начала брожения сусла и мезги связан с протеканием ряда биохимических процессов. 

Разрушение клеток винограда при дроблении и прессовании способствует усилению реакций превращения компонентов сусла в связи с усилением ферментативной активности. Характер этих реакций зависит от активности окислительных ферментов, а также от присутствия неорганических катализаторов, от температуры, доступа кислорода и других факторов. 

Из всех групп окислительных ферментов наибольшее значение в этот период имеют катехолоксидаза и пероксидаза. В присутствии катехолоксидазы происходит окисление полифенолов, сопровождающееся поглощением кислорода и образованием окрашенных продуктов. 

В результате окисления полифенолов образуются хиноны, которые дегидрируют легкоокисляемые вещества сусла. 

Вторичные окислительные процессы вызывают окисление аскорбиновой и диоксифумаровой кислот, аминокислот и оксикислот путем дегидрирования их хинонами. 

При 12-часовой выдержке сусла в аэробных условиях оно приобретает интенсивно-коричневый цвет, обусловленный окислением полифенолов. Окисление полифенолов можно предотвратить добавлением аскорбиновой кислоты, которая легко окисляется в дегидроаскорбиновую кислоту, выполняя роль антиоксиданта. 

Скорость поглощения кислорода аэрированным суслом составляет 2-3 мл/л в течение часа. 

Мезга поглощает значительно больше кислорода по сравнению с суслом. Это объясняется тем, что твердые частицы ягод являются носителями более активных окислительных ферментов по сравнению с растворенными в сусле. 

Скорость окисления различных полифенолов различна. Так, по сравнению с катехинами, антоцианы и антоцианидины окисляются слабее.

Интенсивность окисления фенольных соединений зависит от температуры. При повышении температуры на 10°С ферментативное окисление возрастает более чем в 2 раза. 

Помимо окислительных в винограде содержатся и гидролитические ферменты. К ним относятся пектолитические, протеолитические ферменты, β-фруктофуранозидаза, эстеразы и др. 

Пектолитические ферменты катализируют гидролиз пектиновых веществ. К ним относятся протопектиназа, пектинметилэстераза и полигалактуроназа. Протопектиназа отщепляет арабан и галактан от протопектина, образуя метоксилированную полигалактуроновую кислоту (растворимый пектин). Под действием пектинметилэстеразы от метоксилированной полигалактуроновой кислоты отщепляется метиловый спирт. Затем полигалактуроназа вызывает гидролиз полигалактуроновой кислоты до d-галактуроновой кислоты. Так как в сусле пектолитические ферменты мало активны, в последнее время стали применять ферментные препараты, получаемые из грибов. Их применение имеет ряд преимуществ: выход сусла увеличивается на 5-6%, ускоряется осветление сусла, улучшается фильтрация вина. 

Протеолитические ферменты катализируют гидролиз белков и полипептидов до аминокислот. Этот процесс имеет важное значение в виноделии, так как вина, содержащие белки, склонны к помутнениям. Расщепление белков до растворимых аминокислот предотвращает помутнение. 
Ферментативная обработка мезги
Обработка мезги винограда до прессования широко применяется в отечественном виноделии в силу своих бесспорных преимуществ: ферментные препараты облегчают прессование виноградной мезги, увеличивают выход сусла, ускоряют его осветление, снижают склонность к коллоидным помутнениям. При внесении в мезгу очищенного ферментного препарата происходит более быстрый гидролиз белка, виноградного пектина и других полисахаридов, в результате чего увеличивается выход сусла-самотека на 10-20%; увеличивается скорость фильтрации сусла. Органолептические качества сока и вин не снижаются. 

Ферментные препараты используются в дозах от 0,0005 до 0,03% к массе винограда, мезги или сусла (в зависимости от активности препарата). 

Ферментативная обработка мезги красного винограда (слегка сульфитированной, чтобы предотвратить окисление фенолов) в течение 4 ч при 45-50°С дает возможность получать качественные красные вина без брожения на мезге. 

В результате обработки сусла пектолитическими препаратами несколько повышается содержание метилового спирта, поэтому такая обработка неприменима при выработке коньячных виноматериалов. Цитолитические ферментные препараты расщепляют целлюлозу, гемицеллюлозу и др., способствуя увеличению выхода сусла. 
Окислительно-восстановительные процессы при ферментации сусла и способы их регулирования
Окислительно-восстановительные процессы, протекающие при ферментации сусла и мезги, определяют направление и характер превращений веществ будущего вина. Скорость течения этих процессов как в сусле, так и в вине зависит от присутствия биокатализаторов. 

