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1 ANTOKYANY
1.1 STRUKTURA ANTOKYANU

Antokyany patii do skupiny cervenych az modrofialovych ptirodnich barviv
rozpustnych ve vodé. Tyto heteroglykosidy obsahuji dvé c¢asti: slozku barevnou -
aglykon a slozku cukernou. Barevny aglykon je nazyvan amtokyanidin. S rostouci
hydroxylaci nebo metoxylaci aglykonu, nabyvaji antokyany fialovejsi barvu.
Aglykon je vazan glykosidickou vazbou na cukernou slozku, kterou byva nejcastéji
D-glukéza, D-galakdzta, méné L-arabindza a L-rhamnoéza (obr.1).

Casto u téchto sloudenin dochézi k acylaci kyselinami (kumarovou, octovou,
jable¢nou, parahydroxybenzoovou, atd.) na jiz vazany cukr v poloze 3. Glykosidace
ve tieti poloze tidi rozpustnost a stabilitu aglykonu. Pro kultivary evropské révy
Vitis vinifera je charakteristickda pfitomnost delfinidinu, petunidinu, malvidinu
a monoglukosidii  jednotlivych antokyanidinli, zatimco ostatni druhy Vitis
se vyznacuji také velkym mnozstvim 3,5-diglukosidii a jejich acylovanych

0l 234
derivata .

OGlucose 1.2

Obr. 1.1: Antokyanin-3-monoglukosid”,
obr.1.2: antokyanin-3,5-diglukosid
obr 1.3: antokyanin-3-(6-0-acetylglukosid)

1.1.1 Vliv pH na strukturu antokyanu

Velmi dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje intenzitu a barevny odstin antokyantl
je pH prostiedi. V zavislosti na pH existuje nékolik barevnych forem antokyant .
Pti hodnotach do pH =1 se antokyany vyskytuji v Cervené kationtové formé.
ZvySovanim pH prostiedi se ¢ervena barva antokyant vytraci. Dochazi k hydrataci
spojené s deprotonizaci az na karbinolovou pseudobazi. Po hydrolyze karbinolové
pseudobaze dojde k jeji izomerizaci na 3-ketoformu. Pfi dalsim zvySeni pH se modré



chinoidni anhydrobdze recyklizuji a ionizuji za vzniku cerveno-fialové zbarveného
roztoku. Pfi pH=8 vznikd barva tmavé modra ionizaci anhydrobaze nebo zluta,
jestlize dojde k vytvoteni chalkonu .

1.1.2  Vliv teploty na antokyany

Ovlivnéni struktury antokyant teplotou je zavislé na mnoha faktorech prostredi.
Vedle hodnoty pH je to pfitomnost kysliku, oxidu sifi¢itého, oxidu uhli¢itého
nebo svétla. Degradace antokyantl je v nepfitomnosti kysliku v oblasti hodnot pH
2,0 - 4,5 prakticky na pH nezavisla a zpravidla probiha za aerobnich i anaerobnich
podminek jako reakce I. fadu’®. Obecné nejprve dochézi pisobenim teploty
k pomalé hydrolyze a ke Stépeni glykosidické vazby v poloze 3. Vznikaji ptislusné
aglykony a cukry. Dochézi ke zvySeni barevné intenzity a k naslednému poklesu
vlivem mensi stability vzniklych aglykond. Aglykony podléhaji transformaci
na chalkony a dalsi degradaci.

1.1.3 Vliv SO2 na antokyany

Oxid sifiCity se ve vinafstvi uplatiiuje jako antioxidant. Z prostiedi odebira kyslik,
oxiduje se na SOs;, snizuje hodnotu rH. U antokyanovych barviv dochazi v diisledku
jeho piitomnosti k odbarveni*®.

1.2 LOKALIZACE ANTOKYANU

U vétSiny u nas péestovanych kultivari révy vinné se cervené barvivo vyskytuje
v bunkach slupek bobuli modrych kultivard. Mikroskopicka pozorovani bunék
hypodermalnich c¢asti tkani rGznych druhG rév poukazala na vyskyt pevnéjSich
télisek, ve kterych jsou antokyaninové pigmenty umistény. Nachazi se v cytoplazmé
bunek slupky bobule, nebo v jejich vakuolach. V révach Vitis vinifera byla
pritomnost téchto tzv. antokyanoplastit popsana. Antokyanoplasty se mohou
vyskytovat bud” jako malé jednoduché cytoplazmatické antokyanoplasty nebo miize
dochéze;[ k jejich koalescenci za vzniku velkych vakuolarnich antokyanoplastl
(obr.2)".



Obr. 2: Fotomikrograf bunécné suspenze Vitis vinifera (x250)’.
(A) Bunky s pigmentovanymi vakuolami;
1, malé (cytopazmatické) antokyanoplasty,
2, koaleskujici antokyanoplasty,
3, velké (vakuolarni) antokyanoplasty.
(B) Antokyanoplasty v bunkdch s nepigmentovanymi vakuolami.

2 CERVENE VINO

Zralé bobule se melou ve specialnich mlyncich na kasovitou hmotu zvanou rmut.
Jeho scezenim se ziskd samotok. Rmut se lisuje, ziskdva se most. Ten obsahuje
vodu, sacharidy, kyseliny, tiisloviny, dusikaté latky, vitaminy, barviva, aromatické
latky a mineralni latky. Lze ho upravovat sifenim, provzdusinovanim, odkalovanim,
okyselovanim, odkyselovanim, pfidanim ¢ifidla nebo pfidanim cukru.

2.1 NAKVASENI HROZNU

Pfi vyrobé cerveného vina je zadouci ziskat z hroznli maximalni mnozstvi
cerveného barviva, jakoz i pfimefeny obsah tfislovin. Nakvasenim modrych odrid
dochézi uc¢inkem alkoholu syntetizovaného kvasinkami k vylou€eni barviv ze slupek
pfimo do rmutu. Optimalni doba nakvaseni seu Cervenych odriid pohybuje
v zavislosti na teploté, ktera byva 20az25°C, apozadovaném charakteru
vyrabéného vina od 8§ do 16 dnli. Velmi dlouhé nakvaSovéani neni pro barvu
cerveného vina prijatelné, nebot’ ziskané barvivo se znovu rozklada a Cervena barva
hnédne. Pii nakvaseni jsou tuhé castice nadnaSeny a vytvareji na povrchu mostu
matolinovy klobouk. Ten je nutno udrzet ponofeny v mostu, aby se zabranilo jeho
styku se vzduchem a rozvoji nezadouci mikrofléry. Ztratam barviv ucinkem
polyfenol-oxidazy a bakteridlni kontaminaci lze zabranit mirnym zasifenim, napf.
posypem povrchu rmutu disifi¢itanem draselnym /% /" /2.



