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Vliv délky vinifikace a riznych kmenu kvasinek na

nasledny prubéh malolaktické fermentace

Souhrn

Predmétem bakalatské prace bylo stanoveni jednotlivych organickych kyselin, konkrétné
vinné, jablecné a mlé¢né kyseliny v hroznovém mostu po dokvaseni prostiednictvim vysoce
u¢inné kapalinové chromatografie. Diivodem zkoumani mnozstvi organickych kyselin jsou
odlisné mikrobiologické podminky kvaSeni mosti s naslednym dopadem na senzorickou
jakost vzniklych vin. V teoretické ¢asti je uvedeno technologické zpracovani hrozni pfi
vyrobé vina, charakterizované je anatomické a chemické slozeni vinné révy, mikrobiota
hrozni a jeji vyznam v procesu zmén obsahli organickych kyselin. Zv1ast kapitoly jsou
vénované konkrétnim druhtiim kvasinek Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii a
bakterii Oenococcus oeni jako zasadnim uc¢astnikim fermentace. VIiv této mikrobioty je
vyhodnocovan v ¢asti praktické, kdy se jednotlivé inokulace eviduji a dokvasené mosty
analyzuji separa¢ni metodou vysoce ucinné kapalinové chromatografie. Obsah organickych
kyselin a délka kvaseni vypovida o vlivech zucastnéné mikrobioty na délku vinifikace a
fyzikéalné-chemické parametry kvaSeni. Pro celkové posouzeni t¢innosti pouZzité mikrobioty
na jednotlivé kvasici mosty je v zavéru provedeno senzorické hodnoceni vzorka.

Kli¢ova slova: jable¢na kyselina, mlé¢na kyselina, technologie, vino, Saccharomyces

cerevisiae, Torulaspora delbrueckii



Influence of different lengths and vinification yeast strains

on the subsequent conduct of malolactic fermentation

Summary

The topic of this bachelor thesis is to determine individual organic acids, specifically tartaric,
malic and lactic acids in grape must after a final fermentation using high performance liquid
chromatography. The reason behind examining the levels of organic acids are various
microbiological conditions of fermenting musts with the subsequent influence on the sensoric
quality of the resulting wines. In the theoretical section we describe the technological
processing of grapes during wine making, characterize the anatomical and chemical structure
of the used grapevine, grape microbiota and it’s influence on the process of organic acid
transformations. Separate chapters are dedicated to specific species of the yeasts
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii and bacteria Oenococcus oeni for their
fundamental place in the fermentation process. The influence of this microbiota is evaluated
in the practical section, where the records of individual inoculations are noted and the
fermented musts are analyzed using the separational method of high performance liquid
chromatography. The levels of organic acids and the length of fermentation gives evidence of
the influence of the participating microbiota on the length of wineification and the physico-
chemical parameters of fermentation. For the general assesment of efficiency of the used
microbiota on individual fermentatated musts, a sensoric evaluation of samples is conducted.

Keywords: malic acid, lactic acid, technology, wine, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora

delbrueckii
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1 Uvod

Vino se fadi k nejcastéji podavanym a oblibenym alkoholickym napojim, vyrabénym z vinné
révy kvasenim mostu. Vinaistvi ma v historii dlouholetou tradici a kdysi se vino oznacovalo
za napoj boht.. V dnesni dobé existuje mnoho variaci vin. Nejtradi¢néj$i rozdéleni je dle
barvy na bila, rizova a Cervend, dale pak podle vyrobnich technologii na ticha, Sumiva a
likérova vina. S rostouci oblibou rostou také pozadavky na jakost vin a tim i tlak na vyrobce
vin. Pro kvalitni produkci dobrého vina se védci a enologové pomoci vyzkumu snazi vylepsit
proces vyroby vina a tim tak ovlivnit vyslednou senzorickou jakost a pozitek z vina.

Na zakladé¢ fyzikalné-chemickych metod se nejcastéji upravuji podminky technologie vyroby
a sleduji se zmény v pritbéhu celého vyrobniho procesu pted, béhem i po kvaSeni z hlediska
fyzikalné-chemického, protoze pouze senzorické hodnoceni mize byt zavadéjici. Z tohoto
duvodu se stanovuji chemické slozky vin, jako je mnozstvi alkoholu, organickych kyselin,
cukru, aromatickych slouc¢enin nebo fyzikdln¢ vyznamné pH a teplota. Jednotlivé soucasti
spolu hraji vyznamnou roli v mikrobialni stabilit¢ vina, a tedy i v skladovani vina, kdy
kyseliny mohou slouzit jako konzerva¢ni ¢inidla. K hlavnim kyselindm vin patii vinna,
jable¢nd a mlécna kyselina. Béhem vyroby lze ovliviiovat jejich obsah upravami mostu a
znaény vyznam ma také jablecno-mlécéna fermentace.

Pro kontrolu mnozstvi jednotlivych kyselin je vyuzivana metoda vysoce ucinné kapalinové
chromatografie. Tato separacni metoda svoji presnosti poskytuje velmi konkrétni a hodnotné
udaje o mnozstvi jednotlivych organickych kyselin a umoziuje tak vinafim adekvatné

zasahovat do vyrobniho procesu s cilem vytvofit perfektni vino.



