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1 Uvod

Termolabilni bilkoviny jsou neustadlym problémem ve vSech vinafstvich
zabyvajicich se vyrobou bilych a rosé vin. Problém s termolabilnimi bilkovinami
nastava hlavné v obdobi pted lahvovanim vin. Obsah termolabilnich bilkovin ve vinech
je zavisly predevsim na priibéhu pocasi pfi vyvoji hroznl a na rozsahu napadeni révy
a hroznt patogeny v obdobi od zam¢kani hroznt po jejich sklizen. Také ma velky vliv
i odrada, zralost hrozni a samotné piedfermentaéni zpracovani hrozn.

Stanoveni presného obsahu termolabilnich bilkovin pfed lahvovanim vina je
velice dilleZitym krokem kazdého vinafe. Spatné stanoveni miize vést k pozd&jsi tvorbé
bilkovinného zakalu v lahvi a miize mit negativni dopad na prodejnost takto zakaleného
vina. Nebo v opa¢ném dusledku mize dojit k predifeni vina, pfi kterém mize dojit
k organoleptickému defektu samotného vina, jakozto ztraté aromatickych vlastnosti
vina, zestihleni chutové struktury vina ¢i odstranéni barevnosti vina. Vysledné vino se
tak muze stat fadnim. U menSich vinafstvi pravideln¢ dochazi spiSe k piecifeni vin,
u veétsich  vinafstvi je  Cifeni zdvislé na  laboratornich  rozborech
z akreditovanych laboratofi a vina jsou tak Cifend dle vysledkl ziskanych
z laboratornich rozbort. V piipadé ptecifeni mostu bentonitem dochazi k odstranéni
Castic zpusobujicich turbiditu nebo také kalnost mostu. To znamend, Ze vznika
nedostateény kvasny povrch pro kvasinky a s nizkou turbiditou jde ruku v ruce i velmi
nizka hodnota asimilovatelného dusiku v mostu. Tyto dva faktory maji za nasledek
zvysenou koncentraci t€ékavych kyselin ve vysledném viné. Mosty S nizkou turbiditou se
rozkvaseji mnohem pomaleji a kvasSeni probiha o mnoho del$i dobu nez u mosti, které
jsou zakalené. U mostt, které maji zase vysokou kalnost, vznikd Vvys$§i mnozstvi
sirnatych sloucenin a sirovodiku. Piili§ vysoka turbidita vede také k rychlému
prokvaseni mosStu na vino a pfiliS nizka turbidita k oddaleni kvaseni mostu.
V odbornych publikacich se uvadi, Zze optimalni kalnost mosti pfed kvasenim se
pohybuje mezi 100 — 250 NTU.

Problém pfesného stanoveni obsahu termolabilnich bilkovin nastava
v piipadé¢, Ze jsou termolabilni bilkoviny, jakozto koloidni ¢astice, chranény
polysacharidy. Polysacharidy mohou tvofit jejich ochranny obal a branit jejich

flokulaci. Dalsi komplikace miize nastat v piipadé¢, ze se bilkoviny nachazeji v blizkosti
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izoelektrického bodu, diky kterému jsou svym nabojem neutrdlni a nereaguji tak
S zadnym cifidlem.

V dnesni dob¢ je znama cela fada metod ke stanoveni obsahu termolabilnich
bilkovin a proto je dulezit¢ porovnat tyto metody a urcit metody, které jsou
nejvhodnéjsi ke stanoveni obsahu termolabilnich bilkovin pfed lahvovanim vin, a to

hlavné z hlediska rychlosti méfeni a pfesnosti méteni obsahu termolabilnich bilkovin.
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2 Literarni pi‘ehled

2.1 Bilkoviny

Bilkoviny nebo také proteiny, jsou zakladni strukturni a funkéni jednotky vsech
zivych organismi. Jedna se o makromolekuly o molekulové hmotnosti nad 10 000. Jsou
slozeny z jasné¢ definovaného fetézce aminokyselin, které jsou spojeny peptidickymi
vazbami. Dle hodnoty pH mohou byt proteiny pozitivné ¢i negativné nabité a mohou
byt také wu izoelektrického bodu, tudiz neutrdlni. Sekvence aminokyselin
Vv polypeptidickém fetézci uruje trojrozmérnou strukturu a prostorové usporadani
bilkoviny.

Cervena vina na bilkovinné zékaly netrpi, protoZe termolabilni bilkoviny jsou
vysrazeny S taniny. Bila a rosé vina ale mohou mit naopak proménlivou koncentraci
bilkovin aZ do n&kolika set mg.I", tyto bilkoviny pochézeji pievazné z hroznii.
Bilkoviny vyskytujici se v mostu jsou zndmé svou nestabilitou a ovliviiovanim cistoty
bilych vin. Pfi jejich vysraZzeni se vytvoii bilkovinny zakal. V minulosti byl tento zakal
spoustu let zaménovan s méd’natym zakalem nebo s bilym zakalem. Obvykle se vSak
bilkovinny zakal objevuje v lahvi, kdyz dojde k jejimu skladovani pii vysSich teplotach
a vyznacuje se kalnosti ¢i vysrazenim termolabilnich bilkovin. Tento zakal mtze také
vzniknout vyluhovanim taninu z korku do vina. Vyvlo¢kované bilkoviny jsou
zodpové&dné za hlavni problémy ¢irosti bilych a rosé lahvovych vin.

Pro prevenci ptfed termolabilnimi bilkovinami ve vinech se K oSetfeni uziva
bentonit. Bentonit patfi k montmorillonickym ptdam, které maji velkou roztaznost
krystalické miizky a dokaZou tak navazat termolabilni bilkoviny z vina diky svému
zapornému naboji a kladnému ndboji bilkovin pfi pH vina. Naslednym stocenim vina
ze sedimentovaného bentonitu dojde i k odstranéni ¢asti bilkovin. Nejdtlezitéjsi je vSak
mnozstvi davkovaného bentonitu. Pfi vysokych davkach miize dochazet k ptecifeni vina
a Knegativnim zménam ve viné. Pfi nizkych davkach zase nemusi byt odstranéna
vSechna termolabilni bilkovina a miize tak dojit k jeji flokulaci v lahvi (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

Vincenzi se svym tymem zjistili, Zze pfidavek vhodného mnozstvi chitinu
[poly(N-acetyl-1,4-B-D-glucopyranosamine)] do vina umoziuje snizit mnozstvi

tepelného zakalu az o 80 %, dale pfi vyzkumu zjistil, Ze hlavni proteinovéa slozka
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odstranénd chitinem odpovidéa chitinaze hroznového piivodu a to chitinaze IV. tiidy,
ktera nese doménu vazajici chitin (VINCENZI et al., 2005).

Waters se svym tymem zjistili, ze konkrétni typ proteind, jakoz i jejich
izoelektricky bod, stupeini glykosylace a citlivost na teplo, se liSi v zavislosti na hroznech
a odrad¢€. Proteiny citlivé na teplo ziistavaji ve vin€ i po prokvaseni v konstantnich
koncentracich a jsou odolné vici protedzové aktivité kvasinek. Také zjistil, Ze hlavni
proteiny tvorici zakaly ve viné z ,,Vitis vinifera cv. Muscat Gordo Blanc* pouzitim
polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE) jsou proteiny o molekulové
hmotnosti 24 —32 kDa a v roce 1996 Waters se svym tymem také zjistil, analyzou
aminokyselinové sekvence, Ze jsou tyto proteiny podobné proteinim thaumatinu 1
(VVTL1) a chitinaze (VvChiA), (WATERS et al., 1991, 1992 a 1996). Esteruelas se
svym tymem tuto teorii potvrdil, ackoliv udava jiné molekulové hmotnosti a to latky
podobné thaumatinu s molekulovou hmotnosti 18 — 21 kDa a chitinazy s molekulovou
hmotnosti 22 —25 kDa (ESTERUELAS et al., 2009). Marangon se svym tymem
zpiesnili informace ohledné flokulujicich isoforem thaumatinu podobnych proteint.
Jedna se o tfi isoformy patfici do dvou riznych tfid, a to F2/4JRU, coz je thaumatinu
podobny protein, ktery je tepelné nestabilni. Protein I/4LSH a H2/4AMBT je VVTL1
(MARANGON et al., 2014). Sotkovsky uvadi, Ze thaumatinu podobné proteiny
a chitinazy II. tfidy s molekulovou hmotnosti 26 kDa a endochitinazy jsou potravinové
alergeny (SOTKOVSKY, 2012).

Jako alternativa pro odstranovani termolabilnich bilkovin misto bentonitu se zda
byt nejvhodnéjsi piidavani proteolytickych enzymid v kombinaci s kratkym ohfevem
vina pro vyvolani denaturace PR protein (WATERS et al., 2005). V Grafu 1 mtzeme
vidét zprimérované procentuelni koncentrace vinnych proteinli obsaZenych
ve zralych hroznech révy vinné ze zkoumané odrudy ,,Gamay noir<, dle jejich
funkéniho rozdé€leni. Tyto informace byly ziskany 2-D elektroforézou (3 — 10 nl, 10%)
a identifikovany MALDI-TOF PMF (SARRY et al., 2004).
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Funk¢ni rozdéleni hlavnich proteint separovanych ze zralych
hroznii révy vinné, odridy Gamay noir.

PR-Proteiny
Ochrana/Stres/Cho
roby
19%

Energie Cilové proteiny
33% 5%
Proteosyntetické
3%
Bunééné
déleni/DNA
syntéza
5% Prepisové
Bunééna Signalni 5%
organizace Hypotetické funkce / Neznamé funkce transdukce
3% 6% 3% 5%

Graf 1 Funkéni rozdéleni hlavnich proteini separovanych ze zralych hrozni révy vinné, odrudy
»Gamay noir“ (SARRY et al., 2004). Graf byl pozménén.

2.2 Vznik bilkovin

Hrozen v bylinnych fazich ma nizkou a stalou protedzovou aktivitu, kterd se pfti
dozravani zvySuje. Ptfi dozravani hroznti probihd aktivni proteosyntéza, pii které
koncentrace rozpustnych proteinti dosahuje svého maxima pied tUplnou zralosti a ke
konci zrani se zmensuje (GIRIBALDI et al., 2007) a (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006). Salzman se svym tymem uvadi, ze thaumatinu podobné proteiny i chitinaza
vznikaji pfi vyzravani hroznt ve stejny ¢as jako akumulace cukrd (SALZMAN et al.,
1998).

Koncentrace proteind se v hroznové §tavé mize pohybovat od 10 do 500 mg.I™
(MARANGON et al., 2014).

Zdravad hroznova S§tava ma pomérné malo protedzove aktivity, asi 30 %.
Koncentrace vysokomolekularnich proteinli souvisi s bunécnou sténou, je vysoka od
zacatku vyvoje a zvySuje se v prubéhu zrani. V mostu ¢asto proteiny predstavuji 50 %
celkového dusiku. Protedzy jsou vazany na bunécnou strukturu a proteazova aktivita se
nejvice vyskytuje v duzing.

Pti vyrobé bilych vin a rosé vin se ¢ast proteind, které jsou nerozpustné, odstrani
béhem samocifeni mladého vina. Dalsi cast nerozpustnych proteinit hydrolyzuji

endogenni hroznové protedzy do rozpustné formy, kterd je vice ptistupnd kvasinkdm
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béhem kvaseni. Pfi této hydrolyze se §tépi peptidické vazby v proteinech, které se
vyskytuji mezi dvéma aminokyselinami.