2.2 ZRANI A STARNUTI VINA

Polyfenoly vina podstupuji béhem procesu zrani polymerizacni zmény. Dochazi
ke zménam v barvé vina, které odrazi prechod antokyani na stabilnéj$i polymerni
formy, kterym je pri¢itano na 50 % barevné hustoty jednoletych vin. Vlivem téchto
pfemén se méni chut a ving vina, sniZuje se sviravost’”’*”. Nejeast&jsi reakce
odpovédné za tvorbu polymernich barviv zahrnuji kondenzaci, kopigmentaci
a samoasociaci. Vedou ke zvySeni mnozstvi barevnych komplexa, které jsou méné
citlivé ke zménam pH neZ samostatné antokyany. Jejich stabilita a reaktivita ve viné
je ovlivnéna mnoha faktory, jako je mnozstvi kysliku, SO,, acetaldehydu, teploty,
pH a koncentrace molekul se schopnosti kopigmentovat ‘% /" /5 /%,

2.3 VYZNAM VINA VE VYZIVE CLOVEKA

Vino je povazovano za hodnotny napoj. Kromé zakladnich soucasti obsahuje vino
fadu mikroelement(, jako je méd’, Zelezo, kobalt, mangan, bor, jod a jiné, které
spolupiisobi pii vyméné latek v lidském organismu jako biokatalyzétory aktivujici
¢innost hormond a enzymil. V poslednich letech vzrista zajem o vino z hlediska
jeho mozného priznivého preventivniho plisobeni proti kardiovaskularnim
onemocnénim (CHD-Coronary Heart Desease). Cetné studie prokazaly, Ze nep¥imo
umérné je s vyskytem CHD spojena koncentrace HDL cholesterolu (/ipoprotein
o vysoké hustoté), jehoz mnozstvi pii pravidelné konzumaci malého mnozZstvi
alkoholu vzrtsta *’.

3 ENZYMOVE PRiPRAVKY

Ptirozenou komponentou vSech rostlin je pektin. Je dileZitou soucasti primarnich
stén rostlinnych bunék. Dale tvoii hlavni slozku stfedni vrstvy extracelularniho
materidlu, ktery se nachazi mezi primarnimi sténami sousednich, predevsim
mladych rostlinnych bunék.

V ovocnych stavach byva obvykle piitomno 0,05 - 0,20 % pektinu. Pektiny brani,
zejména jsou-li pfitomny ve znacné mife, riznym cificim zdkrokim a Upravam.
Je tedy ucelné zbavit pektin jeho dispergacnich, resp. emulgacnich vlastnosti jiz pred
filtraci, aby mohly disperze vlockovat a snadno se zachytit na filtrech. V této
souvislosti je tedy nutné zdlraznit, ze vlastnim tikolem enzymu neni odkaleni §t'avy,
ale pravé jen inaktivace stabilizatoru kalovych latek a dosaZeni stavu, kdy mohou
byt kaly vysraZzeny a teprve jako vloc¢ky zachyceny ekonomickou filtraci
nebo vyloudeny odstiedénim, sedimentaci, &i jinak”’.

Chemicky jsou pektinové latky veétvené heteropolysacharidy obsahujici stovky
Citisice stavebnich jednotek v molekule (obr.3). Zaklad tvoii kyselina
polygalakturonova, ktera je metylesterifikovana. Pektin je heteropolysacharid, jehoz
hlavni fetézec se skldda z jednotek D-galaktopyranuronové kyseliny vazané o-(1,4)

glykosidickymi vazbami a z malého mnozstvi jednotek L-ramnézy vazané o-(1,2)



vazbami. Soucasti molekuly pektinu jsou i dalsi neutralni sacharidy L-arabindza,
D-galaktéza, D-xyloza, D-glukoza.

H no [ H H QHH
(0]
-00¢7\ \YOH CH300C CH00C OH
0 I O~
I
H O
H HG H H
Obr.3: Struktura polygalakturonového retézece

Bunécna sténa rostlinné bunky je tvofena vlakny, jejichz sloZzeni se méni
v zavislosti na jejich vzdalenosti od stiedové vrstvy pres primdrni a sekundarni
bunéénou sténu. Slozeni jednotlivych vrstev je velice rozdilné. Stifedni vrstva
se sklada predevsim z protopektinu a hemiceluldz (obr. 4) ** .

=———————=—=Celulozové vlakno

' '“'i' Xyloglukan
M—r Rhamnogalakturonan

¢ Proteiny bunécné stény

_ i—Arabinogalaktan

Obr.4 : Slozeni stiedové vrstvy mezi sténami rostlinnych bunék’

Pektinové latky jsou pfirozenym substratem pro pektolytické enzymy. Ty lze
rozdélit do jednotlivych skupin dle mista, kde atakuji galakturonovy ftetézec
molekuly pektinu.

Existuji t# zakladni typy pektolytickych enzymt®> %

¢ Deesterifikujici enzymy (pektinesterazy)
¢ Depolymerizujici enzymy (pektinazy: hydrolazy a lyazy)
¢ Protopektinazy

Pektinesterazy katalyzuji deesterifikaci methoxylové skupiny pektinu za tvorby
kyseliny pektinové. Jsou produkovany plisnémi, bakteriemi, kvasinkami a vys§imi
rostlinami. Depolymerazy Stépi ou(1—4)-glykosidické vazby mezi galakturonovymi
monomery Vv pektinovych latkdch bud hydrolyzou (hydrolazy) nebo [-eliminaci
(lyazy). Uzivané prefixy endo- a exo- potom znaéi nahodny nebo koncovy atak



molekuly. Protopektinazy, které Stépi protopektin (nerozpustny nativni pektin
bunéénych stén asociovany s celulosou), uvoliiuji ve vodé rozpustny a vysoce
polymerizovany pektin z protopektinu®.

Vedle pektolytickych enzyma jsou v komercnich pektolytickych preparatech
velice Casto pritomny enzymy s [-glukosidazovou aktivitou. Ty katalyzuji
hydrolyzu alkyl- a aryl- B-glukosidu, také vSak diglukosidii a oligosacharidi. Dale
jsou v enzymovych preparatech pfitomny celulazy, které stépi celulosu. Enzymové
piipravky, bézné dostupné v maloobchodni siti, vedle vysSe zminénych, mohou
obsahovat dale rizna mnoZstvi protedaz, amylaz, arabinaz a galaktomannaz.
Ptipravky jsou k dostani v tekuté nebo pevné formé.