2 Cil prace

1) zliterarnich zdroji sestavit literarni ptehled, tykajici se pouziti vinifikace, vyuziti

kulturnich kmenii kvasinek a rtizné technologie vyroby vina na kvalitu vysledného produktu

2) shromazdit dostatek podkladti pro zhodnoceni malolaktického kvaSeni, jeho vyznamu

a vlivu na vysledny produkt (vino)

3) uskuteCnit prvni sérii pokust, kde bude zohlednén vliv délky vinifikace a pouziti
vybranych kment kvasinek na pribéh malolaktického kvaseni a jeho dopady na senzorickou

kvalitu produktu

Hypotéza:

1) delsi vinifikace a pfidavek ¢isté kultury kvasinek ovlivni pozitivné senzorické vlastnosti
vina

2) delsi vinifikace a ptidavek cisté kultury kvasinek ovlivni pozitivné obsah mlécéné kyseliny

a snizi obsah jablecné kyseliny ve viné



3 Prehled literatury
3.1 Historie vinarstvi

Rimané pfinesli vinnou révu na ¢eské izemi béhem piesouvani legii z Vidné pod vapencovou
Palavou za Mikulovem. Samotné péstovani obyvatelé poznali od kmena v Podunaji. Podle
povesti zalozila prvni vinice sv. Ludmila. V darovaci listiné od Spytihnéva II. se nachazi
prvni zminka o ¢eskych vinicich v Litoméficich roku 1057, na Moravé je to v roce 1101
z darovaci listiny klaSteru benediktinti v Ttebi¢i. Karel IV. vydal nafizeni o zakladani vinic
v roce 1358, ¢imz zvysil zajem o vinaistvi. Nejveétsi moravské vinarské oblasti (1368) byly
Hustopece, Znojmo, Mikulov. Povinné zépisy vSech vinic do vini¢nych knih a kontrolu
jakosti zavedl Vladislav Jagellonsky (1497). K roku 1654 bylo zaznamenano dohromady
21 664 hektard vinic v Cechach a na Moravé. Vlivem révokazu a houbovych chorob klesala
plocha vinic do roku 1930 az na 3870 hektari na Moraveé. Od té doby se zacala plocha
zvySovat az do soucasného stavu, kdy je to pfes 19 000 hektart s ro¢ni produkei 6 tun hrozn
z jednoho hektaru.

Legislativa pro péstovani révy vinng, vyrobu a prodej vina fidi zakon ¢. 256/2011 Sb., kterym
se meéni zakon €. 321/2004 Sb. O vinohradnictvi a vinafstvi. Dalsi upravy budou vyZzadovany

pro soulad s nafizenimi platnymi v EU. [17]

3.2 Vinnaréva

Vinna réva (Vitis vinifera), patii do ¢eledi révovité Vitaceae. Je to lianovita, svétlomilna

rostlina s mohutnym kofenovym systémem. [34]

3.2.1 Ekologické pozadavky vinné révy

Kvili klimatickym podminkdm je vinohradnictvi vymezeno pouze do dvou uzkych
zemépisnych pasi. Prvni je na severni polokouli a zahrnuje oblasti evropské
a severoamerické. Druhy, na jizni polokouli, obsahne staty Chile, Argentiny, JAR, Australie
a Nového Zélandu. Z celkové produkce vina pochazi az 98 % z téchto dvou pasem. Mezi

nejvétsi producenty se fadi Italie, Francie, Spanélsko, Argentina, USA, Némecko. [34]



3.2.2 Anatomické sloZeni hroznu

Hrozen révy se sklada z tfapiny a bobule. Parametry pro zpracovani hrozni jsou hmotnostni
poméry téchto ¢asti hrozni, jejich technologicka vyzralost a chemické slozeni.

Ttapina je zelend az do optimalni zralosti, kdy dievnati a hnédne. Vyluhovani tfisloviny
a chlorofylu do mostu z tfapin poskozuje senzorické vlastnosti vina. Bobule se sklada
ze slupky, duziny a semen. Slozeni hroznt je zavislé na odridé a ma vliv na barvu, viini, chut’
a celkovy charakter vina. [34] Duzina je slozena ze dvou casti, a to vnéjsi — obvodové, ktera
je Stavnatgjsi, a vnitini — tuzsi, kde 1ze nalézt semena cévni svazky. Obsahuje podstatnou ¢ést
stavy bobule. [24] Semena jsou také soucasti hroznti o obsahu 1 — 4 v bobuli. Bobule mohou
I nemusi obsahovat semena, zalezi od odridy. 85 — 90 % z hmotnosti bobule tvofi duZina,
Kterd je z hlediska zpracovani i pifimé konzumace nejvyznamngjsi. VEtSi ¢ast tvoii most

a zbytek (5 — 8 %) duzina. [34]

3.2.3 Chemické slozeni hrozni

Ttapiny obsahuji malé¢ mnozstvi cukrii, vinné a jable¢né kyseliny, ale vice tfislovin,
dusikatych a mineralnich latek. Nedozralé¢ obsahuji znacné mnozstvi zelenych a Zzlutych
barviv. Ty jsou nezddouci pfi lisovani, kdy mize nastat vytlaceni chlorofylovych pigmentt
do mostu, ¢imz se znehodnocuje jeho kvalita. To je divod pro¢ se pted lisovanim tfapiny
odstranuji. [24] Slupky bilych hrozni obsahuji flavonova barviva a chlorofyl. V ¢ervenych
a modrych odridach jsou antokyany v rizném poméru podle odrady. Typické pro bobule je
voskova vrstva na povrchu chranici pfed odparovanim vody a mikroorganismy. [34] Bunééné
Stavy slupky obsahuji cukry, organické kyseliny, tfisloviny, oxalat vépenaty, dusikaté
a mineralni latky a jiz zminéné barviva a chlorofyl. Obsah cukrti a kyselin je ve slupkéch
zralych bobuli nizs§i neZ v nezralych, nebot’ je béhem vyvinu slupka fotosynteticky aktivni.
[24]

Duzina sestava z vody, cukrt, volnych organickych kyselin, vazanych organickych kyselin,
mineralnich latek a dusikatych latek. Ttisloviny, zelena, Zluta a Cervena barviva, vitaminy,
enzymy, buketni latky a popeloviny se v duzin€ nachazi v men$im mnozstvi.