Окислительные процессы, протекающие при ферментации сусла, зависят от степени разрушения мякоти, кожицы, гребней. При обычных условиях мякоть разрушается быстрее, чем кожица и гребни. Дубильные и красящие вещества переходят в сусло и окисляются ферментами, адсорбированными на мякоти и кожуре. Таким образом, ход окислительных процессов при ферментации сусла и мезги зависит от степени разрушения грозди и обогащения сусла окислительными ферментами и их субстратами. 

При изготовлении красных вин в одних случаях мезга может состоять из раздавленных гроздей, включая гребни, кожицу и семена, в других случаях гребни удаляют частично или полностью. При настаивании на мезге происходит обогащение сусла красящими и дубильными веществами. В мякоти и кожуре содержатся более активные окислительные ферменты. Благодаря этому усиливаются окислительные процессы, происходит окисление фенольных соединений, аскорбиновой и органических кислот ферментами - катехолоксидазой, пероксидазой, аскорбатоксидазой, дегидрогеназой и др. 

При изготовлении кахетинских вин для усиления окислительных процессов в сусло до брожения добавляют ферментированную мезгу. Окислительные превращения дубильных и красящих веществ приводят к образованию хинонов. 

При ферментативном окислении мезги сусло обогащается низкомолекулярными и сравнительно высококонденсированными продуктами окисления фенольных соединений. Одновременно изменяется цвет мезги. 

При изготовлении красных вин интенсивное окисление мезги нежелательно, поэтому ее сульфитируют для ингибирования окислительных ферментов. Окраска, которая вначале под действием SO2 ослабевает, впоследствии, после начала спиртового брожения и связывания сернистого ангидрида альдегидами, восстанавливается. Углекислый газ, выделяющийся при брожении, также ингибирует окислительные ферменты и препятствует возникновению буровато-желтых оттенков в цвете. Иногда для торможения окислительных процессов нагревают мезгу до 70°С. При этом происходит более интенсивное извлечение дубильных и красящих веществ. 

При выдержке и брожении на мезге имеют место и процессы автолиза отмерших растительных и дрожжевых клеток, в результате чего сусло обогащается азотистыми и другими веществами. 

При производстве столовых и шампанских виноматериалов необходимо как можно быстрее отделить сусло от мезги, чтобы не произошло обогащения его дубильными, красящими и азотистыми веществами, а также окислительными ферментами. 

По существующей технологии приготовления шампанских виноматериалов виноград загружают в корзиночные гидравлические или пневматические прессы и постепенно повышают давление, получая таким образом несколько фракций: I фракцию, или сусло высшего качества, первое прессовое сусло (II фракция) и второе прессовое сусло (III фракция). Для выработки шампанских виноматериалов используют первые две фракции. 

Изучение активности катехолоксидазы при переходе от одной фракции к другой показало, что она увеличивается. То же самое относится и к активности фермента пероксидазы. Это объясняется тем, что при раздавливании и прессовании винограда в сусло попадают взвешенные частицы - клетки мякоти, являющиеся носителями ферментов. 

Активность окислительных ферментов зависит от концентрации водородных ионов (рН) среды. Оптимум действия катехолоксидазы находится в пределах рН 5,3-6,8. Сбор шампанских сортов винограда производят при рН 2,7-3,2, что способствует снижению активности окислительных ферментов. Это позволяет получить малоокисленные виноматериалы. 

Увеличивается и содержание дубильных, красящих и азотистых веществ при переходе от одной фракции к другой. Меньшее содержание дубильных веществ и оксидаз и высокая кислотность предохраняют вино от переокисленности, которая обусловливается продуктами окисления дубильных веществ, а малое содержание общего азота не допускает развития молочнокислых бактерий. 

Во II и III прессовых фракциях благодаря повышенному содержанию дубильных веществ и окислительных ферментов окислительные процессы усиливаются в связи с поглощением кислорода. Окисление полифенолов приводит к образованию хинонов, которые вызывают глубокие химические изменения в составе сусла. Они окисляют легкоокисляемые вещества - аскорбиновую и диоксифумаровую кислоты, оксикислоты, аминокислоты и другие соединения, в результате чего качество сусла ухудшается. После расходования аскорбиновой и диоксифумаровой кислот начинается конденсация хинонов, продукты которой окрашивают сусло в коричневато-бурый цвет (вторичные окислительные процессы). Таким образом, для получения малоокисленных столовых и шампанских виноматериалов необходимо быстро переработать виноград и сразу же отделить сусло от мезги. I фракцию перекачивают в отдельные резервуары и добавляют небольшое количество сернистой кислоты (40-50 мг/л) для ингибирования окислительных ферментов. 