3.1 VYUZITI ENZYMOVYCH PRIPRAVKU VE VINARSKE
TECHNOLOGII

Nekteré prace uvadeéji, ze extrakce barviv a dalSich fenolickych latek
je po aplikaci enzymovych preparatil zvysena asi o 12 %, vytéznost §tavy vzrasta
v pruméru o 6 %. Pii senzorickych zkouskach nebyly objeveny vyznamné odliSnosti
v chuti vina. Pektinazy umoziuji:

¢ Intenzivngjsi extrakci barevnych latek™ *” %,
¢ Snadné lisovani zejména odrtid s pevnou duzninou °” %%,
¢ Snadné ¢ifeni a odkalovani mosta %,

¢ Rychlejsi sedimentaci kali ve vinech
*

x - s Tieal, 29 30,31
Zvysenou extrakci vonnych latek ** % .

4 CILDISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je charakterizace a porovnani komer¢nich preparatt
pektolytickych enzyma, které jsou vyuzivany pii vyrobé Cerveného vina. Budou
sledovany aspekty:

1. Zvyseni extrakce antokyanovych pigmenti a fenolickych latek
do rmutu béhem prefermentace, sledovani zmén v obsahu dalSich
senzoricky aktivnich latek vina.

2. Intenzifikace procesu Stépeni pektinovych latek sledovanim doby
filtrace vzorktl a rychlosti Cisténi vina.

3. Moznost ovlivnéni stability barvy vina.

V pektolytickych preparatech budou dale stanoveny aktivity enzymi: pektin-
methylesterazy, polygalakturonazy, pektinlyazy a celulazy.
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Na zékladé dosazenych vysledkli analyz vzorki rmuti a vin a slozeni
enzymovych preparatli, budou vyvozeny =zakladni charakteristiky pouzitych
enzymovych preparati.

5 ZVOLENE EXPERIMENTALNI POSTUPY
5.1 MATERIAL

Po dohodé se zastupci vinarské spolecnosti byl pro experimenty pouzit rmut
vyrobeny z modrych hroznli odridy Frankovka, které byly vypéstovany prevazné
v Mikulovské vinafské oblasti. Rmut byl vyroben tradicnim postupem - mletim
a odzrnénim hrozni.

V experimentech byly pouzity nasledujici enzymové piipravky: Gammapect
Mall, Gammapect Press 2L, Trenolin Rouge DF, Gammapect AWP, Gammapect
W2L, Gammapect W70L, Ovopres, Trenolin Rot, Vinozym G, Vinoflow.

5.2 PRISTROJE

Absorbance byly méteny pouzitim UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-3000,
Helios o a Helios 0. Kidentifikaci antokyani bylo wuzito kapalinového
chromatografu LC-10AD SCHIMADZU. V experimentech byl dale pouzit termostat
U 10 a Ubbelohdeho viskozimetr.

5.3 METODY
5.3.1 Stanoveni antokyani

Na spektrofotometrické stanoveni vybranych chemickych charakteristik vina byly
pouzity ovéfené metody .

Nejprve byly méfeny hodnoty absorbanci za pouziti 10 mm kyvet a zaznamenany
hOdIlOty A420, A520 a A660-

Daéle bylo ptfidano 50 pl vinak 5 ml 1 M HCI a po 3 — 4 hodindch zaznamendna
absorbance pii 280 nm 4%

5.3.2 Identifikace antokyani metodou HPLC

Vzorky vin byly analyzovany metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s cilem identifikace pfitomnych antokyani a jejich derivati. Protoze nebyly
k dispozici standardni roztoky, bylo nutno kvalitativni zastoupeni barviv urcit pouze
srovnanim retenc¢nich c¢astt jednotlivych piki na obdrzeném chromatogramu
a reten¢nich ¢astl barviv analyzovanych jiz diive, za stejnych podminek ** > .
Pti separaci bylo pouzito nasledujiciho vybaveni a postupu:

Kolona: Sepharon SGX C 18, 150 mm x 3,3 mm, pratok: 0,5 ml/min, vinova
délka: 520 nm, nastiik: 20 pl.
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Rozpousteédlo A: 20 % CH;0H + 80 % H,O + HCIO,

Rozpoustedlo B: 80 % CH;0H + 20 % H,0 + HCIO,

C (HC10,) = 0,0251 mol/l ~ pH 1,6

% B Gradientovy program
Zacatek Konec cas (min) vzrust % B
B/min

20 % 75 % 0-20 1 % 20 - 40
20 - 30 2% 40 - 70
35-40 1% 70 - 75

Tab. 1: Gradientovy program pro separaci antokyanti

5.3.3 Stanoveni tepelné stability antokyani

Degradace antokyanovych barviv byla sledovéna piti teplotach 21, 37, 60 a 90 °C.
7 lahvi byla pipetovana potrebna mnozstvi vina do zkumavek, které byly umistény
do termostatu, vytemperovaného na pozadovanou teplotu. Ze zkumavek byly v
pfedem urcenych casovych intervalech odebirdana potfebnd mnozstvi k analyze.
Stabilita barviv byla posuzovana spektrofotometricky ve viditelné oblasti spektra
na zakladé zmén obsahu barviv. Na stanoveni obsahu antokyanovych barviv byla
pouzita metoda diferenéniho pH °.

Obsah antokyant cax v g/I:

AAx M, xV
V xlxg

vz

Caux =
kde AA= _ApH 1,0 - _ApH 4,5
App 10— prumérna absorbance roztoku s pH 1,0 pfi 518 nm,
App a5 — prumérna absorbance roztoku s pH 4,5 pifi 518 nm,
My — molekulova hmotnost kyanidin-3-glukosidu /449 g . mol™/,
V,, — objem vzorku v cm’,
V — objem vzorku po zfedéni v cm’,
1 — tloustka kyvety v cm,
€ - molarni absorpcnl koeﬁ01ent kyanidin-3-glukosidu

(26 900 dm’. mol " .cm™).
5.3.4 Meéreni rychlosti filtrace

Z nakvaSecih jimek, poptf. z experimentalnich lahvi bylo odebrano cca 50 ml
kapalného podilu vzorku, ktery byl filtrovan pies sklddany filtr Filpap KM-1.
Byl zaznamenan ¢as, béhem kterého byl ptefiltrovan stanoveny objem vzorku.
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5.3.5 Stanoveni enzymovych aktivit

Byla stanovena aktivita polygalakturonazy, pektinesterazy, pektinlyazy a celulazy
dle doporugenych postupt > .