Podstatnou ¢ast suSiny zastupuje olej, ktery je zeleny a jeho hlavnimi komponenty jsou
glyceridy stearove, dale palmitové a linolové kyseliny. Dal§i vyznamnou slozkou jsou
ttisloviny. Semena bilych bobuli maji méné tfislovin jako semena modrych. Hlavni soucasti
tiislovin jsou katechiny (katechingalat a galokatechin), které tvoii 20 %. Ttisloviny se
extrahuji do mladych vin v nakvaSovacim procesu pii vyrobé cCerveného vina. Semena

obsahuji také leukoantokyany, které zvySuji kvalitu cervenych vin. Ze sacharidi Ize
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v semenech nalézt glukdzu, fruktézu a sachardzu. Jejich mnozstvi je rozdilné a zavisi

od jednotlivych kultivart. [24]

3.2.4 Most a jeho chemické komponenty

Hroznovy most je vodni roztok cukri a jinych latek, s hustotou mezi 1,06 — 1,20 g/cm?. [20]
Jakost vylisovaného mostu zavisi od stupné zralosti hroznd, ekologické podminky roku,
zdravotni stav a péstovatelské podminky. Chemické slozeni do urcité miry plisobi na zptisob
lisovani. Rozdilna kvalita mosta z jednotlivych kultivarti je zakladem pestrosti vinatskych
vyrobkd.

Nezralé hrozny maji nizky obsah cukrt, buketnich latek, antokyanovych barviv (v ptipadé
modrych hrozntll), bilkovin, aminokyselin atd. a zvySeny obsah kyselin, hlavn¢ kyseliny
jablecné a Stavelové. Mosty z vyzralych bobuli jsou bohatSi na latky tvofici buket a chut
vina.

Dalsim faktorem chemického slozeni je typ pidy a poloha pozemku. Nejkvalitnéjs$i hrozny se
dopéstuji v nadmoiské vysce 10 — 300 m n. m. na svazich a kopcich s jizni expozici. Vinné
révé se dafi ve skalnatych, kamenitych, pisecnatych, jilovitych a pise¢nohlinitych ptdach.
Teplotni energie ma vliv béhem vyzravani bobuli na fyziologické pfemény latek a syntézu
latek novych. Tvofi se vétsi mnozstvi cukri, transformuji se zejména na jablecnou a vinnou
kyselinu.

Na chemické sloZzeni mostl pisobi jednotlivé agrotechnické faktory: fez a vedeni, vysadby,
vyziva a ochrana vinné révy vaci nemocem. Na kvalitu mosStu znacné plisobi systém
zpracovani hroznl. Vylisované mosty obsahuji vice tfislovin, olejti, chlorofylovych pigmentt,

bilkovin v porovnani s mostem, ktera samovolné odtéka a obsahuje vice cukru a kyselin. [17]

3.2.4.1 Sacharidy

Nejvyznamnéj§i cukry jsou obsazeny V bobulich. [28] Glukdéza je aldehydicky cukr
s redukénimi vlastnostmi. Kvasinky zkvasuji glukozu na etylalkohol. Fruktdza s ketoskupinou
ma redukéni reakce pomalejs$i nez glukéza. Fruktofilni kmeny kvasinek zkvasuji fruktézu
prednostné ptred glukdézou na etanol. [24] V dobé zralosti a sbéru bobuli je pomér cukri
pfiblizng 1:1. Hlavnim parametrem pro zatfazeni vin do jakostnich stupnit dle obsahu cukru je

cukernatost. Od cukernatosti se dale odviji obsah alkoholu ve viné. [28]



3.2.4.2 Mineralni latky

Mineralni latky se pii zpracovani hroznu lisovanim vytlaceji z bobuli do mostu. Lehce se
stanovuji, protoze spalenim mostu zdstavaji v popelu. [24] V popelu vina prevlada obsah
dusiku (50 %) a fosfore¢na kyselina. [18] Mnozstvi popelu v mostech se pohybuje v rozmezi
1,4 — 10,2 g/l a souvisi s hnojenim pudy, obsahem vody v pudé¢ a slozenim ptdniho profilu
jednotlivych vinohradnickych poli. Dal$im vyznamnym mineralem nachézejicim se v popelu
je draslik (ve form¢& K20 v mnozstvi 50 — 70 % celkového popela). [24] Draslik ma funkci
aktivatoru enzymatickych procest. [28] Diilezité je zminit i pfitomnost kationtd Cu?*, K*,
Ca?*, Mg?*, Fe3*, Mn?*, AIP* a aniontd POs*, SO4%, CI, BOs*, COs>. [24] V mostu se

nachazi v mnozstvi nad 0,1 g/l. K jejich velkému ubytku dochéazi béhem fermentace. [20]