Прессовые фракции отстаивают до 24 ч для осаждения взвешенных частиц, пыли и микроорганизмов. При этом высокая сульфитация недопустима. По данным некоторых авторов (Пауль), доза SO2 не должна превышать 100 мг/л. Понизить дозу сульфитации позволяет применение низких температур. Процесс осветления ускоряется добавлением бентонита, образующего быстро осаждающийся осадок. Однако большие дозы бентонита приводят к обеднению сусла ферментами и витаминами, которые адсорбируются бентонитом. 

Хорошие результаты дает осветление сусла центрифугированием. В этом случае его сульфитируют только для инактивации окислительных ферментов. 


ВОПРОСЫ для аттестации
1. Химия вина как наука, ее цель, задачи, структура и содержание, связь с
другими дисциплинами химического цикла.
2. История развития науки о химии вина.
3. Роль российских ученых в успехах науки о химии вина.
4. Значение технохимического контроля в винодельческом производстве.
5. Характеристика хим. состава винограда по элементам его строения.
6. Моносахариды винограда и вина, их значение.
7. Полисахариды винограда и вина, их образование и значение.
8. Олигосахариды винограда и вина, их значение.
9. Одноосновные карбоновые кислоты винограда и вина, их значение.
10. Двухосновные карбоновые кислоты винограда и вина, их значение.
11. Оксикислоты винограда и вина, их значение.
12. Альдегидо- и кетокислоты винограда и вина, их значение.
13. Образование органических кислот в винограде.
14. Технологическое значение органических кислот.
15. Состав фенольных соединений винограда и вина.
16. Образование фенольных соединений в винограде.
17. Содержание фенольных соединений в винограде и вине, их значение.
18. Минеральные и органические формы азота винограда и вина.
19. Содержание азотистых соединений в винограде и вине, их
технологическое значение.
20. Состав витаминов винограда и вина.
21. Содержание витаминов в винограде и вине, их технологическое
значение.
22. Ферменты винограда и вина, их значение.
23. Активность ферментов и ее изменение в процессе изготовления вин.
24. Алифатические одноатомные и многоатомные спирты, высшие спирты,
терпеновые спирты винограда и вина.
25. Содержание спиртов в винограде и вине, их технологическое значение.
26. Альдегиды и кетоны винограда и вина, их представители.
27. Содержание альдегидов и кетонов в винограде и вине, их
технологическое значение.
28. Состав и содержание в винограде и вине ацеталей, сложных эфиров,
липидов и минеральных веществ при изготовлении вин, их хранении,
обработке.
29. Значение диоксида углерода и диоксида серы в виноделии.
30. Общая характеристика процессов, проходящих при изготовлении вина.
31. Характеристика образования вина.
32. Характеристика формирования вина.
33. Характеристика созревания и старения вина.
34. Характеристика отмирания вина.
35. Современное представление о химизме брожения.
36. Характеристика спиртового брожения, его химизм и значение.
37. Характеристика яблочно-молочнокислого брожения, его химизм и
значение.
38. Характеристика уксуснокислого брожения, его химизм и значение.
39. Окислительно-восстановительный потенциал.
40. Окислительно-восстановительные системы.
41. Ферментативные и неферментативные ОВ-процессы в сусле и вине.
42. Роль кислорода и ОВ-систем сусла в процессах, происходящих на
различных этапах получения вина.
43. Реакция меланоидинообразования в вине, ее химизм.
44. Формирование аромата и букета вин. Формирование вкуса.
45. Способы регулирования глубины и направленности происходящих при
получении вин процессов в формировании органолептических качеств
вин.
46. Общая характеристика винных дрожжей. Классификация дрожжей.
47. Особенности биохимии развития дрожжей: питательные потребности, дыхание)
48. Болезни вин. Вредители винодельческого производства.
49. Влияние факторов окружающей среды на жизнедеятельность дрожжей.
50. Методы ингибирования микроорганизмов, применяемые в виноделии.


Лабораторные работы 
Е.П. Шольц-Куликов, В. Н. Геок, Д. В. Рудой «ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ ПО ХИМИИ  ВИНА» Учебное пособие для студентов высших  учебных заведений, по направлению 19.03.02 профиль «Технология бродильных производств и виноделие», ДГТУ, 2016 г.
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