5.4 MATEMATICKO-STATISTICKE METODY

Ptresnost pouzitych metod byla posouzena na zakladé vypoctu smérodatné
arelativni chyby Sx asx na hladiné spolehlivosti 90%. Pro statistické zpracovani
stanovovanych hodnot byly pouzity nasledujici vztahy:

Aritmeticky primér: X=—=2%

> (x, - %)

Smérodatna odchylka aritmetického praméru: Sx = 1)

Interval spolehlivosti I=081,,

Relativni chyba (%) ox =

Kde: x;-naméfené hodnoty
X - primérna hodnota série méfeni

n - pocet mereni

t,, - Studentlv koeficient odpovidajici stupni volnosti v a hlading
pravdépodobnosti p.

Metoda nejmensich ¢tvercii:

Pomoci metody nejmensich ctverct je k empirickym hodnotdm zavislosti (x;, yi),
kde i=1, 2,..n, pfifazena funkéni zavislost y=f(x, b;, by, ..b,) tak, aby suma ploch
ctverct o stranach (y;-y) byla minimalni.

S =3[y, - £(x.Bubyo.., )f = min
i=1

Matematicky se tento pozadavek formuluje: % _ g proj=1,2,...p
J
coZ je soustava p rovnic o p nezndmych b;, b, b,.
Linearni regrese:
V pripad¢ linearni zavislosti y = k.x+q ma funkce f v metodé nejmensich ctverct
tvar: f(x, b; by)kdeb;=qab,=k.

Z pozadavku minimalnich ploch c¢tverct vyplyva pro koeficienty k, q vztah
linearni regrese dané soustavou dvou rovnic:
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kixfﬁqu,.:Zx,yl
i=1
kal..+qn = Zyl.

V praci je pouzita hodnota korelacniho koeficientu linedrni regrese r:

1— Z(y, _37’)2
o T

Hodnoty vSech koeficientil linedrni regrese byly pocitany programem Origin 6.

V=

6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 VYSLEDKY EXPERIMENTU REALIZOVANYCH
V PRUMYSLOVEM MERITKU

6.1.1 Uvolinovani antokyanu béhem nakvaseni rmutu

Béhem nakvaseni jsou uvoliiovany pigmenty do media v podob€ monosacharidii
a disacharidii nebo mohou byt cukerného zbytku zbaveny tplné. U vzorku, pfi jehoz
ptipravé byl pouzit enzymovy prepardt Gammapect Press 2L, doSlo k uvolnéni
barviv o 2 dny dfive, nez uvzorku kontrolniho. To by mohlo poukazovat
na pritomnost 3 - D - gluosidazové aktivity, jejiz pritomnost je garantovana
vyrobcem. Také pii pouziti enzymového preparatu Trenolin Rouge DF doslo
k dostatecnému uvolnéni barviv do Sesti dnli od pocatku nakvaseni. Pro ziskani
stejného mnoZstvi barviva byla nezbytna doba nakvaseni rmutu kontrolniho a rmutu
upravenc¢ho preparatem Gammapect Mall 7 dni. Relativni chyby stanoveni hodnot
Asy se pohybovaly v rozmezi 5,5 - 11 %.

—&— Gammapect Mall

30004  ---#-- Trenolin Rouge
{ -—-o-— Gammapect Press 2L
25004 --9-- Kontrolni vzorek

2000 4
1500+
1000 +

5004

Celkové antokyaniny (mg/l)

=
[

Doba nakvaseni (dny)

Obr. 5: Uvolnovani antokyanovych barviv do rmutu
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6.1.2 Uvoliovani fenolickych latek béhem nakvaseni rmutu

Na stanoveni celkovych fenolli ve viné byla pouzita vSeobecné pfijata metoda
méfeni absorbance pii 280 nm. Nefenolickym latkdm ve vinech pii méfeni
absorbance pii 280 nm v 1 cm kyveté je pfisouzena hodnota 3,9 + 0,2, coz opraviiuje
k rutinnimu vyuziti spektralni hodnoty Ajg - 4 pro pfimé méfeni fenolickych latek
v gerveném ving *7.

307 Gammapect Press 2L (vz. D) 50+ Kontrolni vzorek (vz. B)

40+

s
(=1
N

304

A, (Jedn. abs.)
r;_)‘

A (jedn. abs)

=
:
2
el

104

0 2 4 6 g 10 0 2 4 6 8 10
Délka nakvaseni (dny) Délka nakvadeni (dny)

Obr. 6: Uvolnovani fenolickych latek behem nakvdseni modrého rmutu

U vzorkii upravenych enzymovym preparatem (napt. vz. D. - obr. 6) bylo
uvolnovani fenolickych latek s casem témét linearni. Fenoly v téchto vzorcich byly
uvolilovany rovnomérné, plynulda mohla byt také naslednd tvorba produkti
antokyantl a dalSich fenoll, vedouci pozdéji k vyssi stabilité barvy vina. U vzorku
kontrolniho bylo stanovované mnozstvi fenolickych latek behem nakvaseni zna¢né
nevyrovnané.

Nejnizsi mnozstvi celkovych fenoli bylo po péti dnech nakvaSeni uvolnéno
do kontrolniho rmutu. Obsah fenolickych latek ve vzorcich rmutu s pfidanymi
preparaty byl vyss$i, coz je zplsobeno intenzivnéjSim Stépenim polysacharidi
bunéénych stén enzymy atim usnadnénou extrakci téchto latek. Relativni chyby
stanoveni hodnot A,g, se pohybovaly v rozmezi 3,9 - 10,7 %.

6.1.3 Rychlost filtrace

Pti nakvaseni se méni struktura stén bunék slupek bobuli. Béhem této doby
dochézi k vyraznym zménam ve slozeni rmutu. Pouzité pektolytické preparaty se
vzajemné lisi ve slozeni a tim i G¢innosti, jednotlivé enzymy ptitomné v preparatech
se mohou vzdjemné ovliviiovat. Déje probihajici béhem nakvaseni tedy nelze piesné
popsat. Na zdkladé meétfeni rychlosti filtrace je mozné casteCné jejich cinnost
odhadnout.
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Obr. 7: Zména doby filtrace vzorkii rmutu behem nakvdsent.