3.2.4.3 Buketni latky

Aromatické latky jsou koncentrovany ve slupkach bobuli, ze kterych se uvolnuji kratkym
kvaSenim po odzrnéni. [34] Slouceniny podilejici se na buketu jsou smési aromatickych
alkoholti, aldehydt, esterti, kyselin, dusikatych sloucenin a heterocyklickych sloucenin.
V reakci s kyslikem oxiduji a ztraci svoji charakteristickou vini. V pribéhu dozravani slupky
se akumuluji pfimo v ni nebo v okrajovych vrstvach duziny. Kazda odrida ma svuj typicky
buket, ktery je kazdy rok téméf stejny. Zna¢né rozdily jsou pouze v mnozstvi jednotlivych
komponenti buketu, nej¢astéji v mostech z nevyzralych bobuli. [24] Aromatické latky podle
geneze zivota lze roz¢lenit na:

a) primarni buket — ptechazi z hroznti do mostu i vina

b) sekundarni buket — vznikaji v pribéhu fermentace, $koleni a zrani vina

c) tercialni buket — vznikaji vazbou latek primarniho a sekundarniho aromatu pii lezeni vina.

[20]

3.2.4.4 Dusikateé latky

V hroznovych bobulich jsou dusikaté latky rozmistény nerovnomérné. Nejvice jich I1ze nalézt
ve vnéjsich vrstvach slupek, méné v duzing. [24] V mostu lze nalézt dusik v rozpéti 0,2 — 0,4
o/l. [36] Latky dusikatého pivodu nachazejici se v mostech jsou aminokyseliny, bilkoviny,
amonné soli, aminy a dusi¢nany. Aminokyseliny slouzi jako vyziva pro kvasinky a bakterie,
ale také se podili na tvorbé sekundarniho buketu. Bilkoviny v mo$tu a viné maji vyznam
V jejich stabilité. Behem kvaSeni se mnoZstvi dusikatych latek snizuje, po fermentaci se zase

zvysuje. [20]



3.24.4.1 Enzymy
Enzymy jsou biokatalyzatory, proto jiz v malych mnozstvich urychluji nékteré reakce

v mostech a ving. Procesy, které probihaji t€inkem enzymii, mohou byt negativni i pozitivni.
K pozitivnim se fadi naptiklad invertaza sachar6zy na glukozu a fruktdézu (umoziuje kvaseni),
Stépeni pektinovych latek (snizuji viskozitu mostu a tim zlepSuji sedimentaci a filtrovatelnost
mostu) a ucinek glykosidazy (Stépi glykosidickou vazbu, ¢im uvolni aromatické latky
od cukru do mostu). Nepiiznivy vliv ma zvySena ¢innost polyfenoloxidazy, ktera zapiicinuje
hnédnuti vina. Pro potlaceni ucinkii enzymt je vhodné zejména zabranéni ptistupu vzduchu,

rychlé zpracovani a pouziti oxidu sifi¢itého. [12,36]

3.2.4.5 Organicke kyseliny

Kyseliny vznikaji asimilaci listd zvody a oxidu uhli¢itého. Celkové mnozstvi zavisi
od odrudy, vini¢né traté, vyzralosti hroznti a ro¢niku. [36]

Vinn& kyselina spolu s chloridem draselnym vznikd S$patné rozpustny hydrogenvinan
draselny — vinny kamen. Vinny kdmen vznika také béhem kvaseni, pfi¢emz alkohol jeho
rozpustnost dale snizuje. [36] Obsah vinné kyseliny v mostu se pohybuje v rozmezi okolo
6 g/l, ve viné 1,5 az 5 g/l. [37] Podil vinné kyseliny v mostech dobfe vyzralych ro¢niku
predstavuje 65 — 70 % vSech titrovatelnych kyselin. V pfipadé méné vyzralych rocnik
S vy$8im obsahem jable¢né kyseliny ¢ini vinna kyselina pouze 35 — 40 %. [36] Chut'ové jde
o0 jemnou kyselinu s pozitivnim pfinosem pro celkovou harmonii chuti vina. [37]

V bobulovych Stavach témétr kazdého ovoce, v nadzemnich organech mnoha rostlin vcetné
listt, tfapin a bobuli se nachazi jable¢na kyselina. V procesu dozravani bobuli se jable¢na
kyselina odbourava respiraci rostliny. [24] V mostech ze severnich regiont se pohybuje obsah
jable¢né kyseliny mezi 4 — 6,5 g/l a z jiznich regiond je jeji obsah pouze 1 — 2 g/l. [33] Vyssi
obsah jable¢né kyseliny se snizi béhem jable¢no - mlécné fermentace, ktera probiha az
po kvaseni vina. [12]

Vinna a jable¢na kyselina dohromady ¢ini 70 — 90 % vsech kyselin obsazenych v hroznech.
Rozli¢nost stupné premény kyselin je zavisly na odridé a okolitém prostfedi v Case zrani.
Na zacatku zrani jsou syntetizovany a nasledné jejich obsah roste v malém mnozstvi az
do obdobi pied plodovou zralosti. Potom je mnozstvi vinné kyseliny stabilni, ale obsah
kyseliny jable¢né klesa. Za piiznivych podminek v obdobi zrani je pomér jableéné a vinné
kyseliny blizky 1:1. Vina z teplejsich vinaiskych oblasti oplyvaji men$im mnozstvim kyselin

nez vina ze severnich oblasti. [37]