Pii napadeni hroznu ,,Botrytis cinerea® dochazi k degradaci hroznovych proteini
pomoci houbovych protedz. ,Botrytis cinerea” pak syntetizuje metabolické proteiny
nezbytné pro rist. Hrozny se timto stdvaji bohaté na exocellularni houbové proteiny,
takzvané
PR (patogenesis - related) proteiny (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Avsak PR
proteiny nemuseji byt vytvoieny v rostliné jen (,,Botrytis cinerea) biotickym faktorem,

ale 1 abiotickym faktorem zpisobujicim stres rostliny (MARANGON et al., 2014).
2.2.1 Vznik zdkalu

Flokulace vyzaduje odstranéni dvou stabilizanich faktori, a to néboje
a hydratace. Komplex tanin-protein se vytvoti v pfitomnosti taninu. Tento komplex je
podobny negativnimu hydrofobnimu koloidu, kdy dochazi k flokulaci ptsobenim
kationtu. Na stejném principu je i ohiev na teplotu 70 — 80 °C, pti dostatecné dlouhé
dobé muze dojit k vysrdzeni vSech termolabilnich bilkovin. V piipadé¢ rychlého ohfevu
se zakal objevi pouze pii zchlazeni. Ohfev denaturuje bilkoviny hydrolyzou, nasledna
flokulace probiha diky taninu ¢i kationtu, ktery bilkovina pfijme. Zékaly tvotfené
proteiny se li§i v zavislosti na izoelektrickém bodé¢. Bilkoviny nad i.p. 7 tvoii kompaktni
srazeniny, zatimco bilkoviny s i.p. 5,94 — 4,65 tvoii vlo¢ky a pod 4,65 tvoii pouze
zékal. Pokud dojde k zahtivani smési téchto frakci, dojde k tvorbé kompaktni srazeniny
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Chagas se svym tymem uvadi, Ze piidavek SO, do
mostu ¢i vina vede K Stépeni disulfidickych vazeb uvniti proteind, ke zhorSeni
thiol-disulfidové vymény béhem proteinovych interakci a vede ke tvorbé novych
interproteinovych disulfidickych vazeb, které jsou v kone¢ném disledku zodpovédné za
agregaci proteind ve viné vlivem ndrastu nuklea¢niho kinetického modelu. Pfidavek
SO; do vina pted lahvovanim mutize vést k tvorb¢ nestabilnich bilkovin v nalahvovaném
ving. V ptilohovém obrazku ¢. 1 vidime vysledky pokusu provedeného Chagasem
a jeho tymem (CHAGAS et al., 2016).

2.2.2  Vliv macerace na obsah termolabilnich proteini

Pfi maceraci hrozni bez tfapin se dle vyzrdlosti hroznli zvySuje obsah

termolabilnich bilkovin. Zatimco pii maceraci hrozni s vyzralou tfapinou dojde ke
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snizeni obsahu termolabilnich bilkovin vlivem vymacerovani taninii z tfapiny. Nejnizsi
obsahy bilkovin vykazuji moSsty, které¢ vznikly vylisovanim celych hroznt ihned po
sbéru, bez mleti a odstopkovani. Tyto fakty miZeme pozorovat na Graf 2 a 3

(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

A
200 - Bilkoviny (mg 1)

SAm

150 -

SEm
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M
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SE

|
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»

0 T : T T
15 20
Casovi osa (dny)
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Graf 2 Zmény obsahii bilkovin v mostech béhem zrani souvisejici s odriidou a metodou zpracovani.
SE, Semillon okamzité lisovani; SA, Sauvignon Blanc okamzité lisovani; M, Muskat okamzité
lisovani; SEm, Semillon s maceraci na slupkach; SAm, Sauvignon Blanc s maceraci na slupkach;
Mm, Muskat s maceraci na slupkach. Graf byl pozménén. Zdroj: (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).
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Graf 3 Zmény obsahu proteini u odriidy Sauvignon Blanc v mos§tu béhem macerace na slupkach
pied zahajenim fermentace. Graf byl pozménén. Zdroj: (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

2.2.3 VIiv bilkovin na koloidni stabilitu vina

Ackoliv se proteiny ve viné vyskytuji jen ve velmi malém mnozstvi, maji
zasadni vyznam pro koloidni stabilitu a ¢irost vina (HSU a HEATHERBELL, 1987)
a (SAUVAGE et al., 2010).

Cirost vina je zaklad kvality pro spotiebitele, zejména u bilych a rosé vin v &iré
sklenéné lahvi. Castice, zakal ¢ opar v lahvi nekazi jen prezentaci vina, ale maji také
vliv na jeho chut’ (TABILO-MUNIZAGA et al., 2014). Mladé vino ma velmi vysoky
obsah castic skladajicich se z kvasinek, vinnych kalti a jinych hroznovych frakeci.
Cistoty vina je dosaZzeno postupnym usazovanim a staéenim pro odstranéni pevnych
latek. Rychlej$i postupy jako Cifeni, filtrace ¢i odstfed’ovani mohou byt také pouZity.
U vina musime udrZet jeho jasnost i v dobé beéhem starnuti a skladovani, bez ohledu na
teplotni podminky. Cilem je ziskat ¢irost a stabilitu pomoci vhodnych metod.

Koloidy vznikaji za podminek, ze castice rostou na velikosti, coz vede ke
flokulaci a nésledné sedimentaci téchto castic. Flokulace je stabilizujici proces pfi
operacich Kk eliminaci neviditelnych a nestabilnich c¢astic. Tento proces ma také
projasnovaci vlastnosti V piipadé, ze dojde k reakci s ¢asticemi, které jsou odpovédné za

zakal.
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Vinné zakaly jsou zplisobeny piitomnosti ¢astic ve vinech. Tyto Castice nékteré
svételné paprsky pohlti a jiné rozptyli do rGznych smérti. Proto se ndm zda vino
zakalené v riznych intenzitach. Tézké zakaly je mozné snadno identifikovat pfimym
pohledem pies vino, zatimco lehké zakaly jsou htife identifikovatelné (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). Pii shlukovani ¢astic mira zakalu nartsta a pii dosazeni velikosti
castic 100 pm se zakal stava viditelnym. Zakal v dasledku rozptylu svétla je nazyvan
také jako Tyndalluv efekt. Tento zakal je méfitelny turbidimetricky v jednotkach NTU
nebo také nefelometrickych turbidimetrickych jednotkach (KVITEK et al., 2007).
Koloidni roztok je slozeny zmalych pevnych ¢astic rozptylenych v kapaling
a udrzovanych soustavou sil, které brani jejich agregaci a flokulaci.

Mame dva ruzné typy koloidi, a to asociativni koloidy a lyofilni
(makromolekulové) koloidy (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Tyto koloidy mohou
byt rozliseny dle jejich vlastnosti nebo jejich slozeni

Asociativni, také znamé jako micelarni koloidy, jsou tvofeny agregaty Cci
¢asticemi skladajicich se z velkého poctu jednoduchych molekul drzenych pohromadé
fyzikalnimi silami, nikoliv kovalentnimi silami. Asociativni koloidy pfedstavuji
predevsim kondenzované fenoly a koloidni barviva a maji hydrofobni charakter.

Makromolekulové koloidy jsou slozeny z makromolekul jako polysacharidy
a bilkoviny. Tyto koloidy jsou spojeny pouze kovalentnimi chemickymi vazbami a jsou
hydrofilni, takze snadno rozpustné ve vodé. Tuto vlastnost provadi hydratace, coz je
druhy stabilizacni prvek. Také dokazou cCastecné odpuzovat elektrické naboje.
Polysacharidy mohou dokonce vytvéaret stabilitu sdruzenych koloidd a ochranit je pred
elektrolyty. Jsou znamy jako ochranné koloidy (KVITEK et al., 2007).

Flokulace proteinli je pouZivana k Cifeni vina. Bilkoviny dokdZou byt neutralné
nabité v blizkosti izoelektrického bodu. V roztoku s hodnotou pH < izoelektricky bod,
maji alkalické funkce, jimiZ jsou neutralizovany a disociovany. Tim davaji prebytek
kladného naboje. V roztoku spH > izoelektricky bod jsou zaporné nabité. Tuto
skuteCnost, miize vyvolat enzym lakaza, ktery je produkovany ,,Botrytis Cinerea®. Jeho
izoelektricky bod v blizkosti 2,5 je zodpovédny za jeho stabilitu. Bilkovinné koloidy ve
zdravém vin€ maji kladny néboj.

Sily pusobici na koloidni stabilitu jsou dvojiho typu. Prvni, tzv. Van der
Waalsovy sily, jsou pfimo umérné priméru ¢astic a neptimo umérné vzdalenosti mezi
casticemi. Dokazou vyvazit sily zptsobené tepelnym piisobenim, pokud je vzdalenost

mezi ¢asticemi mensi neZ jejich polomér. Tyto sily podporuji pfitazlivost koloidnich
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Castic. Stabilita koloidniho roztoku vyzaduje vyvéazeni pfitazlivych sil silami
odpudivymi, které jsou druhym typem sil pusobicich ve viné. Zejména se jedna
0 elektrostatické interakce puisobici v disledku povrchového naboje na strané Castice.
Tyto naboje vytvaieji elektrostaticky potencial okolo Castic, a tim udrzuji ¢astice od
sebe oddélené. Bylo prokazano, ze rozsah elektrostatickych sil klesa se zvySujici
se koncentraci soli ve ving€. Sacharidové polymery mohou pulsobit jako ochranné pro
koloidy nebo je také mohou destabilizovat a zpiisobit jejich vysraZzeni. Naboj
a hydratace jsou stabilizatnimi prvky koloidl ve vin¢. Obecné plati, Ze vysrdzeni
bilkovin vyzaduje pfitomnost alkoholu, taninu ¢i tepla, coz mlzeme pozorovat na
Obr. 1. Pomoci téchto ¢inidel dojde k denaturaci proteinu a protein se stava
hydrofobnim koloidem, ktery muze byt vyvlo¢kovan solemi. Velké mnozstvi
elektrolytu, napiiklad siranu ammoného, muze stacit k transformaci proteinu na
hydrofobni a vést k jeho vyvlockovani. Muzeme vidét na Obr. 2.