Béhem prvnich 3 dnl se projevuje Cinnost pfitomné pektin-lydzové aktivity.
U vzork, do nichZ byl aplikovan preparat se stanovenou nizkou PL aktivitou, doba
filtrace v této fazi nakvaseni vzrlstd (napt.u kontrolniho vzorku a naopak. Od 3. dne
ovlivituje rychlost filtrace spiSe pritomna celulolytickda aktivita. U vzorkl
po aplikaci enzymového preparatu s nizkou aktivitou CE je filtrace rychlejsi, vysoka
celulolytickd aktivita (napf. u Trenolin Rouge DF) ovliviiuje rychlost filtrace
negativné. U kontrolniho vzorku byla aktivita pektinlyazy i celuldzy, oproti vzorkiim
upravenym enzymy, nizka. Relativni chyby stanoveni doby filtrace se pohybovaly
v rozmezi 10 - 15 %.

6.1.4 Charakteristiky enzymovych preparati

Na zékladé dosazenych vysledki jsme u pouzitych enzymovych preparatti dospéli
k nasledujicim zavérim:

Gammapect Mall - vhodna kombinace enzymovych aktivit se projevuje rychlym
Stépenim pektinovych latek na kratké sacharidové fetézce. Filtrace je po aplikaci
tohoto preparatu rychlejsi. Pouziti preparatu zvysuje extrakci barviv, tento proces
ovSem neurychluje. Pravdépodobné zvySuje také extrakci fenolickych latek.

Trenolin Rouge DF - vysoka celulolyticka aktivita zptisobuje dokonalé rozruseni
stén bunck slupek bobuli, zpfistupiiuje pektin pro ¢innost dalSich pektolytickych
enzymil. Jejich aktivity ovSem nejsou prilis vysoké. Pektiny béhem nakvaseni nejsou
dobie Stépeny, filtrace je urychlena pouze v malé mife. Tento preparat urychluje
extrakci barviv, nezvySuje intenzitu barvy rmutu.

Gammapect Press 2L - predpokladand vysokd [-glukosiddzova aktivita
urychluje proces extrakce barviv a aromatickych latek. Vyrazné snizuje dobu filtrace
Stavy. Aktivity pektin-methylesterdzova, endogalakturonova a celulolyticka jsou
v tomto preparatu nizké.

U kontrolniho vzorku je pro dosazeni stejné intenzity zbarveni rmutu jako
uvzorkli upravenych preparaty nutna delsi doba nakvaseni. Doba filtrace
kontrolnich vzorka je nesrovnatelné vyssi.
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6.1.5 Stanoveni vyznamnych enzymovych aktivit

U pektolytickych piipravkd, které byly pouzity v tomto experimentu, a které jsou
ureny k vyrobé vina, byly stanoveny aktivity enzyml vyznamnych z hlediska
technologického procesu.

Nejvyssi celuldzovou aktivitu vykazoval preparat Trenolin rouge DF. V piipadé
preparati  Gammapect Mall a Gammapect Press 2L byly stanovené hodnoty
celulazové aktivity podobné (tab.2.).

Lyazova aktivita Celulolyticka aktivita
Enzymové pripravky Prirtistek abs. Ajss Redukujici skupiny
(min”.ml™" (min”.ml™"
Gammapect MALL(A) 0,58 8,15.10”
Trenolin Rouge DF (C) - 4,16
Gammapect PRESS 2L(D) 0,46 2,51.107

™S .nestanoveno

Tab. 2: Hodnoty stanovenych enzymovych aktivit pouZitych prepardtii
pektolytickych enzymii.

6.1.6 Dalsi senzoricky aktivni latky

V ptipad€ pouzitého preparatu Trenolin Rouge DF byla naméfena vyrazné vyssi
celulolytickd aktivita, ktera umoZnila dokonalejsi St€peni bunécnych stén a
zptistupnila polysacharidy ucinku dalSich enzymi. Tento vysledek odpovida i
stanovenym vyS$im hodnotam celkového extraktu u vzorku C. Obsah celkového
extraktu zjistény v kontrolnim vzorku na zac¢atku kvaseni byl nizky.

Mnozstvi organickych kyselin nebylo z hlediska plisobeni pektolytickych enzymi
ovlivnéno.

Senzoricky ucinna latka Redukujici Titovatelné Celkovy
Cukry kyseliny Extrakt
(Stand. odchylka
pruméru) (2,9-12,5 %) (1,7-11.0 %) (1,6-12,9 %)
Gammapect Mall 84,9 9,1 40,5
Trenolin Rouge DF 92,4 9,5 64,5
Gammapect Press 2L 44,4 9.4 42,0
Kontrolni vzorek 41,5 8,8 40,4

Tab. 3: Obsah redukujicich cukri, kyselin a celkového extraktu na pocatku
kvaseni vina.
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6.2 EXPERIMENTY REALIZOVANE V LABORATORNIM MERITKU

Sledované vlastnosti vzorkl vin v téchto experimentech nemohou byt srovnavany
s hodnotami, které by byly stanoveny u realnych vin, nebot’ rmut, z n¢hoz byly
vzorky vin pfipraveny byl davkovan do experimentalnich nadob dle potieb
experimenti a moznosti laboratofe. Rmut i vino byly vyrobeny stejnym
technologickym postupem jako v pfedchozim experimentu.

6.2.1 Uvolinovani antokyanu béhem nakvaseni rmutu

Uvolnovani antokyanovych pigmenti bylo zaznamenano vzdy béhem prvnich
7 dni nakvaseni po aplikaci pektolytickych preparatd. Piisledovani mnozstvi
antokyani béhem experimentd v jednotlivych vzorcich rmutu byl u vSech
zaznamenan narist mnozstvi barviv béhem prvnich péti dnt. U vzorku kontrolniho
pozvolny nariist barviv pokracoval do sedmého az desatého dne, kdy mnozstvi
uvolnénych antokyant dosahlo stejné hodnoty jako u vzorkd rmutu upravenych
enzymovymi preparaty (obr. 8.)

Trenolin Rot
| Vinozym G
254 [ Trenolin Rouge
Gammapect AWP
- l | Gammapect W2L
2,04 = + Vinoflow
. % Gammapect W70L
£ k4 "I'g i Ovopres
« 1,54 1 [ ¢  Kontrolni
= 11 :
L bl
210 #
< ]
0,0 AL
o 1 2 3 4 5 6 17

Obr. 8: Mnozstvi antokyaninovych barviv ve vzorcich rmutu po péti dnech nakvdseni

6.2.2 HPLC analyza vzorki rmutu

U vzork® rmutu po ukon-Ceni nakvaseni byla provedena analyza pomoci HPLC.
Na chromatografickém zéznamu (obr. 9) jsou patrné hlavni piky malvidin-3-
monoglukosidu (s retenénim c¢asem 16 min), malvidin-3-monoglukosid -acetatu
(31,5 min.) a malvidin-3-monogluko-sid-kumaratu (37,5 min).