Vyskyt mlééné Kkyseliny v hroznech je skoro bezvyznamny. Jeji produkci zabezpeCuji
zejména kvasinky rodu Saccharomyces veronae nebo cerevisiae, kdy pro jeji vytvoifeni je
zapotiebi pfitomnosti alespont 15 % koncentrované glukozy nebo fruktdzy, aby bylo mozné
mluvit o nezanedbatelném mnozstvi produkované mlécné kyseliny. Tento typ kvaseni
v kratké dobé stiida alkoholové kvasSeni, pii kterém se koncentrace sacharida snizuje. Mlécna
kyselina jako hlavni produkt jablecno - mléc¢né fermentace, na které se podili mlécné bakterie,
je vysledné obsazena ve vin¢ v hodnotach 0,5 az 5 g/l. Vyznam ma ve snizovani kyselosti
vina. [37]

Jantarova kyselina se nachazi v nezralych hroznech v mnozstvi od 0,2 g/kg. Dozravanim
hrozni jeji obsah klesa. [12] Octova kyselina ve vysSich koncentracich (0,7 - 1,1 g¢/l)
zpiisobuje nepiijemnou chut a vini vina. Jeji tvorba a obsah zavisi na kmenu kvasinek a
mnozstvi octovych bakterii. Vznika také ¢innosti bakterii mlécného kvaseni. [13,37] Octova
kyselina je produkovana kvasinkami jako meziprodukt glykolyzy. Ve form¢ acetyl-CoA
vznikd z pyruvatu pomoci série enzymu (pyruvatdehydrogendzy, pyruvatdekarboxylazy,
acetaldehydehydrogendzy a acetyl-CoA syntetazy). Kmeny kvasinek rodu Saccharomyces
cerevisiae dokazi vyprodukovat rizna mnozstvi octové kyseliny (100 mg/l az 2 g/1). Nicméné
nadmérné koncentrace octové kyseliny se objevuji v dasledku puasobeni divokych
,hesaccharomycétnich® kvasinek a oxidaci etanolu pomoci anaerobnich octovych bakterii.
[13] Jako vedlejsi produkt kvaSeni za anaerobnich podminek se vyskytuje v mnozstvi 0,3 az
0,6 g/1, kde se horni hranice povaZuje za symptom mikrobiologické ndkazy hroznl, mostu
nebo vina. Do uvedené spodni hranice ptisobi pozitivné na ovocny charakter vina ve formée

esterd octové kyseliny. [37]

3.2.4.6 Polyfenoly

Polyfenoly casto zahrnuji oznaceni tfisloviny a barviva. Pasobi tedy na barvu, hotkost,
jimavost kysliku a prab¢h starnuti mostu a vina. Podle zptsobu reakce je 1ze rozdélit do 5 tfid,
a to: 1. kyseliny fenolové, 2. flavonoly, 3. flavan-3-oly, 4. flavan-3,4-dioly, 5. antokyanidiny.
Obsah polyfenoli v bilém viné za podminek Setrného zpracovéani a opatrného lisovani je
mnozstvi pod 200 mg/l. Naopak zvySovani polyfenolli zaptiCinuji naleZzeni rmutu a silné;si

lisovani. [36]



3.3 Vinifikace — vyroba vina

Terminem vinifikace rozumime souhrn operaci uskuteciujicich pfeménu hroznii na vino.
V ptipadé, ze bobule dosahly plné zralosti, zafina sbér. Proces pokracuje zpracovanim
hroznt, zisk rmutu, oSetfovanim kvasiciho mostu, zpracovanim vyliskti a hlavnim kvasenim.

[25]

3.3.1 Prijem hrozni

Z diivodii mozné nekontrolované oxidace, vyluhovani a mikrobidlniho vyvoje (octovy
zapach) uvolnéné §t'avy by se hrozny mély dopravit z vinic do mista zpracovani neposkozené.
Do zpracovatelskych podnikii se sklizené hrozny dopravuji v bednéch, kadich, kontejnerech,
privésech, navésech a mlynkoodzrnovacich navésech (rozdrti a odstopkuje hrozny jiz
ve vinici) nebo polnich lisech (hrozny se vylisuji ve vinici, pfepravuje se pouze most).
Optimalni zplsob pifepravy je doprava vyuzivajici gravitani pad, tedy kdyz jsou hrozny
dopravovany vlastni hmotnosti. I ¢erpadla, ktera jsou vii¢i hroznim Setrnd, zvysuji podil kalt
0 05— 1 %. Prijimaji se tedy celé¢ hrozny, rozdrcené hrozny, rmut (mlynkoodzriiovaci
navésy) nebo most (polni lisy). Pro dopravu hrozni je vhodna alternativa pasového
dopravniku, na kterém hrozny vyttidi pracovnici. Obvykle je ale lepsi tfidit hrozny jiz
ve vinici béhem sklizng€. Pro Setrny pfijem a dopravu se doporucuji kratké dopravni cesty,
postupy zpracovani odshora dolii (samospadem), pasové dopravniky, hadicova cerpadla
a velky primér hadic nebo potrubi. [36]

Provadi se také kontrola hroznii vaZenim a méfi se cukernatost mostomérem. Cukernatost
vyjadfend v °NM (normalizovany mostomér) udavda mnozstvi cukru v kg/100 1 mostu.
Pouzivané jsou 1 jednotky °KI (Klosterneubursky mostomér), které méii procentualni

zastoupeni cukru pii 20 %. Cukernatost 1ze méfit také refraktometricky. [8]