Flokulace castic je velice dulezita pii vyrobé vina, protoze pii ni probiha Cifeni
vina. Kdyz protein flokuluje s Cificim prostfedkem, ¢astice v suspenzi a koloidni Castice
jsou eliminovany v dusledku vzajemné flokulace, stava se vino stabilnim a vy¢ifenym

ve stejny ¢as (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Galloyl glukoza

1 ®
o © o®
o ®
® ®
@
®
——t @® ——— SraZeniny
-, . »
I |
b o ® |
I [
e o | ® 00 |
Koncentrace PH
I'eplota
Tontova sila

Obr. 1 Dvoufazovy mechanismus, kterym taniny sraZeji proteiny (Galloyl glukézu). Vliv fyzikalné-
chemickych podminek. Obrazek byl pozménén. Zdroj: (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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Obr. 2 Diagram flokulace hydrofilnich koloidu eliminaci dvou stabiliza¢nich faktori, a to
elektrického naboje a hydratace. Obrazek byl pozménén. Zdroj: (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

2.3 Metody stanoveni

Mezi nejpouzivangj$i metody se fadi metody s vyuzitim chemickych latek,
a to piedevsim kyselin, soli a tanint. Tepelné zafeni, které mize byt kombinované
suzitim chemickych latek. Laboratorni technika, jako naptiklad FPLC ¢i HPLC,
dokaze zméfit pouze zvolené typy proteinii nikoliv celkovou $kalu termolabilnich
bilkovin. Pro pfesnost téchto pokusl by testované vzorky mély byt jiz ¢iré, z diivodu

eliminace chyb vzniklych pfi méfeni.
2.3.1 Tepelné testy

Denaturované bilkoviny vytvareji amorfni srazeniny, které néasledné sedimentuji
na dno lahve (FERREIRA et al., 2001). Koagulace termolabilnich bilkovin je ovlivnéna
mnozstvim  pfijattho tepla a délkou tepelného plsobeni na bilkovinu
(ZOECKLEIN et al., 1990). Tepelnym pusobenim mohou byt vysrazeny vSechny
bilkoviny ve vin¢é. Tak miiZzeme urcit rizné stupné stability s ohledem na bilkoviny.
Naptiklad pfi zahtivani vina pfi teplot¢ 40 °C po dobu 24 hodin se vysrazi asi 40 %
bilkovin ze vzorku, zatimco pfi teploté 60 °C se vysrazi 95-100 % bilkovin (POCOCK
a RANKINE, 1973).
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Rizni autofi uvadéji rizné teplotni plisobeni a riznou reakéni dobu, proto jsem
pro literarni i pokusnou ¢ast zvolil co mozna nejreprezentativnéj$i metody. Vznikly

zakal se m¢fi nefelometricky ¢i turbidimetricky.

Obr. 3 Denaturace bilkovin. Zdroj:
http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/58/5396.jpg.

Rychlé zahrati

Sterilng vyfiltrovany vzorek vina zahiejeme na 90 °C po dobu 1 hodiny ve vodni
lazni a nasledné zchladime na 4 °C po dobu 6 hodin v ledni¢ce. Poté ponechame vzorek
pii pokojové teploté asi 20 °C (SARMENTO et al., 2000). ESTERUELAS se svym
tymem v ¢lanku pisi, Ze tento zpisob testovani se zda byt nejpodobnéjsi piirodnimu
vysrazeni z hlediska chemického slozeni srazeniny, a proto jej hodnoti jako

nejvhodnéjsi metodu pro zkousku bilkovinné stability (ESTERUELAS et al., 2009).
Pomalé zahiivani

Sterilné vyfiltrovany vzorek vina zahfejeme na 60 °C po dobu 4 dni a nasledné
zchladime na 4 °C po dobu 6 hodin. Poté ponechame vzorek pii pokojové teploté asi
20 °C.

Zakal se méfi oproti sterilné vyfiltrovanému slepému vzorku neoSetfeného,
prefiltrovaného vina. Pfed méfenim se vzorek musi dobfe promichat, aby nedoslo

k sedimentaci. Méteni probiha turbidimetrickou metodou (SARMENTO et al., 2000).



A

Obr. 4 Bilkovinny zakal (SMITH, 2012).

Pénova zkouSka

10 ml ¢irého vina zahfejeme na 80 °C. Nasledné vino zchladime na laboratorni
teplotu a potadné protiepeme. V piipade, Ze vytvorena péna pietrva dobu 1 minuty,
hrozi vypadavani termolabilnich bilkovin (BALIK, 2006). Vina bohata na bilkoviny
maji intenzivni tvorbu pény, ktera se miize udrzet az nékolik hodin (FARKAS, 1983).

Tento test je vhodné pouzivat po vycifeni vina pted lahvovanim.

Smin 15min 1lh 16h  30h 1 tyden 2 tyden

Obr. 5 Pénova zkouska. Obrazek byl pozménén Zdroj:
http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/Ima
geService/Articleimage/2011/SM/c1sm05374d/c1sm05374d-f4.qif

Priirodni vysraZeni

U vina, které je nestabilni na termolabilni bilkoviny, skladovaného pii pokojové
teploté 13 — 23 °C, v hermeticky uzaviené nadobé po delsi dobu nez jeden rok, dojde
v pribéhu skladovani k samovolnému vytvoieni bilkovinného zékalu, vysrazenim

termolabilnich bilkovin (SARMENTO et. al., 2000).

22



2.3.2 Kyselinové testy

Berg a Akiyoshi (1961) pisi, ze pfitomnost jinych nestabilnich latek neZ

bilkovinné povahy nema vliv na kvalitu testu.
Test kyselinou trichloroctovou

Do 10 ml steriln¢ vyfiltrované¢ho vina ptiddme 1 ml 55% trichloroctové kyseliny.
Vzorek s trichloroctovou kyselinou pfivedeme k varu ve vodni lazni po dobu 2 minut.
V dalsim kroku zkoumany vzorek nechame reagovat pii teplot¢ mistnosti po dobu

15 minut. Nasledn¢ mizeme provést vyhodnoceni (BERG a AKIYOSHI, 1961).
Test kyselinou fosfomolybdenovou

Jedna se o kvalitativni zkousku. Napipetujeme 20 ml ¢irého vina do kalibrované
zkumavky, pfiddme 1 ml 10% kyseliny fosfomolybdenové. Diikladné¢ promichame
a ponechame po dobu 20 hodin sedimentovat. Po reakéni dob¢ se vzorek vina vyhodnoti
odectenim vysky srazeniny v kalibrované zkumavce. Vyska srazeniny ve zkumavce je
umérna mnozstvi termolabilnich bilkovin ve ving. Pfi mnozstvi sraZzeniny do 0,3 ml je
vino povaZovano za stabilni na bilkovinové zakaly a neni potieba pridavku ¢ifici latky,

bentonitu (FARKAS, 1983).
Test kyselinou sulfosalycilovou

K testovanému vinu se ptida n¢kolik kapek 10% roztoku kyseliny sulfosalicylové
(2-hydroxy-5-sulfobenzoové). Pokud vino obsahuje termolabilni bilkoviny, dojde ke
tvorbé zékalu &i srazeniny (VACEK a VALESOVA, 1992).

Test testovacim roztokem dle FarkaSe

Na roztok A se pouzije 1 g fosfomolybdenanu sodného, ktery se rozpusti ve
100 ml destilované vody. Nasledné se roztok okyseli HNO3z na pH 2.

Na roztok B se pouzije 1 g volframanu sodného, ktery se rozpusti také ve 100 ml
destilované vody. Nasledn¢ se provede okyseleni jako u roztoku A na pH 2.

Tyto dva roztoky A+B se smichaji v poméru 1 : 1 a vznikne roztok C.

Pro testovani se pouzije roztok C, a to tak, Ze na 15 ml vina se pouziji

2 ml testovaciho roztoku C. Pokud je vysledek negativni, vino zlstane po ptidavku
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roztoku C ¢iré, to znamend, ze vino neni nachylné na termolabilni bilkoviny. Pokud
vsak dojde k zakaleni, miizeme urcit i stupent nachylnosti na zakal a potfebné mnozstvi

Siticiho prostiedku dle Farkase (FARKAS, 1983).
Bentotest

Po celém svété dodavaji rlizni vyrobcei na trh rizné kombinace bentotestll zalozenych na
kyselinach. Vétsinou se jedna o kombinaci kyseliny fosfomolybdenové a kyseliny
sirové, které jsou nafedéné destilovanou vodou. Proces michani s vinem
se pohybuje v poméru 1:10, tedy 1 dil roztoku na 10 dilt vina. Nasledné se poc¢ka, az
skon¢i reak¢ni doba a provede se vyhodnoceni vytvoreného bilkoviného zakalu, ktery

vznikne denaturaci bilkoviny kyselinou (Bentotest reagent, 2010).

Obr. 6 Bentotest (SMITH, 2012).

Vysolovani bilkovin

Do Sesti kalibrovanych zkumavek ptfiddme pipetou po 5 ml testovaného vzorku.
Nasledn¢ pfidavame do prvni zkumavky nékolik krystali siranu ammoného (NHy),SOy,
do druhé napipetujeme 2 ml chloridu sodného (NaCl). Do teti zkumavky napipetujeme
2 ml chloridu draselného (KCI). Do ¢tvrté zkumavky napipetujeme 2 ml siranu sodného
(NazSO4). Do paté napipetujeme 2 ml siranu hofecnatého (MgSOs) a do Sesté
napipetujeme 2 ml acetonu (CsHgO). Vznikaji sraZeniny, které jsou zase rozpustné
pfidanim 5 ml destilované vody (VACEK a VALESOVA, 1992).
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2.3.3 Taninovy test

Pfidanim 0,5 — 2 g.I™" galického taninu do vina vznikne okamzité viditelny zakal.
Pii tomto pokusu velice zaleZi na metodé separace taninu z dieva. Jestli byl separovan
vodou, alkoholem nebo etherem. Pii kazdém zptsobu vznikne jiné mnozstvi turbidity.
Nékdy se také doporucuje tento test kombinovat s tepelnym testem
a to pfidavkem 0,5 g.I™ taninu do vina s naslednym zahfatim vina ve vodni lazni na
80 °C po dobu 30 minut. V ptipadé skladovani nalahvovaného, $patné vy¢ifeného vina
pod korkovym Spuntem, muze dojit k vyluhovani taninu zkorkového Spuntu
a k nasledné reakci taninu s termolabilni bilkovinou a ke vzniku bilkovinového oparu

(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
2.3.4 Etanolovy test

Do uzaviratelné nadobky se napipetuje 5 ml ¢istého etanolu a 5 ml testovaného
odplynéného steriln¢ vyfiltrovaného vina. Nasledné se nadobka hermeticky uzavie
a pti pokojové teploté se necha po dobu 2 hodin. Po reakéni dobé vyhodnotime vznikly

zakal (SARMENTO et al., 2000).

2.3.5 Specidlni testy

Bradfordova metoda

Lze stanovit celkovy obsah proteinli pomoci modrého barviva zvaného Coomasse,
nebo také Brilliant blue. V kyselém prostfedi jsou Cervena barviva pievedena na modré
formy s navazanim tohoto barviva na protein. Tato zména se stanovuje pii 595 nm na
spektrofotometru (Ceclil CE2021, Cambridge, England) po 5 minutach inkubace.
Aniontové védzand forma barviva ma maximalni absorbéni spektrum na 595 nm.
Kationtové nevazané formy jsou zelen€ nebo ¢ervené. Pfi navazani barviva na protein je
stabilni modra aniontova forma. ZvySeni absorbance pii vinové délce 595 nm je ptfimo
umérné mnozstvi navazaného barviva a také koncentraci proteinu piitomného ve
vzorku. Autor uvadi, Ze na rozdil od jinych proteinovych testli je Bradfordiiv test méné
citlivy na rusivé vlivy rtznych chemickych latek, které mohou byt pfitomny ve

zkoumaném vzorku (LIRA et al., 2015), (BRADFORD et al., 1976).
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Obr. 7 Bradfordova metoda kalibraéni Fada (TAVORMINA, 2009).