Je patrny znacny rozdil v mnozstvi uvolnénych antokyani do $téavy ihned
po vylisovani (obr. 10), ve rmutu po nakvaseni s pridanymi pektolytickymi enzymy
(obr. 9) a bez jejich ptridani (obr. 11).

Nizké mnozstvi antokyanovych pigmentd v kontrolnim vzorku je mozno
zdivodnit tim, zZe vlivem nedostate¢ného pusobeni pektolytickych enzymt doslo
béhem prefermentace k méné intenzivnimu odsStépeni barviv vazanych na pevné
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soucasti bunécnych stén. Barviva zistala vazana na latky, které pted analyzou ulpély
na filtru.

mAbs
100

50

0 10 20 30 40
min

Obr. 9: Chromatograficky zdznam vzorku rmutu upraveného pektolytickym

preparadtem po péti dnech nakvdseni.
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100] chl 520nm
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0 N N

0 10 20 30 40
min

Obr. 10: Chromatograficky zaznam vzorku stavy z modrého hroznu.
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Obr. 11: Chromatograficky zdznam kontrolniho vzorku rmutu po péti dnech
nakvaseni.

6.2.3 Zakal ve vzorcich rmutu

Absorbance pii 520 nm (absorbéni maximum antokyani) muze byt zcasti
ovlivnéna mnozstvim zakalu. Relativni zastoupeni latek tvoricich zékal lze zjistit
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spektofotometricky, méfenim absorbance pifi 660 nm, kdy antokyany jiz
neabsorbuji’.

A(m(]edn.abs.)
0.10 | —— Gamm.W70L
: --¢&- Gamm.W2L
] g . g Gamm. AWP
0.08 Kontolni vzorek --=B--- Tren.Rouge
-8~ Tren.Rot
0.06 - % Vinozym
[T ....... e VinoﬂOW'
S @ Ovopres
0.04 - o Lo i
0.02f;

0.00

> 4 6 8 10
Doba nakvaseni (dny)

Obr. 12: Relativni mnozstvi zakalu ve vzorcich rmutu behem nakvaseni.

V experimentech byl sledovan zdkal vzorkd béhem prvnich deseti dnt
prefermentace. Prvni 3 dny byl zaznamenén prudky narist zédkalu u vSech vzorkd.
Dochazelo tedy vlivem cinnosti révovych enzymt k intenzivnimu rozruSovani
slupek bobuli vinné révy. Nejvyssi narlst této hodnoty 1ze pozorovat u kontrolniho
vzorku. Zde nejsou pritomny aditivni enzymy, které by produkty pocatecniho
Stépeni rozloZily a proto se vysoka hodnota dale béhem fermentace udrzuje.

K vysSimu narGstu mnozstvi zakalu oproti ostatnim vzorkim dochazi
napt. u vzorku po aplikaci preparatu Vinozym, aktivity jehoz enzymi jsou relativné
nizké. Oproti kontrolnimu vzorku v dalS§ich dnech dochézi ke sniZeni této hodnoty.

6.2.4 Uvoliovani fenolickych latek béhem nakvaseni rmutu

Fenolické latky jsou dillezitou slozkou ¢erveného vina, nebot maji vliv na barvu,
chut' acelkovy charakter Cervenych vin. Pti aplikaci pektolytickych preparatt
je mnozstvi celkovych fenolli vy$si nez u vzorku kontrolniho. Nejvyssi obsah
byl stanoven u vzorkll vin, u nichz bylo pouzito preparatd, Trenolin Rot,
Gammapect AWP a Vinozym. U enzymového ptipravku Gammapect AWP miize
byt toto vysoké mnozstvi prisouzeno dikladnému Stépeni pletiv vlivem vysoké CE
aktivity a s tim spojené usnadnéné extrakci sledovanych latek, u pripravka Trenolin
Rot a Vinozym vysokému mnozZstvi uvolnénych antokyanovych latek, které tvoii
podstatnou ¢ast skupiny vinnych fenolt.
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Obr. 13. Mnozstvi fenolickych ldatek uvolnénych do rmutu béhem 5 dnii
nakvaseni.

6.2.5 Rychlost filtrace

Rychlost pronikdni kapaliny obsahujici vice ¢i méné koloidnich ¢astic filtrem,
muze byt jednim zukazateli ucCinnosti pouzitych pektolytickych preparati
pii nakvaseni rmutu. U€innost pektolytickych preparatd jsme timto zptisobem
porovnali na konci nakvaSeni. Nejvyssi rychlosti filtrace byly ve vétSiné
experimentd dosazeny pti pouziti preparati Gammapect AWP a Ovopres, u kterych
byly pozdé&ji stanoveny velice vyrovnané hodnoty vSech sledovanych enzymovych
aktivit. Tento jev byl sledovan jiz béhem velice kratké doby prefermentace, kdy
doslo k mnohonasobnému urychleni filtrace vzorkli po aplikaci enzymi oproti
vzorku kontrolnimu.

Kontrolni vzorek

Trenolin Rot

ci \ Trenolin Rouge

é Gammapect W70L

g Vinozym G

g C}vopres

= Vinoflow

£ Cammapect W2L

8 (Jd.TT]I'I'Idp(,(_t
N T \‘ | |— [ 17 |AWP
2 3 8 9

Obr 14: Doba filtrace vzorkii rmutu na konci nakvdseni.

6.2.6 Sedimentace

Pti podminkach statického odkalovani kaly v mostu klesaji na dno nadoby, ¢imz
se most Cisti. Také zde se projevi ucinek pektolytickych enzymi. Ty, Stépenim
pektinu jako ochranného koloidu, urychli proces koagulace a sedimentace
zakalovych c¢astic. Nasledujici graf ukazuje tloustku vrstvy sedimentu ve viné, ktera
se utvorila 10 minut po promichani experimentalnich lahvi.
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Obr. 15:Mnozstvi usazenych ldtek ve vine.

Nejvice sedimentu se béhem deseti minut vytvofilo v experimentalni nadobé
se vzorkem vina, pii jehoz pripraveé byl pouzit enzymovy preparat Gammapect AWP
a dale Gammapect W2L. Tyto enzymové preparaty jiz v predchozich experimentech
vykazovaly vysokou ucinnost pti S§tépeni pektinu.

6.2.7 Stanoveni enzymovych aktivit pektolytickych preparati

U pektolytickych ptipravki, které jsou uréeny k vyrobe¢ vina, a které byly pouZity
v tomto experimentu, byly stanoveny nasledujici enzymové aktivity 7" 7.