3.3.2 Zpracovani hrozni

Zpracovani hroznl pfed lisovanim probihd ve velkovyrobé navazujicimi procesy mleti,
odzriiovani a pieCerpavani rmutu. [20] Zptisob zpracovani hroznt a ziskavani mostu ovliviiuje

vysledny produkt z 80 %. [36]

3.3.2.1 Drceni

Po sklizni se hrozny drti (rmutuji) s cilem ulehéit lisovani, zvySit vylisnost a zabranit

zapafeni. Nem¢ly by se poSkodit semena, tfapina a slupky bobuli, protoze by se z nich mohli



vyluhovat nezadouci latky (tfisloviny, oleje, chlorofyl). Pro piedstavu, z mnozstvi 100 kg

hroznti se drcenim ziska 90 1 rmutu. [34]

3.3.2.2 Sifeni

Pfidani oxidu sifi¢ittho méa své opodstatnéni s ndsledujicimi u¢inky: utlum aktivnich
oxidacnich enzymd, utlum divokych kvasinek a bakterii a vyvazani vzdusného kysliku. Cilem
je chranit rmut pred ucinky vzduchu, zabranéni hnédnuti a podpofit vyvoj buketu. Nejcastéji
se sifeni provadi pomoci prasku — pyrosulfitu draselného (K2S:0s, disifi¢itan draselny)
a nejjednoduseji ptimo na hrozny. Davkovani pro zdravé hrozny je 0 — 50 mg/l SO, (podava
se ve form¢ 1 % roztoku, tedy 0 — 5 g/hl) a 0 — 10 g/hl rmutu pyrosulfitu draselného. [36]

3.3.2.3 Nalezeni rmutu a scezovani mos$tu

Uchovéani rmutu v nadobé pied lisovanim poskytuje vyluhovani latek obsazenych ve rmutu,
¢imz se zvysuje obsah extraktu, buketnich latek a barviv a vzniké vice zivin pro kvasinky
Vv mostu. Scezovani mostu se uskuteCnuje kratce pred lisovanim se zdmérem vystavit most

niz8i oxidaci v porovnani s pretékanim ptes lis. [36]

3.3.2.4 Lisovani

Lisovanim hroznd se separuji tuhé slozky od kapaliny. Stupen vylisovani zavisi na tlaku
a charakteru lisovaného rmutu. Vlhkost, stupent rozdrceni hroznl a typ lisovaciho zatizeni
maji uc¢inek na rychlost lisovani. Dilezitymi aspekty jsou i odriida vinné révy a stupen
vyzralosti hroznl. V prvni ¢asti lisovani unika z lisovaciho systému vzduch a tuha faze se
stmeluje. ZvySeny tlak ovliviiuje zmenSeni objemu a odtok kapalné faze. Prudkym zvySenim
tlaku se snizi vykon lisu. Tuhé slozky prochazi otvory lisu a mikro¢astice ucpavaji pory, ¢im
se odpor Vv lisu zvySuje a odtok mostu brzdi. Z toho divodu se v prvni ¢asti pouziva nizsi tlak,
ktery se pomalu zvySuje. Tento postup zabezpeCuje rovnomérny odtok moStu a rychlejsi
vylisovani. [20]

Druhy list podle zplsobu prace rozlisSujeme: plynuly (Snekové, pasové, pneumatické lisy)
a pferusovany (vertikdlni a horizontalni lisy). Podle zplsobu vytvafeni tlaku: mechanické,
hydraulické, samotiZzné a pneumatické.

V piipadé, ze je ze rmutu scezen jiz tekuty podil, je mozné vyuzit kapacitu lisu az na 150 %.
[36]

Pro vyrobu bilého vina se most lisuje co mozna nejdiiv v lisu bez pfistupu vzduchu. Naopak

u ¢ervené¢ho vina a jeho vyroby se most nechava 6 dni v otevienych nadobach zakvasit, aby se
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vyluhovalo z vn¢jsich bunék slupky barvivo, a az potom se lisuje [25] Mnozstvi vylisovaného
mostu ze 100 kg hroznti zalezi od odrudy, ro¢niku, vyzrélosti a zpisobu lisovani. Primérné se
udavéa hodnota 75 — 80 litrd mostu. [36]

Na lisovani plynule navazuje sedimentace moStu, kdy jsou aktivni zejména kvasinky
a vlaknité houby. Plisn¢, bakterie a kvasinky v mostu pochazi z povrchu hroznovych bobuli.
Soucasti mikrobioty kvasinek jsou i pravé vinné kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae.