Xantoproteinovd reakce

Koncentrovand kyselina dusi¢énd ptfidand k roztoku bilkovin obsahujicich
aromatickd jadra (fenylalanin, tyrosin, triptofan) vytvoii bilou srazeninu, ktera zahfatim
zloutne. Vznikaji zluté nitrolatky. Po piidavku amoniaku ptechdzi Zluté zbarveni na
oranzové, po piidavku hydroxidu sodného na cCerveno hnédé. Do kalibrované
laboratorni zkumavky ptidame pipetou 2 ml testovaného vzorku, nasledné ptidame 1 ml
45% kyseliny dusicné. Dojde ke tvorbé bilé sraZzeniny. Vznikly roztok zahfivame nad
plamenem kahanu do vzniku Zluté srazeniny, ktera znazorniuje diikaz proteind v roztoku

(VACEK a VALESOVA, 1992).

Thomas Sellnacht

Obr. 8 Xanthoproteinova reakce (SEILNACHT,
2016).

Biuretova reakce

Tato reakce je zalozena na tvorbé komplexu mezi dvéma peptidickymi vazbami

a m&dnatymi ionty v alkalickém prostfedi. Do zkumavky nalijeme 1 ml testovaného
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vzorku, zalkalizujeme 1 ml 10% hydroxidu draselného (KOH), ptfidame asi 5 kapek
1% roztoku siranu méd’natého (CuSQO,). Pii pfitomnosti bilkovin se testovany vzorek
zbarvi modie az modrofialoveé. Intenzita zbarveni je umérna koncentraci bilkovin
v roztoku a je méfitelna fotometricky proti slepému pokusu (VACEK a VALESOVA,
1992).

Obr. 9 Biuretova reakce. V levo negativni v pravoe pozitivni. Zdroj:
https://classconnection.s3.amazonaws.com/203/flashcards/48203/jpg/biuret1341266703720.jpg
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NH NH
0=<NH‘\\' HN>=0 o Redukce
L z - médi
NH; Cu H,N = a ztrata
0=< L . >=0 elektronu
NH NH
0= =0
NH, H,N

Biuretova reakce

Obr. 10 Diagram biuretické reakce. Pivodni obrazek byl pozménén. Zdroj:
https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/Images/integration/Biuret-Cu-Reduction.gif

Lowryho metoda

Jiskrné ¢iré vino ztedime fyziologickym roztokem 0,85% NaCl 1:9 v odmérné
banice o objemu 50 ml. Nasledné si nachystame zkumavky s 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ml
bilkovinového standardu, ktery vznikne rozpuSténim 25 mg hovéziho sérového
albuminu v 50 ml fyziologického roztoku. Do samotné zkumavky napipetujeme 1 ml
ziedéného vina a k obsahim vSech zkumavek dodame 5 ml roztoku L, ktery je
kombinaci roztoku A =2% roztok Na,COz vO0,21 moll* roztoku NaOH
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a roztok B = 0,5% roztok CuSO4 . 5 H,0 v 1% roztoku vinanu sodného. Kombinace
téchto roztokti A:B je v poméru 49:1. Dukladné promichame a nechdme 10 minut
reagovat. Dale do vSech zkumavek ptfidame 0,5 ml Folinova cinidla nafedéného
destilovanou vodou 1:2. VSechny zkumavky dukladné promichame a nechame reagovat
dalsich 30 minut. Poté méfime absorbanci pomoci VIS- spektrofotometru
v 10 mm kyveté proti slepému vzorku pii vlnové délce 720 nm. Vyhodnoceni se
provadi na zakladé naméfené linearni absorbanci, stupné fedéni vina a koncentraci
bilkovin. Celkovy naméieny obsah bilkovin se vyjadii v g hovéziho sérového albuminu

v litru vina na jedno desetinné misto (BALIK, 2006).
Kjeldahlova metoda

Tato metoda méti obsah dusiku obsazené¢ho ve vzorku. Obsah proteinu se muze
pfepocitat za predpokladu, Ze pomér proteinu k dusiku byl analyzovan. Tuto metodu
muzeme rozdélit do tii ¢asti:

1) vyluhovani latek v rozpoustédle za urcitych podminek

2) destilace

3) titrace

Pii kroku & 1 je organicky dusik pievedeny na amonny (NH;") za pfitomnosti
katalyzatoru pii teploté kolem 370 °C. V druhé &asti je NH4' pfeménén za pomoci
NaOH na NHs, ktery je vydestilovan. Tento NH3™ je zachytdvan na roztoku kyseliny
borité. Nasledné¢ se mnozstvi amoniakalniho dusiku urci titracn€é se standardnim
roztokem kyseliny chlorovodikové (HCl). Mnozstvi spotfebovan¢ho Cinidla pfti titraci
do prvnich zmén se odecitd od slepého pokusu. Timto zjistime jednotlivé spotieby,

které se nasledné prepocitavaji na obsah proteind (NIELSEN, 2010).
2.3.6  Pristrojové stanoveni

Publikace uvad¢ji, Ze rozdil mezi HPLC a FPLC je pouze v tlaku kolony, s kterym
dany pfistroj pracuje. Jinak pfi téchto metodach se daji sledovat pouze jednotlivé

proteiny.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Neboli high-performance liquid chromatography (HPLC). Proteinové frakce se

oddeluji za pomoci aniontové vyménné HPLC vyvinuté vroce 1987 Trousdalem
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a Bultonem. Pii predipravé vzorku je nutné mikrofiltraci oddélit rusivé latky
a koncentrovat protein, scilem zvysit detekéni signal. Pro tento ucel se da pouzit
naptiklad koncentrator Microsep od firmy Filtron tech, MA, USA. 4 ml kazdého vzorku
se umisti do odstfedivky, kterd odstfed’'uje hybnou silou pro ultrafiltraci. Ta je
provedena ve dvou krocich:
1) ultrafiltrace ptes 300 KD membrany za ucelem eliminace vysSich molekulovych
hmotnosti (koloidni hmoty)
2) ultrafiltrace filtratu, ktery vznikl pti prvnim kroku 10 KD membranou
Odstiedivka s moznosti fizeni teploty se nastavi na 6000 otacek za minutu (3,89 g) a na
teplotu 18 °C po nejkratsi dobu 3 hodin v zavislosti na vin€. Sarmento et. al. (2000) také
uvadi, ze takto ziskany retentat potieboval tfistupfiovou diafiltraci odstranit dalsi rusici
latky, poptipad¢ fenolické slouceniny.

Retentat se resuspenduje v deionizované vodé pted diafiltraci. Peak v oblasti
310 - 330 nm klesnul po kazdém proplachu. Tti proplachy byly dostacujici k odstranéni
ruchu. Objem injekce je 10 ul s konstantni rychlosti 1,0 ml.min™. Detekce se provadi pfi
280 nm. Kolona musi obsahovat iontovy vymeénik napiiklad Biorad Biogel SEC
DEAE-5PW (Biorad Laboratories, Richmond, USA) s velikosti ¢astic 5 ul a rozméry
75 x 7.5 mm?. Tato kolona se pouziva s Tris bufferem (trisaminomethan), ktery zméni
pH na 8,0 (roztok A). Eluat se ziskava s gradientem 0,5 M NaCl pii pH 8,0
Tris bufferem (roztok B). Mobilni faze je filtrovana pfes 0,22 um membranovy filtr
a vakuové odplynéna po dobu 1 hodiny pfed pouzitim. Postupné vznika profil

koncentrace soli zménou poméria roztoky A a B (SARMENTO et al., 2000).

Obr. 11 HPLC Rigol L-3000
Zdroj: http://www.thasar.com/cms/images/rigol/hplc.jpg
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Rychla proteinova kapalinova chromatografie

Neboli Fast protein liquid chromatography (FPLC). Kazdy vzorek 200 ml musi
byt centrifugovan pii 4000 g a 4 °C po dobu 5 minut. Podil 45 ml zakladniho
supernatantu se okamzité dialyzuje po dobu 72 hodin ve tiech dialyzacnich zkumavkach
(SIGMA, dialyzacni trubice s celulozovou membranou, D-9652, Madrid, gpanélsko) za
ucelem odstranéni soli a jinych sloufenin s nizkou molekulovou hmotnosti.
Dialyzované vzorky se lyofilizuji a uchovavaji pii teploté -20 °C. Lyofilizované vzorky
se resuspenduji v Cerstve ziskané Cisté deionizované vode (15.60 W.Cm'l), az do vzniklé
koncentrace proteinu asi 0,5 mg.ml™® vyjadieno v BSA (Hovézi sérovy albumin).
Vzorky se odstfed’uji pii 12000 g pfi teploté 4 °C po dobu 2 minut a znovu se zamrazi.
Vden analyzy probéhne opétovna resuspendace lyofilizovanych  vzorkl
v0,6 ml 0,3 M roztoku octanu ammoného (pH 6,80) aby se ziskala proteinova
koncentrace 0,25 pg.ul™. Vzorky byly centrifugovany p¥i 12000 g, 4 °C po dobu 5 min.
a supernatant se pouzije ptimo pro FPLC analyzu. Analyza se provede na pfistroji
Superdex 75 PC 3.2/30 sloupec na FPLC systému (inteligentni systém, Pharmacia,
Uppsala, Svédsko). Vzorky 50 ml se injektuji a eluuji s 0,3 M roztokem octanu
amonného pii pH 6,80. Prittokova rychlost se pohybuje 40 ul.min™. Eluenty se v kolong
kontinualné sleduji pii vinové délce 280 nm za pouziti pPeak Monitoru (Pharmacia,

Uppsala, Svédsko), (LIRA et al., 2015).
2.3.7 Vybrané elektroforetické metody

Elektroforéza na Skrobovém gelu

Nebo také SGE (Starch Gel Electrophoresis) separuje proteiny na zakladé¢ jejich
velikosti 1 naboje. Nejprve se piipravi 14% Skrobovy gel, ktery vznikne vafenim
¢aste¢né hydrolyzovaného Skrobu s pufrem. Tento gel se nalije do ptipravené formy
a necha se ztuhnout. Elektroforéza probiha v blocich s pfedem definovanymi rozméry
ve vertikdlnim nebo horizontdlnim uspofadani. U vertikalni elektroforézy se pouziva
specialni hieben, ktery po ztuhnuti gelu vytvoii jamky potifebné pro aplikaci vzorku.
U horizontélni elektroforézy se gel nalije pouze do pfipravené formy, kde se necha
ztuhnout. Zde se vzorky nanasi v podobé silného filtracniho papiru nasdklého vzorkem
do jamek vytvofenych po ztuhnuti specidlnim hiebenem. Vertikalni elektroforéza

vyZzaduje zpravidla vice Skrobu. Nevyhodou horizontalni elektroforézy je casova
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elektrodekantace, pfti které se vysokomolekularni proteiny ¢asem propadaji na spodni

w7

¢ast gelu. Horizontalni elektroforéza je mnohem rozsitenéjsi (ZIMA, 2004).

Elektroda
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Obr. 12 Vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza. Obrazek byl pozménén. Zdroj:
http://www.bio-
rad.com/webroot/web/images/Isr/solutions//technologies/protein_electrophoresis_blotting_and_ima
ging/protein_electrophoresis/technology_detail/petll_imgl.jpg

Zdroj napéti
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Obr. 13 Horizontalni elektroforéza (CARR, 2005). Obrazek byl pozménén.

lzoelektricka fokusace

Znadma také jako IEF. Jednd se o elektroforetickou metodu, pii které dochézi
k vyuzivani polyakrylamidovych geli s velkymi pory, obsahujici smés syntetickych

alifatickych polyamino-polykarboxilovych skupin zvanych nosné amfolyty. Nosné

31



amfolyty pii této metod¢ pokryvaji Siroky rozsah izoelektrickych boda. Pfi ptipojeni
elektroforézy ke zdroji elektrického napéti dojde ke tvorbé stabilniho linearniho
gradientu pH amfolyty. Stabilita je zajiSténa anodou a katodou. Po naneseni vzorku na
gel se proteiny pohybuji pH gradientem do mista, kde dochazi k izoelektrické neutralité
proteinu. Vysledkem je velmi pfesna rozliSovaci schopnost proteint,

atona 0,01 jednotky proteinovych izoelektrickych bodu (ZIMA, 2004).