Nejvyssi pektinesterazovou aktivitu vykazovaly piipravky Gammapect W2L
a Gammapect W70L. Nejvyssi polygalakturonazova aktivita byla stanovena
upreparatl Gammapect W2L a Trenolin Rouge. Nejvyssi pektinlyazova aktivita
byla stanovena u piipravkil Trenolin Rot a Ovopres. Vybrané komercni preparaty
byly déle testovany na celulolytickou aktivitu. Nejvyssi aktivitu vykazovaly
pripravky Vinoflow a Ovopres. Nalezené hodnoty aktivit preparatl pouzitych v
tomto experimentu jsou uvedeny v tabulce 3.

Enzymové Vino- Vino- Gamma Treno- Treno- Ovo- Gamma

ptipravky flow zym -pect lin lin Rot pres -pect
G W2L Rouge W70L

PMs 0,24 0,29 3,95 - 0,55 29 3,15

Vyaon. min' g'l 8

PG 4,30 4,10 12,80 11,30 7,10 6,70 5,40

mmol.g” .min”

PL 1,3.10* 13.10" 0558 ™ 083 076 0,29

A235 minl.g'l

CE 310 222 97 - 176 250 101

a1 . -1
umol g .min
-"S...nestanoveno

Tab. 3: Hodnoty enzymovych aktivit pouZitych pektolytickych preparati
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6.2.8 Degradace antokyanovych barviv

Stabilita antokyant byla sledovana piedevsim proto, aby mohlo byt zjisténo, zda
u vina, které bylo vyrobeno technologii nakvaseni s pektolytickymi enzymy, dochazi
ke zménam ve stabilit¢é barviv. Degradace antokyani vina byla sledovana
v pritomnosti svétla pii teplotach 21, 37, 60 a 90 °C.

0'035__ o 21°C
00304 . --a-- 37°C
00254 S

~ 0,020 A _

Bn - ‘

£ 0.015- N Ca

% ] > g

° 0,010
0.005
0.000-

i %

O 10 20 30 40 50
Doba zahiivani [h]

Obr.16: Degradace antokyanii vzorku vina pri teplotach 21 a 37°C
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Obr. 17: Degradace antokyanii vzorku vina pri teplotach 60 a 90°C.

Smeérnice zavislosti log cax / cako =f (T) pfi dané teploté vypocitana metodou
nejmensich ¢tverci pro danou regresni primku udava rychlostni konstantu rozkladu
barviva k.

S prihlédnutim k regresnim koeficientim byly ze zavislosti log cax/cako = f /T/
(1.¥ad) nebo 1/cax = f /T/ (0. tad), kde T je doba ohfevu, vypocitdny metodou
linearni regrese rychlostni konstanty degradace antokyant jednotlivych vzork.

Pti teplote¢ 21°C bylo pii sledovani stability barviv po dobu 50 dnd zjisténo,
ze antokyany degradovaly nejrychleji u kontrolniho vzorku (obr. 18). Vzorky
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pro jednotlivé teploty byly sefazeny sestupné dle klesajici stability, kterd byla
vyjadiena inverzni hodnotou konstanty degradace k.

1 5 7 2 3 8 4 6 K

Cislo vzarku

Obr. 18. Stabilita antokyanii u vzorku vin pri 21 °C .

(1-Gamapect W70 L, 2-Gammapect W2 L, 3- Gammapect AWP, 4-Trenolin Rouge, 5-Trenolin
Rot, 6-Vinozym, 7-Vinoflow, 8-Ovopres, K-kontrolni vzorek).

Nejpomaleji probihala degradace barviv pti 21°C u vzorkd, pii jejichz nakvaseni
byly pouzity preparaty. Gamapect W70 L a Trenolin Rot.

Sledovanim degradace antokyand pfi 90°C jsme byl zjiStén spiSe negativni vliv
pouziti pektolytickych preparati pii nakvaseni rmutu, nebot u téchto vzorki
degradovala barviva vzdy rychleji, nez u vzorku kontrolniho (obr. 19).

(=]

(]

=] =
— kL oM

(]

1 K2 7 8 5 43 6

Cislo vzorku

Obr. ¢. 19.: Stabilita antokyanii vzorkii vin pri 90 °C.

(1-Gamapect W70 L, 2-Gammapect W2 L, 3- Gammapect AWP, 4-Trenolin Rouge, 5-Trenolin
Rot, 6-Vinozym, 7-Vinoflow, 8-Ovopres, K-kontrolni vzorek).

S rostouci skladovaci teplotou ¢ervend barva mladého vina klesa diky snizujici
se koncentraci flaviliovych kationtl a vzrista barva zluta diky rostouci koncentraci
chalkont % /7 3 '8 7zaroven klesa koncentrace relativné stabilnich antokyan-
kopigmentacnich komplext, po jejichz disociaci antokyany projdou hydrataci
a tautomerizaci, ¢imz dojde k poklesu cervené a nartstu zluté barvy vina. Mnozstvi
polymernich barevnych komplexti, tedy produkti antokyanovych molekularnich
interakci zavisi na mnozstvi antokyanii a dalSich fenolickych latek, které tyto
komplexy s antokyany tvofi.

U vzorkl vin, pfi jejichz pfipravé byly do rmutu aplikovany pektolytické enzymy,
byl zjiStén vyssi obsah celkovych fenolil. Lze tedy piedpokladat, Ze pfi zrani téchto
vzorkll vin vzniklo i vice polyfenolickych barevnych komplexd, které jsou
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stabiln&j$i neZ monomerni barviva, a které tudiz prispely pii nizsi teploté k vyssi

stalosti barvy vina.