(O tomto druhu samostatné pojednano v kapitole 3.4.3.1) [9]

3.3.3 Uprava mostu

V obdobi mezi sklizni a kvaSenim se aplikuji postupy rozhodujici o budoucim charakteru

a kvalité vina. Tyto procesy souhrnné nazyvame iprava mostu. [36]

3.3.3.1 Odkaleni

Odkalovani moStu se vykonava scilem zlepSit kvalitu a zvysit stabilitu mladych vin.
Piedchazejici procesy zanechaji v mostech zakaly jako tlomky slupek, tfapiny, nevyvinuta
semena, pudni Castice, prach, atd., které jsou prenaSeci mnoha pro vino Skodlivych
mikroorganismu a enzymu. [24] Kaly lze definovat jako lomky slupek, duziny hroznu, které
se do mostu dostavaji lisovanim. [12] Slozky kalt jsou nositeli rezidui chemickych ptipravkd,
které byly pouZity na ochranu vinné révy. Tyto ¢astice jsou pro zdravi nebezpetné a také
nepiiznivé ovlivituji pribéh kvaseni. [20] Nevhodné komponenty by mély byt odstranény
pfed kvaSenim, aby se zamezilo jejich nezddoucim ucinkim. Nevyhnutelné je odkaleni
nahnilych hroznG a hrozni zneciSténych hlinou. Doporu€eni stanovuji snizit obsah kal
na maximum 0,6 % objemu (od 1 % jsou patrné necisté tony ve viné). Odkaleni je mozné
dvéma zptisoby:

a) Diskontinualni zahrnuje sedimentaci kalti v kadi, sudu nebo tanku a je doprovazena
stocenim Cist&js§iho mostu. Sedimentace je ucinngjsi v ptipad€, Ze je most ponechan v klidu,
nejcastéji se tak déje v noci. Podminkou je, aby most nekvasil.

b) Kontinualni se ptedevsim vyuziva ve velkovyrobach. Jde o odsttedivkovy zplisob odkalenti,
tedy odstranéni kalii odstfedivou silou.

c) Flotace (diskontinuadlni nebo kontinualni) pfedstavuje upravu tfislovin pomoci
provzdusnéni a pridani Zelatiny. Pisobenim tlaku a plynu (dusik nebo vzduch) se vytvoii
bublinky, které pfilnou k ¢astem kalli a spolu plavou na hlading. V piipadé kontinualniho

zpusobu se snima peéna z povrchu pribézné, u diskontinudlniho se ¢iry most vypousti
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ve spodni ¢asti po kratké casové dobé (1/2 — 2 hodiny). Podstatné urychluje dalsi zpracovani.
[36]

Obecné lze fict, ze vina z odkaleného mostu jsou jemnéjsi, harmonicky sladénd a méné
nachylnd na oxidaci, takze si udrzuji spravny ton barvy. Odkalenim se odstrani zakalové
castice a velkd cast mikroflory, takze odkaleny most pomaleji kvasi. Také ptidani Cisté
kultury kvasinek neumozni vyvolat intenzivni kvaseni jako je to v ptipadé neodkaleného

mostu. [12]

3.3.3.2 Uprava cukernatosti mostu

Mosty se doslazuji hlavné v nepfiznivych roc¢nicich, kdy hrozny nedosahuji potiebné
cukernatosti. Cukernatost se upravuje sachardzou (fepnym cukrem) pied zacatkem kvasiciho
procesu. Pro zvysSeni cukernatosti o 1 °NM je potiebné pridat piiblizné 1,1 kg cukru na 100 1
mostu. V ptipadé pouziti Klosterneuburského mostoméru se pro zvySeni o 1 °Kl piridava asi
1,25 kg cukru na 100 1 mostu. Mnozstvi jednoho kilogramu cukru zvysi objem mostu o 0,6 1.
Jestlize je zdmér zvysit obsah etanolu o 1 %, je potiebné na 1 1 upravovaného moStu pouzit
17 g sachar6zy. [20] Maximalni mnozstvi cukru pro doslazovani je 4,25 kg cukru/hl, tedy
025 % obj. nebo 3,2 °KIl. [36] Postup pii upravé cukernatosti zafina vypocétenim
a navazenim davky cukru, ktery se nasype do nddoby a smichd s men$im mnoZzstvim mostu
z objemu, ktery ma byt docukien. [20] Pouziti rektifikovaného mostového koncentratu
(RMK) je také povolenou alternativou. RMK je vyrabén z hroznového mos$tu ochuzeného
0 vodu, kyseliny, aromatické latky, a tedy je zahuSténym cukernym roztokem. Neni
podminkou, aby pochazel ze stejné vinaiské oblasti jako upravovany most. [36] Cukr se
nesmi michat s vodou nebo ptidavat ptimo do kvasné nadoby. Primémé se kvalitni mosty
doslazuji maximalné na 21 °NM, mosty kvalitnich odrid nejvice na 24 °NM. PfiliSnym
cukienim se vino znehodnoti, vznikne siln€ alkoholické a neharmonické vino nebo vino se
zbytkovym cukrem, ktery zastird odrtidovy charakter vina. Pro zachovani odrtidového
charakteru vina je vhodné cukernatost mos$td upravit zahuSténym mostem. [20] Postupy
pro zahust'ovani jsou vakuova destilace, reverzni osmoéza a vymrazovani vody. Doslazovani
probihd jednordzovou metodou nebo vicenasobnym piidavkem (stupniovité slazeni).
Jednorazova aplikace predstavuje vyhodnéjsi postup pro kvasinky, které se prizplisobi novym
podminkdm pouze jednou. Klidnéjsi kvasici proces s mensSimi ztritami buketu nabizi
vicenasobny ptidavek. Nevyhodou stupniovitého slazeni je hrozba zastaveni kvaSeni
(v ptipadé opozdéného piidani cukru) a vySsi pracnost. Se stoupajicim poctem doslazovani

nebo fezanim doslazenym moStem se ztraci pravo na oznaceni vina jako kabinet nebo vino
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s ptivlastkem (pozdni sbér, vybér, vybér z bobuli, samotok, vybér rozinek, ledové a slamové

vino). [36]