2.3.8 Imunologické testy

Tyto testy se pouzivaji predevsim v Iékaistvi. Slouzi k pfesnému stanoveni
jednotlivych proteint. Jsou naro¢né na laboratorni vybaveni a také po finan¢ni strance.
Pfi osobni komunikaci s Martinem Vialattem mi bylo sd¢leno, Ze se svym tymem
vyvinuli novy typ detekce metodou protein blotting, detekce dvou proteint
odpovédnych za bilkovinné zakaly ve vin€ a to chitindzy a thaumatinu podobnym
proteinim. Detekce funguje formou indika¢niho papirku, na kterém jsou policka
oSetfend protein blottingem. Prvni policko zndzoriiuje stabilni vino a nésledujici policka
na tomto testu znazorfiuji piimo mnozstvi bentonitu potfebného k vyciteni testovaného
vina 0, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50 g.hl'l. Pfi kontaktu zkoumaného vzorku vina
s indikacnim papirkem, dané mnozstvi poli¢ek zreaguje a zobrazi tak potiebnou davku
v bfeznu 2016. Tato metoda by pry méla byt v co nejbliz§i dobé uvedena na trh pro

pouziti ve vinaistvich. (VIALATTE, 2016)

Protein blotting

Jedna se o imunologickou metodu, ktera je velmi ndro¢né na finance. Tato metoda
zacina elektroforetickou separaci proteinti na gelu, nasledné dojde k elektroforetickému
prenosu pres membranu, na které je nanesena protilatka. Protilatka navaze dany protein
a dojde k imunologické napiiklad fluorescencni detekci a vyhodnoceni vysledkt. Tato
metoda je schopnd méfit pouze urcité predem definované proteiny, nikoliv celkové

mnozstvi v§ech termolabilnich proteint (Protein Blotting Guide, 2015).
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Princip imunologickych metod
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Obr. 14 Princip imunologickych metod (SKALNIKOVA, 2013).

fluorescenéni detekce
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3 Cil prace
Cilem této prace bylo prostudovat literaturu tykajici se termolabilnich bilkovin,
jejich vlivu na koloidni stabilitu vina a metod jejich stanoveni. V praktické casti bylo
cilem Vv nestabilizovanych vinech stanovit riznymi metodami obsah bilkovin a ziskané

vysledky vyhodnotit z hlediska vhodnosti jednotlivych metod pro vinafskou praxi.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material
Pro pokusné metody byla pouzita nevycifena vina vyrobend ve Vinafstvi

Hodecek a Vinarstvi Holanek.

Veltlinské zelené

Odrtda ptivodem pravdépodobné z Rakouska, jako zkratka pro tuto odridu se
pouziva VZ. Jedna se o pozdni mostovou odridu, ktera dosahuje vysokého vynosu
10 — 15 tha'. Je nejvice pdstovanou odridou na Znojemsku a patfi mezi uznané
odridy pro VOC Znojmo. Tato odrida poskytuje harmonicka vina s jemnou vini po
lipovém kvétu, bilém pepfi ¢i broskvi, v chuti je slabé hofkomandlové a ma velice
ptijemné kyseliny. Do Statni odridové knihy byla zapsana vroce 1941 (SEDLO
a LUDVIKOVA, 2014). Po technologické strance je znama svym vysokym obsahem

termolabilnich bilkovin, a proto byla vybrana pro tento pokus.

Veltlinské zelené - www.znalecvin.cz
Obr. 15 ,,Veltlinské zelené“. Zdroj: http://www.znalecvin.cz/veltlinske-zelene/
Cabernet Sauvignon
Odrtida plivodem z Francie, jako zkratka pro tuto odridu se pouziva CS.
Pravdépodobné se jedna o kiizence ,,Cabernet Franc“ x ,,Sauvignon®. Jeji existence
spada asi jiz do doby fimské a v poloviné 16. stoleti se ve Francii v oblasti Bordeaux

o jeji rozsifeni zaslouzil kardindl Richelieu. Tato odriida se péstuje celosvétove.
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Koncem 20. stoleti se stala nejmddnéjsi modrou odriidou. Rok zapisu do Statni
odridové knihy v Ceské republice je 1980. Péstuje Se na nejteplejsich oblastech
a poskytuje vynos 6 — 9 t.ha™. Aromatiku méa po Gerném rybizu, cedrovém dieve, mats
peprné, ostruzinach az marmeladé. Nejpéstovanéjsi je v Mikulovské vinatské podoblasti
(SEDLO a LUDVIKOVA, 2014). Pro tento pokus bylo pouZito rosé vino vyrobené

Z této odrudy a tato odrtida byla vybrana zcela ndhodné.

Cabernet Sauvignon - www.znalecvin.cz

Obr. 16 ,,Cabernet Sauvignon“. Zdroj: http://www.znalecvin.cz/cabernet-sauvignon/

Hrozny z Vinaistvi Hodetek pochazely z Ceské vinaiské oblasti Morava,
Znojemské vinaiské podoblasti a predev§im obce Miroslavské Kninice, ve které byly
sklizeny z vlastni vinice, ktera se nachazi na vini¢ni trati Stara hora. Nadmotska vyska
je zde priblizn¢ 300 metrti nad mofem, s pramérnou ro¢ni teplotou 8,6 °C a pH pudy
7,1. Podlozi je tvotfeno zulou ceského masivu, puda je jilovito-pisCitd se slabé
stérkovitou strukturou a 25% skeletovitosti.

Hrozny z Vinaistvi Holdnek pochazely z Moravské vinaiské oblasti, Mikulovské
podoblasti a obce Ivan. Byly sklizeny z vlastnich vinic Vinafstvi Holanek, které se
nachazeji na vinicni trati Aeibis.

Sklizené¢ hrozny byly ve vyborném péstitelském stavu bez viditelnych znamek

poskozeni houbovymi patogeny.
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K pokusu byly pouzity ptedev§sim odridy révy vinné bohaté na termolabilni
bilkoviny, a to ,,Veltlinské zelené* z Vinafstvi HodeCek vyrobené reduktivni cestou
a ,,Veltlinské zelené* z Vinaistvi Holanek vyrobené metodou sur-lie bez pfidavku siry.

Dale se pouzila modra odrida ,,Cabernet Sauvignon®, ze které bylo vyrobeno rosé
vino.

Vyroba vin z Vinafstvi Hodecek probihala reduktivni metodou. Hrozny byly
ihned po sklizni pomlety a odstopkovany s naslednym sifenim na rmut, davkou siry
10 mg.I™". Nasledn& probihala macerace 6 — 12 hodin u bilych vin a 24 hodin u rosé vin,
po které probihalo lisovani hroznii. Po lisovani se mosty gravitaén¢ odkalovaly, bez
pouziti ¢ificich latek, po dobu 6 — 12 hodin. Po odkaleni se jednotlivé mosty zakvasily
uSlechtilymi odridovymi kulturami kvasinek, které prokvasily moSty na vina
pozadovaného stylu. Po prokvaseni byla vina sifena ptiblizn€ na 80 mg.l'1 a postupné
dosifovana z divodu udrZeni hladiny volné siry okolo 40 mg.I". Nasledn& probéhla dvé
staCeni z kal. Vino bylo vyfiltrovano na deskovém filtru znacky FILTREX
0 rozmérech 20 x 20 se ctyfmi komorami. Filtracnimi deskami S oznacenim T 20
pro piedfiltraci a ST 5. ST 5 jsou filtraéni celul6zové desky pro sterilni filtraci
sporéznosti 0,3 um. Timto se zkoumané vzorky vin vycistily od pevnych
anorganickych i organickych castic do priméru 0,3 pm, které by mohly vést k tvorbé
nepiesnych udaji. Pfred méfenim se provedl analyticky rozbor vin, ktery je viditelny
v Tab. 1 a Grafu 4. V Tab. 1 je vidét obsah skute¢ného alkoholu, titrovatelnych kyselin,
redukujicich cukrfi, pH, kyseliny jablecné, kyseliny mlécné, kyseliny octove, kyseliny
vinné, glycerolu a hustota vSech zkoumanych vin. V Grafu 4 je mozné vidét obsah
oxidu sifi¢itého ve viné ve formé volného oxidu sifi¢itého, vazaného oxidu sifi¢itého

a veSkerého oxidu sifi¢itého. Stanoveni oxidu sifi¢itého probihalo jodometricky.
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Tab. 1 Analyticky rozbor FTIR analyzatorem Alpha od firmy BRUKNER.

Alfa Alkohol | Titr kys.  |Red.cukry |pH Jable¢na
% g.I" g.l? g.l?

VZ Holéanek 12,6 6,35 0,8 3,21 0,18

VZ Hodecek 12,42 7,07 1,7 3,16 2,49

CS-rosé Hodecek 12,65 8,48 3,8 3,07 3,24

Alfa Mlécna | Octova Vinna Glycerol | Hustota
g.l? g.I? g.l? g.l?

VZ Holanek 1,43 0,21 2,63 7,16| 0,99052

VVZ Hodecek 0,32 0,15 2,21 7,49 0,99219

CS-rosé Hodecek 0,18 0,26 2,37 9,18| 0,99425

V Tab. 1 mizeme vidét, ze nejvyssi obsah skuteéného alkoholu ma rosé vino a zarovei
ma také nejvyssi obsah titrovatelnych kyselin, redukujicich cukr, kyseliny jable¢né,
kyseliny octové, glycerolu a také nejvyssi hustotu. ,Veltlinské zelené* z Vinafstvi
Holanek ukazuje ve svych hodnotach, ze probehlo biologické odbourani kyseliny
jable¢né na kyselinu mlé¢nou, které ma nejvyssi obsah ze vSech vin, zarovein ma toto

vino také pomérné vysoky obsah kyseliny octové.

Mnozstvi oxidu siri¢itého ve vinech
160
140
120
o 100
c-': 80
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40
20
0
Volny Vazany Veskery

VZ Holdnek 6,1 7,7 13,8

H VZ Hodecek 44,2 96,2 140,4

M CS-rosé Hodecek 40,7 64,1 104,8

.....