Pfi vyssich teplotach se projevuje pritomnost produkti Maillardovy reakce
(furfuraly, reduktony aj.), které s antokyany poskytuji hnédé zbarvené kondenza¢ni
produkty. Ve vzorcich vin, pfi jejichZ vyrobé bylo pouzito pektolytickych preparati,
bylo stanoveno vys$si mnozstvi sacharidii, nez u vzorkl kontrolnich, coz miize byt

divod negativniho ovlivnéni

enzymovych preparati.

stability barviv pfi

6.2.9 Porovnani enzymovych preparati

vysoké teploté pouzitim

Enzymovy Sledovana charakteristika
preparat Zvyseni Nariist | Snizeni | ZvySeni ZvySeni | ZvySeni
extrakce | celkovych | zakalu | rychlosti | rychlosti | stability
barviv fenolu filtrace sedimen- barvy
tace
Gam. AWP ++ ++ + + ++ ++ +
Vinozym G ++ ++ + + ns -
Trenolin Rot ++ ++ - + - ++
Ovopres + + + + ++ ns +
Gam.W2L + + + + + ++
Vinoflow + + + + ns ++
Tren. Rouge ++ + + + + _
Gam. W70L - + + + + ++

Tab. 4. Porovnani enzymovych preparatii

..... vyrazné zvyseni

+.......mirné zvyseni

. nelisi se od kontrolniho vzorku

ns....nestanoveno
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7 ZAVER

Mnoho parametra vina, jako je mnozstvi antokyanu a celkovych fenolt, rychlost
filtrace, turbidita, je ovlivnéno pfitomnosti enzymua prirozené se vyskytujicich
ve vinné réve. Ackoli absolutni hodnoty téchto parametri zavisi na kultivaru,
ro¢niku, klimatickych podminkéch apod., pfi pripravé mostu Ize pouzitim vhodnych
aditivnich enzymu tyto parametry vyznamnym zpusobem ovlivnit.

Problematika disertacni prace byla feSena s cilem porovnat komeréni preparaty
pektolytickych enzymt a nésledné doporucit k jejich efektivnimu vyuziti. Na naSem
trhu se v soucasné dobé nachazi velké mnozstvi enzymovych ptipravkil uréenych
k pouziti pfi vyrobé vina, pticemz jsou tyto v posledni dobé malovyrobci i velkymi
vinafskymi spole¢nostmi ¢asto zadany.

Byla vybrdna vhodnd kritéria pro charakterizaci a porovnani Uc€innosti
pektolytickych preparati. Enzymové preparaty byly podrobeny laboratornim
zkouskam a za pouziti doporucenych metod byly stanoveny enzymové aktivity
uplatiujici se ve vyznamnych technologickych procesech.

Aplikace téchto preparatii byla zaclenéna do technologie vyroby ¢erveného vina
ve vinafském provozu, byly provedeny mnohé laboratorni experimenty, ¢imz mohl
byt ovéfen predpokladany ucéinek enzymovych preparati v jednotlivych
technologickych krocich, v zavislosti na jejich enzymovém slozeni. Pfedpokladana
spojitost vysledki byla realizovanymi experimenty potvrzena.

Vysledky prace by tedy mohly byt oporou pii ptipravé novych preparatd,
at’ specifickych v ucinnosti v urcitych vyrobnich fazich, ¢i pii vyrobé preparati
univerzalné pouzitelnych. Pii pfipravé enzymovych preparati musi byt dodrZeno
nezbytné enzymové spektrum, pozadované enzymy by mély byt ve svych aktivitach
vyvazeny, aby nedochazelo k jejich vzajemné limitaci plisobeni a nebyla tak
omezena celkova uc¢innost enzymového preparatu.
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9 PRILOHA

SEZNAM ZKRATEK:

PE pektinesteraza

PG polygalakturonaza

PL pektinlyaza

CE celulaza

Ara o-L-arabinofuranosidéza

BD B-D-glukosidaza

d. p. stupen polymerizace

d.e. stupen esterifikace

ASVK aktivni suSené vinafské kvasinky
CHD srde¢né -cévni choroby

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HM pektin  vysokoesterifikovany pektin

LM pektin  nizkoesterifikovany pektin

HDL lipoproteiny o vysoké hustote
LDL lipoproteiny o nizké hustoté
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ABSTRACT

The preparations are used for better extraction of desirable red grape pigments and other phenol
compounds, which are bonded in plant cells and can be faster released by action of pectic
enzymes. Moreover, they shorten the time of maceration, settling and filtration. The enzyme
preparation in current commercial can contain diverse amounts of cellulytic, B-glykosidic,
proteolytic and other species of enzymes apart from the main pectic enzymes that split pectic
compounds. For the production of these enzymes mainly fungi line of Aspergillum is used.

Pectins are present in tissues of all higher plants and differ in composition. The plant tissues are
formed by cells, which are separated by wall cells, contrary to the animal cells. Pectin is present
as intercellular putty, and together with hemicellulose forms a part of wall. The pectin belongs to
group of polysaccharides. To the main polysaccharide chains other shorter orlonger, smooth
or branched, saccharide chains are bonded. The pectic enzymes are able to split those chains
and saccharidic bonds between chains.

The pectic enzyme preparations were added to unclarified juice that was obtained
from harvested Blaufrankisch red grapes. The red grapes were crushed; the mash was placed
in the prefermentation reservoirs. Corresponding quantities of enzyme preparations were added.
All samples were clarified by filtration and centrifugation before the measurement.

The determination of anthocyanins is based on the evaluation of absorbency Asyo. The value
of this absorbency corresponds to the released amount of red grape pigments. Trenolin Rot
and Vinozym G were found to be the best of all preparations followed.

The densiest cloud was found in the control sample, and on the other hand, in the case the
application of Gammapect AWP and Ovopres preparations, the concentration of the cloudy stuffs
was very low.

The shortest times of filtration (as short as 1/10 of that of the control) were found in the cases of
the following preparations: Gammapect AWP and Gammapect W2L. The experiments were
carried out at the end of pre-fermentation.

The process of coagulation and settling of cloudy stuffs was accelerated. The speed
of desliming was in the case of Gammapect AWP and Gammapect W2L three times and two times
faster, respectively, compared to the control sample.

Maximum release of red grape pigments took place within 4 or 5 days after application of
pectic enzyme preparations during pre-fermentation of mash from red grape Blaufriankisch. Except
control sample, we didn't observe any further increase inred colour, but we found dissolution
of red pigments and decrease of wine colour. In the control sample without the application of the
preparations, 7 days were necessary to achieve the same effect, i. e. 2-3 days more than in samples
with enzymes. Trenolin Rot, Vinozym G and Gammapect W2L increased most the intenzity of
wine colour during 4 or 5 day of prefermentation.

The shortest time of filtration was found after the application of the preparations Gammapect
AWP (as short as 1/10) and Ovopres. The speed of desliming was three times higher after the use
of pectic enzymes.

Partial activities of pectic enzyme preparations were determined either. Correlation between
composition of preparations and their action in partial steps of winemaking process was found.
Optimum composition of preparations could be found on base of our results with enzymes
in the right ratio, which enables proper activity in lower concentration.

Above all our results are important for big winery plants, because the use of enzyme
preparations that shortens some technological steps, and they can process large amount
of harvested grape. It can produce wine with higher sensory quality in shorter time by more
economic way.
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