V Grafu 4 miizeme pozorovat jodometrické stanoveni oxidu sifi¢itého ve ving. Nejvyssi
hodnotu volného oxidu sifi¢itého i veskerého oxidu sifi¢itého meélo ,,Veltlinské zelené*

z Vinafstvi Hodecek. Nejniz§i hodnotu oxidu sificittho meélo ,,Veltlinské zelené*

.....
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Nejprve jsme provedli zjisténi obsahu reduktoni ve viné a nasledné jsme provedli
titrani stanoveni oxidu sifi¢itého. Pokud vino obsahuje reduktony tak se odectou od
natitrovanych hodnot u volného oxidu sifi¢ittho i od natitrovanych hodnot

u vesSkerého oxidu sifi¢itého.

a) Volny oxid siticity

Stanoveni volného oxidu sifi¢itého probihalo napipetovanim 50 ml vina do
250 ml bariky, nasledné se piidalo 10 ml 16% kyseliny sirové a 5 ml 0,5% skrobového
mazu s naslednou titraci 0,02 mol.l 1 roztokem jodu do modrého zbarveni, které vydrzi

nejméné 30 sekund (a; = spotieba).

b) Veskery oxid sificity

Stanoveni veskerého oxidu sifi¢it¢ho probihalo napipetovanim do 250 ml banky
25 ml 1 mol.I"* hydroxidu sodného a 50 ml vina, nasledng& probihala 15 minutova reakce
vina po reakci se pfida 15 ml kyseliny sirové a 5 ml 0,5% skrobového mazu s naslednou
titraci 0,02 mol.l * roztokem joédu do modrého zbarveni, coz vydrzi déle jak 30 sekund

(a2 = spotieba).
€) Vazany oxid sificity
sifi¢itého od veskerého oxidu sificitého.

X = 04— aq

Vypocet obsahu oxidu sifi¢itého probihal pomoci vzorce:
X12= Q1 X f X128

f = faktor roztokl jodu 1,0102

x; = mg.I"t volného oxidu sifi¢itého v celych &islech

Xz = mg.I™ veskerého oxidu sifi¢itého v celych &islech

x3 = mg.I™ vazaného oxidu siFi¢itého v celych &islech

a1, = spotfeba 0,02 mol.I"* roztoku jodu na volny & veskery oxid sifigity
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4.2 Metody

Schéma pokusu

s

"Veltlinské "Cabernet
zelené" vinarstvi Sauvignon" rosé

"Veltlinské
zelené" vinarstvi
Holanek bez
pfidaného SO,

Hodecek s vinarstvi Hodecek
pfidanym SO, s pfidanym SO,

etody turbidimetricky etody turbidimetricky
meéritelné nemeritelné

Vlyhodnoceni a porovnani
namerenych dat

Obr. 17 Schéma pokusu.

K pokusu byla vybrana odrtda ,,Veltlinské zelené®, kterd je znama svym vysokym
obsahem termolabilnich bilkovin a odrida ,,Cabernet Sauvignon® ve varianté rosé,
aby bylo mozZné porovnat stanoveni nejen na bilych vinech, ale i na rosé vinech
a byla tak projevena vyssi variabilita pti pokusu. ,,Veltlinské zelené* bylo ve dvou
variantach, a to jako vino vyrabéné oxidativni metodou a reduktivni metodou.
U ,,Cabernet Sauvignonu® se jednalo pouze o reduktivni typ rosé vina.

Varianta s oxidem sifi¢itym a bez oxidu sifi¢itétho byla vybrana diky ¢lanku
od Chagas et al. (2016), ktery se vénuje vlivu oxidu sifi¢itého na termolabilitu bilkovin
ve vinech.

Jako prvni byly u vin zméfeny jejich zakladni analytické vlastnosti. Po zjisténi
zéakladnich analytickych vlastnosti jednotlivych vin mohlo zacit stanovovani obsahu
termolabilnich bilkovin jednotlivymi vybranymi metodami. K vyhodnoceni vétSiny
vysledkd se uzival turbidimetr, a proto se jednotlivé metody rozdélily na dvé skupiny
metod, a to metody turbidimetricky méfitelné a turbidimetricky neméfitelné. Pro
zptesnéni vysledkli se provedly jednotlivé pokusy i na vycifenych vinech ve tfech

opakovanich s naslednym zprimérovanim vyslednych hodnot.
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Na vycifeni odridy ,,Veltlinské zelené* z Vinafstvi Hodecek bylo zapotiebi
celkové 250 g.hl™ bentonitu a k vycifeni ,,Cabernet Sauvignonu* rosé bylo zapotiebi
pouze davky 100 g.hl'l. Pro turbidimetrick¢ méfeni bylo zapotitebi 20 ml vzorku do
kyvety,

a proto se jednotlivé metody upravily tak, aby vzniklo pozadované mnozstvi vzorku
K testovani. Veskeré méfeni probihalo Vv laboratofi Zahradnické fakulty Mendelovy

univerzity v Bré, s mistem ptisobeni v Lednici na Ustavu vinohradnictvi a vinafstvi.

Turbidimetrické méieni

Nejprve se zméfila turbidita vin a nasledné se provedly pokusy. Po¢ate¢ni hodnota
turbidity se odecetla od naméfené turbidity u vysledktl pokust, tim vzniklo stanoveni
turbidity jednotlivymi metodami.

M¢éfeni se zapocalo kalibraci turbidimetru. Kalibrace probihala vkladanim
kalibrac¢nich vzorktl do turbidimetru o hodnotach 1000 NTU 10 NTU 0,02 NTU. Po
spusténi turbidimetru se zmacklo kalibra¢ni tlac¢itko CAL nésledné turbidimetr pozadal
o vlozeni kalibra¢ni kyvety s 1000 NTU. Pfed vlozenim kalibra¢niho standardu se
nejprve kalibra¢ni kyveta dikladné ocistila a nasledné se vlozila do pristroje. Po vlozeni
kyvety se zmacklo tlacitko ENTER nebo jak vidime na Obr. 18 velké tlacitko se Sipkou
ukazujici doleva. Po  zkalibrovani  pozadal pfistroj o dalsi kyvetu
o turbidité¢ 10 NTU, vSe se opakovalo az do UpIného nakalibrovani po vlozZeni kyvety
s turbiditou 0,02 NTU. Nasledné mohlo zac¢it méteni nejprve Cistého vina a nasledné
probihala méfeni vSech pokusnych metod pro stanoveni termolabilnich bilkovin. Kazdy
pokus byl proveden ve tiech opakovanich a v§echna méfeni se nasledné zpramérovala.

Pocock se svym tymem uvadi, ze pokud ma vycifeny a vyfiltrovany testovany
vzorek vina vys$si turbiditu nez 2 NTU lIze povazovat dany vzorek za nestabilni na

termolabilni bilkoviny (POCOCK et al., 2006).
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Obr. 18 Turbidimetr Wissenschaftlich-Technische 5501R. Zdroj:
http://www.thermofisher.cz/produkty/turbidimetr-turb-550ir

I.  Metody turbidimetricky mé¥itelné
U rychlého i pomalého ohfevu doslo nejdiive K predehtati termostatické lazné na
pozadovanou teplotu, aby doSlo kcilenému vysledku. VSechny metody ptrevzaty

Z literarni ¢asti.
Rychlé zahiivani

Pomicky
pecici trouba nebo vodni lazen, ledniCka, hlinikova laboratorni folie,
erlenmeyerova baika 150 ml, laboratorni teplomér, vzorek sterilné vyfiltrovaného vina,

20 ml kalibrovana pipeta

Metodika

Napipetujeme 20 ml testovaného vzorku do erlenmeyerovy barnky, pfikryjeme
hlinikovou laboratorni fo6lii, aby nedochazelo k odparu, a zahiejeme ve vodni lazni,
nebo v troubé na 90 °C po dobu 1 hodiny. V pfipadé¢ pouziti trouby nejdiive
predehiejeme troubu na pozadovanou teplotu. Nasledné zkoumany vzorek zchladime
Vledni¢ce na 4 °C po dobu 6 hodin. Pfed turbidimetrickym méfenim vzorek
promichame. Vznikly zakal méfime turbidimetricky, jako standard pouzijeme sterilné
vyfiltrovany vzorek dané¢ho vina, ktery zméfime pied testem jako prvni. Vzdy
provedeme u kazdého vzorku tfi opakovani jednotlivych méfeni, aby byl pokus

prikazny.
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Pomalé zahiivani

Pomticky
peCici trouba nebo vodni lazen, lednicka, hlinikovd laboratorni folie,
erlenmeyerova banka 150 ml, laboratorni teplomér, vzorek steriln¢ vyfiltrovaného vina,

20 ml kalibrovana pipeta

Metodika

Napipetujeme 20 ml testovaného vzorku do erlenmeyerovy banky, pfikryjeme
hlinikovou laboratorni folii, aby nedochazelo k odparu, a zahfejeme ve vodni lazni nebo
v troubé na 60 °C po dobu 4 hodin. V ptipadé pouziti trouby nejdiive predehiejeme
troubu na pozadovanou teplotu. Nasledné zkoumany vzorek zchladime v ledni¢ce na
4 °C po dobu 6 hodin. Vznikly zakal méfime turbidimetricky a pfed méfenim vzdy
jednotlivy vzorek promichame. Jako standard pouzijeme sterilné vyfiltrovany vzorek
dan¢ho vina. Vzdy provedeme u kazdého vzorku tii opakovani, aby byl pokus

prikazny.
Test kyselinou sulfosalicylovou

Pomitcky
erlenmeyerova baika 150 ml, 20 ml kalibrovana pipeta, 5 ml kalibrovana délena
pipeta, 10% kyselina sulfosalicylova (2-hydroxy-5-sulfobenzoova kyselina), hlinikova

laboratorni folie, vzorek sterilné vyfiltrovaného vina

Metodika

20 ml testovaného vina napipetujeme do erlenmeyerovy baiky, pifidame pipetou
2 ml 10% kyseliny sulfosalicylové. Vzorek ptikryjeme hlinikovou laboratorni folii
a po reakéni dobé cca 15 — 20 minut zkontrolujeme obsah zkumavky. Vzorek
promichdme a zméfime obsah turbidity. Pokus provedeme ve tfech opakovanich, které
nasledné zprimérujeme. Pro presnéjsi vysledky zmétime obsah turbidity také u slepého

vzorku.
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Test kyselinou trichloroctovou

Pomticky
erlenmeyerova barika 150 ml, 20 ml kalibrovana pipeta, 5 ml kalibrovana délena
pipeta, 55% kyselina trichloroctova (kyselina trichlorethanova), hlinikova laboratorni

folie, vodni lazen, laboratorni teplomér, vzorek sterilné vyfiltrovaného vina

Metodika

20 ml testovaného vzorku napipetujeme do erlenmeyerovy bailky. Pfidame
2 ml 55% kyseliny trichloroctové. Vzorek piikryjeme hlinikovou laboratorni folii
a vlozime do pfedehiaté vodni lazng, na 2 minuty pfivedeme K varu a nasledné nechame
reagovat pii pokojové teploté 20 °C po dobu 15 — 20 minut. Po reakéni dobé vzorek
dikladné promichdme a provedeme turbidimetrické méfeni. Pro ptesnéj$i vysledky
provedeme test ve tfech opakovanich. Vysledky zhodnotime turbidimetricky proti

slepému pokusu.
Taninovy test

Pomiicky

100 ml odmérna barka, erlenmeyerova baitka 50 ml, 5 ml kalibrovand dé€lena
pipeta, etanol, galicky tanin, kalibrovany odmérny valec 50 ml, hlinikova laboratorni
folie, vodni lazen, laboratorni teplomér, kalibrovana laboratorni véha, vzorek sterilné

vyfiltrovaného vina.

Metodika

Rozpustime 1 g galického taninu v 10 ml destilované vody pii 70 °C ve vodni
lazni ve 100 ml odmémé banice. KdyZ je tanin dobie rozpusStén, pifidame 50 ml
destilované vody a doplnime cely objem do 100 ml etanolem. 3,2 ml roztoku taninu
pfidame do 40 ml testovaného vina. Vzorek pfikryjeme hlinikovou laboratorni folii
a diikladn¢ promichame, nechame reagovat pii pokojové teploté 15 minut, poté vloZime
do wvafici ldzné na 3 minuty. Po zchladnuti vzorek dlkladn€¢ promichame
a provedeme meéteni turbidity. Vysledky zhodnotime turbidimetricky proti slepému

pokusu. Test provadime ve ttech opakovanich.
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Etanolovy test

Pomticky
25 ml uzaviratelnd kalibrovana zkumavka, 10 ml kalibrovana délend pipeta,

etanol, vzorek sterilné vyfiltrovaného vina

Metodika

Napipetujeme 10 ml cistého etanolu do kalibrované zkumavky a 10 ml sterilné
vyfiltrovaného vina, nasledné¢ zkumavku hermeticky uzavieme a nechame 2 hodiny
reagovat. Pfi vytvofeni zakalu vino obsahuje termolabilni bilkoviny. Nasledn¢ zmétime
turbiditu oproti slepému pokusu. Pfed métenim vzorek dikladné promichame. Test

provedeme ve tfech opakovanich.
I1. Metody turbidimetricky nezmévitelné
Pénova zkouska

Pomticky
25 ml uzaviratelna kalibrovana zkumavka, 10 ml kalibrovana d€lena pipeta, vodni

lazen, laboratorni teplomér, vzorek steriln¢ vyfiltrovaného vina

Metodika
Testované vzorky vina napipetujeme do kalibrované zkumavky po 10 ml,
zahfejeme na 80 °C a nasledné zchladime na laboratorni teplotu. Zchlazené vino

protiepeme v ptipad€, ze vznikla péna ve zkumavce vydrzi déle nez jednu minutu, hrozi

tvorba bilkoviného zakalu (BALIK, 2006).
4.3 Vyhodnoceni

Zprimérované vysledky pokusti byly v jednotkdch NTU, aZ na pénovou zkousku,

u které vznikly vysledky v metrickych jednotkach (mililitrech).
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Turbidita vin po jednotlivych testech
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Graf 5 Zprimérované naméi'ené hodnoty termolabilnich bilkovin jednotlivymi metodami
u nevycifenych vin pomoci turbidimetru Wissenschaftlich-Technische 5501R.

V Grafu 5 mizeme vidét naméfené mnozstvi termolabilnich bilkovin
v turbidimetrickych jednotkach NTU tedy v mnoZstvi zdkalu vzniklého po jednotlivych
testech stability.

Za nejvyssimi zakaly v necifenych vinech stal taninovy test. Tento test vytvofil
takovou turbiditu, ze kdybychom brali tyto vysledky Vv vahu jako vysledky, podle
kterych by cifeni mélo probihat, tak lze ptredpokladat, Zze vino bychom zcela urcité
precifili. Tyto hodnoty byly nékolikandsobné vyS$i nez pii vSech ostatnich testech.
Nejvyssi zakal se vSak udélal u vina vyrabéného reduktivni cestou, a to u ,,Veltlinského
zeleného* od Vinarstvi Hodecek. Lze predpokladat, Ze kombinace taninu rozpustén¢ho
v etanolu s naslednym ohfevem pii tomto testu denaturovala nejvyssi mnozstvi bilkovin
obsazenych ve zkoumanych necifenych vinech a tudiz mizeme konstatovat, Ze tento
test je nejdestruktivnéjsi. Také mizeme fict, Ze tanin se do vina pted lahvovanim miize
dostat pouze vyluhovanim zkorkové zatky a alkohol se mize navySit pouze
refermentaci v lahvi pokud nevyrabime vina fortifikovana, proto je tento test dosti
nepravdépodobny.

Test kyselinou trichloroctovou a dvouminutovym varem vina vytvofil celkem

silny zakal oproti ostatnim testiim a stejné jako test taninovy urcil za vino s nejvysSim
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obsahem termolabilnich bilkovin vino vyrobené reduktivni metodou, a to VZ
z Vinafstvi Hodecek. Kombinace kyseliny trichloroctové a varu je dosti silnym
denatura¢nim ¢inidlem pro bilkoviny. Vysoluje piili§ vysoké mnozstvi bilkovin.

Je zajimavé, Ze ,,Cabernet Sauvignon“ rosé obsahoval bez Cifeni pouze malé
mnozstvi termolabilnich bilkovin pifi vSech testovanych metodach stanoveni
termolabilnich bilkovin, az na taninovy a etanolovy test.

Etanolovy test nebyl tolik destruktivni metodou pro stanoveni obsahu
termolabilnich bilkovin, ackoliv navySeni alkoholu miize vzniknout pouze umeélym
dolihovanim ¢i pfirodni refermentaci vina. Tato metoda stanovila jako vino s nejvyssim
obsahem termolabilnich bilkovin vino vyrabéné reduktivni metodou, a to VZ
z Vinai'stvi Hodecek, avSak u této metody byl oproti ostatnim metodam vysoky obsah
termolabilnich bilkovin u ,,Cabernet Sauvignon“ rosé, kde byly tyto hodnoty velmi
nadhodnoceny, podobné jako u taninového testu.

Kyselina sulfosalicylova vykazovala nejlepsi hodnoty jako tepelné testy. Hodnoty
byly v rozmezi mezi rychlym zahtatim a pomalym zahtivanim az na VZ z Vinafstvi
Hodecek, které mélo touto metodou nejvyssi obsah termolabilnich bilkovin oproti
tepelnym testtim.

Tepelné testy na rozdil od vSech ostatnich test prokazaly, Ze nejvyssi obsah
termolabilnich bilkovin ma vino vyrobené reduktivni metodou bez pouziti oxidu
sifi¢itého, a to ,,Veltlinské zelené* z Vinaistvi Holanek. Tepelné testy bychom mohli
povazovat za nejpiesnéj$i, protoze v hotovém viné mize termolabilni bilkovinu
denaturovat jiz pouze skladovani v nevhodnych podminkach zptsobenych teplotnimi
vykyvy, naptiklad pfi pfevozu ¢i na misté uloZeni.

Za nejpodobnéjsi metodu tepelnym metoddm z hlediska mnoZstvi denaturovanych

termolabilnich bilkovin a tvorby zakalu se da povazovat test kyselinou sulfosalicylovou.
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Pénova zkousSka u nevycifenych vin
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Graf 6 Zprimérované naméiené hodnoty z pénové zkousky u nevycifenych vin.

V Grafu 6 mizeme vidét, ze pti pénové zkousce ma nejvyssi obsah termolabilnich
bilkovin ,,Veltlinské zelené* z Vinaistvi Hodetek vyrabéné reduktivni metodou. Ze
vino vyrabéné reduktivni metodou s pouzitim oxidu sifi¢itého obsahuje vyssi mnozstvi
termolabilnich bilkovin dokazuji 1 ostatni pouZité metody jako kyselina sulfosalicylova,
kyselina trichloroctové a taninovy a etanolovy test. Pouze tepelné testy dokazuji pravy
opak. V mnozstvi termolabilnich bilkovin nasleduje vino vyrabéné reduktivni metodou
z Vinafstvi Holanek, stejn¢ jako u ostatnich test, a nejniz§i obsah ma rosé¢ vino

,,Cabernet Sauvignon®.

Pénova zkouska u vyc€irenych vin
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Graf 7 Zprimérované naméiené hodnoty termolabilnich bilkovin z pénové zkousky u vyc¢iFenych
vin.

V Grafu 7 muzeme vidét i obsah pény po vyc€ifeni u VZ z Vinafstvi Hodecek

s mnozstvim pény 0,2 ml a CS rosé z Vinaistvi Hodecek s mnozstvim pény 0,07 ml.
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Turbidimetrické stanoveni mnozstvi termolabilnich
bilkovin ve vy¢iFenych vinech.
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Graf 8 Zprimérované naméiené hodnoty termolabilnich bilkovin jednotlivymi metodami
u vy¢ifenych vin pomoci turbidimetru Wissenschaftlich-Technische 550IR.

Taninovy test, ktery vykazoval pfi pokusu s nevyc€ifenymi viny vysoké hodnoty
turbidity, se nyni jevi jako ostatni testy. Pfi méfeni nyni vynika etanolovy test, ktery ma
velmi vysoké hodnoty turbidity, i kdyz se jedna o vina vycCifena a stabilni na
termolabilni bilkoviny. V tomto pfipadé mizeme konstatovat, ze pfi aplikaci etanolu do
vina doslo k reakci etanolu se sacharidy ¢i ionty vapniku a nasledné tvorbé zakalu, proto
se da tento test povazovat za nepfesny.

0,36 NTU pro ,,Veltlinské zelené* a 1,19 NTU pro ,,Cabernet Sauvignon* rosé.

Dalsi nejnizsi hodnoty byly vyprodukovany pénovou zkouskou, kterd je métena
misto v nefelometrickych turbidimetrickych jednotkach v objemovych jednotkach, a to
0,2 ml pény pro ,,Veltlinské zelené“ a 0,07 ml pény pro ,,Cabernet Sauvignon® rosé,
ktera v obou ptipadech do 5 minut opadla. Jelikoz se v odborné literatuie uvadi, ze péna

by neméla pretrvat po dobu delsi neZ 1 minuta, povazuji tuto zkouSku za nepfesnou.
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Doba trvani jednotlivych testi i s pripravou.
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Graf 9 Casové znazornéni délky jednotlivych testi i s pFipravou pomocnych roztoki.

Jako nejdelsi test 1ze povazovat tepelny test formou pomalého ohfevu. Tento test
trval celkovou dobu 10 hodin a 5 minut, nez bylo mozné vysledky zhodnotit.
Nésledovalo rychlé zahtati, které trvalo 7 hodin a 5 minut. Etanolovy test byl na tetim
misté s délkou trvani 2 hodiny a 5 minut. Dal$im testem byl taninovy pillhodinovy test
a test kyselinou trichloroctovou. Jako nejrychlejsi se jevila pénova zkouska a test
kyselinou sulfosalicylovou, ktery vypadal pii jednotlivych méfenich turbidity jako
nejefektivnéjsi zpusob stanoveni optimalniho mnozstvi termolabilnich bilkovin, oproti
tepelnym testiim, které jsou ptili§ zdlouhavé, ale na druhou stranu velice pfesné, protoze
pokud se neprojevi denaturace bilkoviny pfi tepelném ptisobeni, tak by jiz v budoucnu

neméla denaturovat ani v lahvi.
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Zprimérované smérodatné odchylky vSech odrid,
jednotlivych metod vycifenych i nevy¢irenych vin.
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Graf 10 Zprimérované smérodatné odchylky jednotlivych metod u vy¢ifenych i nevy¢ifenych vin.

V Grafu 10 muzeme vidét zprimérované smérodatné odchylky z jednotlivych
méfeni vSech vin od daného typu testu, a to u vycifenych i nevycifenych vin.
Smérodatné odchylky ndm ukazuji chybu méfeni, tudiZ miZeme prohlasit, Ze s nejnizsi
chybou méfeni méfila metoda pomalého ohfevu na 60 °C po dobu 4 hodin a 6 hodin
V ledni¢ce. Druhé misto zaujala metoda s 10% kyselinou sulfosalicylovou a tfeti misto
Vv pfesnosti ziskala metoda rychlého zahtati, a to na 90 °C po dobu 1 hodiny a 6 hodin
Vv ledniccce.

Zpramérovana smérodatna odchylka u pénové zkousky vysla 0,250589014.
V porovnani s ostatnimi testy méla nejniz§i odchylku a tim lze predpokladat,
ze 1 nejmensi chybu, ale tuto odchylku nelze porovnavat s ostatnimi, protoZe tato
zkouska byla méfena v jinych jednotkach neZ vSechny ostatni metody. Z tohoto diivodu
musime tuto metodu porovnat samostatné¢. Metoda byla jednoducha na provedeni, ale
pena pusobila klamavym dojmem a nemohu prohlasit, ze by tato metoda byla stejné
pfesna jako testy tepelné, ¢i kyselina sulfosalicylova. Tuto metodu bych navrhoval
pouzit pouze jako orientacni metodu nikoliv jako metodu, kterd ur¢i piesné mnozstvi

termolabilnich bilkovin.

4.4 Diskuze
Obsah termolabilnich bilkovin byl méfen riznymi metodami. Mé&feni bylo
provedeno na Ustavu vinohradnictvi a vinaistvi Zahradnické fakulty v Lednici na

Morave.
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Pomalé i rychlé zahtati dokazalo, ze ¢im vice se vino zahteje, tim vice denaturuje
termolabilnich bilkovin i s ohledem na trvani testu. Esteruelas se svym tymem hodnoti
tepelné testy jako nejvhodnéjsi metodu ke stanoveni termolability vin z hlediska
chemického slozeni vzniklého zakalu (ESTERUELAS et al., 2009).

Pomaly ohfev probihal zahfatim vina na 60 °C po dobu 4 hodin a nasledného
zchlazeni na 6 hodin v chladicim zafizeni. Testované vino denaturovalo méné
termolabilnich bilkovin, a to hlavné chitinazy pii 55 °C a thaumatinu podobnych
proteini pii teploté 56 — 61 °C. Ohiev vina na 90 °C po dobu 1 hodiny a zchlazeni po
dobu 6 hodin v chladicim zatizeni, denaturovalo i pomérné staly enzym invertazu, ktera
je také zodpovédna za termolabilitu bilkovin v lahvich a denaturuje pii teploté 81 °C.
Teploty denaturaci urcil ve své publikaci Falconer se svym tymem (FALCONER et al.,
2010). Nejvice termolabilnich bilkovin pfi tepelnych testech obsahovalo vino vyrobené
oxidativni metodou bez ptidavku oxidu sifi¢itého, a to ,,Veltlinské zelené* z Vinaistvi
Holanek. Avsak tyto metody byly ¢asové velice naro¢né. Statisticky bylo prokdzano, ze
nejmensi chybu méla metoda pomalého ohtevu.

Z metod, pii kterych bylo pouzito kyselin k vysoleni termolabilnich bilkovin, byl
vysledkiim tepelnych testi nejpodobnéjsi test 10% Kkyselinou sulfosalicylovou, pii
kterém bylo vysoleno podobné mnozstvi termolabilnich bilkovin jako pii tepelnych
testech smalou c¢asovou narocnosti, kdy do 22 minut vime vysledky obsahu
termolabilnich bilkovin a nemusime ¢ekat hodiny jako pti tepelnych testech. Statisticky
svou presnosti byla tato metoda na druhém misté. Az na rozdilnost téchto pokusti mezi
vinem vyrobenym bez pfidani oxidu sifi¢it¢ho a vinem s pfidavkem oxidu sifi¢itého.
Oba kyselinové testy 1 s taninovym testem, etanolovym testem a pénovou zkouskou
vykazovaly nejvy$$i obsahy termolabilnich bilkovin u vina s pfidavkem oxidu
sifi¢itého, a to ,,Veltlinského zeleného* vyrobeného reduktivni metodou ve Vinafstvi
Hodecek. Berg a Akiyoshi, zjistili, ze test s 55% kyselinou trichloroctovou je
srovnatelny s testem tepelnym (BERG a AKIYOSHI, 1961), ackoliv pfi tomto pokusu
bylo dokazano, ze presnéjsi je test 10% kyselinou sulfosalicylovou. Nejvyssi obsahy
termolabilnich bilkovin byly naméfeny turbidimetrickou metodou u taninového testu.
Kombinace tanin, etanol a tepelné pisobeni vytvorilo vysoké mnozstvi zakalu pii
turbidimetrickém méfteni, tudiz je tato metoda pro stanoveni termolabilnich bilkovin
nevhodna. Mohlo by dojit k pfecifeni vina pii uziti této metody. Navic byl taninovy test
naro¢ny na piipravu taninového roztoku a celkové trval delsi dobu nez testy kyselinové.

Sarmento se svym tymem pii porovnavani testi uvedli, Ze taninovy test je nevhodny
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pro stanovovani mnozstvi termolabilnich bilkovin z diivodu reakce taninu s zelezem
obsazenym ve viné ¢i s dalSimi ovliviiujicimi faktory, kterymi mohou byt koncentrace
drasliku a médi, pH a celkovy obsah bilkovin (SARMENTO et al., 2000).

Etanolovy test trval po tepelnych testech nejdelsi ¢as a naméfené hodnoty
turbidity byly u tohoto testu nejnizsi ze vSech turbidimetricky méfenych testovanych
metod, az na méfeni turbidity u vycifenych vin, kde tento test zputsobil reakci asi se
sacharidy ¢i ionty vapniku coz vypadalo pii méfeni turbidity, Ze vino je stale nestabilni,
tudiz by také mohlo pfi tomto testu dojit k ptecifeni vin stejn¢ jako u taninového testu,
ktery vykazoval vysoké turbidimetrické hodnoty u nevyc€ifenych vin. Etanolovy test
vykazoval vysoké hodnoty turbidity u vycifenych vin. Sarmento a jeho tym také
nedoporucuji etanolovou metodu (SARMENTO et al., 2000).

Pénova zkouska trvala Casov€ nejrychleji, avSak neni moZnost ji porovnat
s ostatnimi metodami, protoZze je méfena v jinych jednotkach. Pénova zkouska
prokazala, ze nejvyssi obsah termolabilnich bilkovin je u ,,Veltlinského zeleného*
vyrobené¢ho reduktivni metodou s oxidem sifi¢itym. AvSak nelze ji povaZovat za

ptesnou jako testy tepelné ¢i test s kyselinou sulfosalicylovou.
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5 Zavér

V roce 2016 byly testovany vybrané metody pro stanoveni obsahu termolabilnich
bilkovin v procesu vyroby vina. Tyto metody byly mezi sebou porovnany z hlediska
pfesnosti a rychlosti. Méfeni probjhalo na Ustavu vinohradnictvi a vinafstvi
Zahradnické fakulty v Lednici na Moravé.

Pro rychlé stanoveni pied lahvovanim mize byt vyuzito rychlé metody
s pouzitim 10% Kkyseliny sulfosalicylové. Pro pifesné stanoveni S ohledem na
budoucnost vina je vSak nejvhodnéjsi tepelny test s ohievem na 60 °C po dobu ¢tyf
hodin a naslednym zchlazenim testované¢ho zahtatého vzorku vina na 4 °C po dobu
6 hodin. Tento test je vhodnéjsi spiSe pro vina uchovavana ve skladovacich zatizenich
bez velkych vykyvil teplot. Také tepelny test s ohfevem vina na 90 °C po dobu jedné
hodiny s naslednym zchlazenim testovaného vzorku na 4 °C po dobu 6 hodin,
se hodi pro vina, u kterych neni znama budoucnost, a mohou se po né&jakou dobu
skladovat v nestandardnich podminkach, pii kterych muze dojit k vy$§im teplotnim
vykyvlim.

Pti této diplomové praci bylo navic zjisténo, Ze tepelné testy stanovovaly vyssi
obsah termolabilnich bilkovin u vin vyrdbénych oxidativni metodou a ostatni testy
stanovovaly vys§i obsah termolabilnich bilkovin u vin vyrabénych reduktivni cestou.

Budoucnost metod spociva v imunologickych testech, pii kterych dojde k pifimé
detekci PR proteinii zodpovédnych za zakal, a to hlavné thaumatinu podobnych
proteind a chitinazy, které¢ budou ihned po zjisténi jejich koncentrace pfepocteny na
davku daného bentonitu, coz povede Kk optimalizaci davek bentonitu, rychlému

provedeni detekce i ¢ifeni a Spokojenosti producenta i zakaznika.
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6 Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva analytickymi metodami pro stanoveni obsahu
termolabilnich bilkovin v procesu vyroby vina a jejich porovnanim. Na zacatku byla
prostudovana literatura tykajici se termolabilnich bilkovin, metod stanoveni a jejich
vlivu na koloidni stabilitu vina. Vybrané analytické metody jsou zde popsany z hlediska
piesnosti a rychlosti. V zdvéru jsou vybrany a doporuceny metody vhodné pro
vinafskou praxi.

Predmétem pokusu bylo srovnéni riznych analytickych metod vhodnych pro
stanoveni obsahu termolabilnich bilkovin. Mé&feni probihalo na Ustavu vinohradnictvi
a vinafstvi Zahradnické fakulty v Lednici na Moravé, a to turbidimetricky méfitelnymi
metodami jako jsou tepelné testy s vyuzitim teplot 90 °C a 60 °C s ruznou délkou
pusobeni, Kyselinové testy s vyuzitim kyseliny sulfosalicylové a trichloroctové
a také taninovy a etanolovy test. V dalsi skupiné byla pouze metoda turbidimetricky

neme¢fitelna a to pénova zkouska.

Kli¢ova slova: termolabilni bilkoviny, analytické hodnoceni, tepelné testy, kyselinové

testy, taninovy test, etanolovy test, pénova zkouska.
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7 Resumé

This diploma thesis explores analytic techniques used to determine the amount of
thermolabile proteins in wine making processes. It also includes the comparison of
applied analytic techniques. The analysis was preceeded by the study of available
sources dealing with thermolabile proteins, methods of assessment and the influence of
thermolabile proteins on the colloidal stability of wine. The applied analytic techniques
were assessed in the aspect of accuracy and speed. At the end of the thesis there is the
list of reference suitable for wine making processes.

In the experimental part | compared different analytic techniques used to
determine the amount of thermolabile proteins. The measurements took place at the
Institute of Viniculture and Viticulture at the Faculty of Horticulture in Lednice, South
Moravia. We used turbidimetric measurable methods, such as heat-cold testing with the
temperature of 90 °C and 60 °C for different time range. We also did acidic test with
sulfosalicylic acid, trichloroacetic acid, and also taninn and ethanol test. The later

testing involved just turbidimetric unmeasurable technique, in the form of a foam test.

Key words: thermolabile proteins, analytic techniques, heat-cold test, acid test, taninn

test, ethanol test, foam test.
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Obrazek 1 Rozvoj zakalu po tepelném testu. Obrazek byl pozménén (Chagas et al., 2016).

(A)Rozvoj =zékalu po tepelném testu izolovanych frakci HIC (upraveno
na 100 mg.l ) ve dvou modelovych vinech. Kontrola neobsahovala Zadné

pfidané SO; a vino s SO, obsahovalo davku 120 mg.l ™ celkového SO,



(pfidaného jako NaHCOs3). H3 - H6 ukazuji proteinové frakce ziskané HIC
separaci.

(B) Vizualizace oparu vzniklého po zkouSce tepelné stability HIC frakce H3 - H6
modelovych vin s SO, a bez SO,. Kyvety na obrazku odpovidaji kyvetam

experimentu popsaného v (A).