3.3.3.3 Dokyselovani mostu

Uprava kyselosti hroznového mostu se provadi za téelem vyrobit vino s harmonickym
pomérem kyselin a ostatnich slozek. Odkyseluje se most mimotadné neptiznivych roc¢niki,
Vv ptipad¢, ze se nepiedpoklada snizeni kyselosti piirozenym zptisobem (vylouc¢enim vinného
jable¢na a vinna kyselina. V pribchu ristu a zradni hroznii se obé tyto kyseliny castecné
odbouravaji. Vinna kyselina se vysrazi hydroxidem draselnym na hydrogenvinan draselny
a jablecna kyselina se bakteriemi rozstépi na mlécnou kyselinu a vino ma mensi kyselost.
Intenzita téchto procest, hlavné S§tépeni jablecné kyseliny nelze piredpokladat. [12]
Odkyseleni se provadi chemicky ¢istym uhli¢itanem vapenatym (CaCO3), hydrogenuhli¢itan
draselny (KHCO3) nebo uhli¢itan vapenaty s malym mnozstvim podvojné vapenaté soli vinné
a jablecné kyseliny. K vyhodam odkyselovani je mozné zatadit nepatrné ovlivnéni chuti
v€asnym provedenim, ziistatek vapniku ve viné a tim zachovani harmonického a plnéjsiho
vina, podpofeni biologického odbouravani kyselin (zvySeni pH) a uSetfeni ¢asu v ptipadé
potteby uvést vino do ob¢hu. Na druhé strané ma 1 nevyhody, ke kterym se fadi zvySovani
mikrobiologického rizika vadnych tonid, zmény barvy u cCervenych mosti a podpora
biologického odbouravani kyselin. Maximalni odkyseleni mosti by mélo byt na 9 — 10 g/l.
[36] Osettovanim mostd a vin s nizkym obsahem kyselin je potiebné technologicky zamezit
vSem faktorim zpisobujicim degradaci kyselin. Nizky obsah kyselin v mostech a vinech ma
vliv na moSty a vina ve smyslu neharmonické chuti, rychlého starnuti a nachylnosti
K bakterialnim onemocnénim. Tyto je mozné kyselit mnozstvim vinné kyseliny maximalné

2 g/l. Koncentrace kyselin ve viné se v CR udava v pfepoétu na mnozstvi kyseliny vinné. [20]

3.3.3.4 Osetieni bentonitem

Bentonit se vyuzivd na odstranéni ,termolabilnich® bilkovin z mo$tu. Za vyhody lze
povazovat lepsi oddéleni kald, vina bez nec€istych ptichuti, klidngjsi kvaseni bez vzniku pény,
niz8i nachylnost k hnédnuti. Negativem mohou byt vyssi naklady, problematické stanoveni
pottebného mnoZstvi, pravdépodobnost snizeni vyZivnych latek pro kvasinky
(aminokyseliny). Aplikace by se méla pohybovat v rozmezi 150 az 200 g/hl. Odstrani se
v prubéhu odkaleni. [36] (Nasleduje alkoholové kvaSeni mostu, o kterém je pojednano

samostatné v kapitole 3.4)
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3.3.4 OsSetrovani a stabilizace vina

Pracovni postupy pii ptipravé vina od mladého az po lahvovani zahrnuje nazev oSetfovani

a stabilizace vina. [36]

3.3.4.1 Staceni

Vyprazdnénim ptvodni nadoby s vinem a naplnéni jiné nadoby po skoncéeni kvaSeni s cilem
odstranit usazené kaly od vina se jmenuje staeni. Usazeniny mohou mit na vino pfevazné
negativni vliv jako rozklad kvasnic a vznik sirky. Provzdusnéni je zadouci u Cervenych

a minimalizovano u bilych vin. [36]

3.3.4.2 Sifeni

Stabilizace oxidem sifi¢itym se vyuziva ve vSech fazich vinifikace. Inaktivuje oxidativni
enzymy vazanim kysliku, acetaldehydu a dalSich latek, a tim zabranuje hnédnuti vina. Funkce
sifeni maji Siroké pisobeni: oxid sifi¢ity pusobi konzervaéné, ale ma také pozitivni vliv
na buket vina. SO2 zvySuje stabilitu a kvalitu vina redukovanim mnohych latek (polyfenoly,
antokyanova barviva, tfisloviny). [20] Zabranuje aktivité divokych kvasinek a bakterii
(bakterie mlé¢ného a octového kvasSeni) a vyvdzanim kysliku chrani vino ptfed oxidaci (vino
zustava ovocné, svézi). [36] Davkovani a koncentrace je v dnesni dobé povolena maximalné
260 mg/l u bilého vina, 210 mg/1 u ¢erveného a vina s ptivlastkem 300 — 400 mg/l veskerého
SO.. [20]

3.3.4.3 Citeni vina

Cifici prostfedky maji viceuelové vyuziti, uchovéavaji vino stabilni i skladovanim v réiznych
podminkach a teplotach. [36] Samodistici zdlouhavy proces vina nahrazuji ¢ifici prostredky.
Jde o zdravotné nezdvadné, chemicky neutralni latky s vynikajici adsorpéni schopnosti.
S rostoucim aktivnim povrchem ¢astic roste i adsorp¢ni schopnost. [20]

Mlada vina se vyznacuji jemnym zékalem. Zdrojem tohoto zékalu jsou molekuly hroznovych
koloidt srazejicich se na svétle do podoby zakalu. (Castice, které se z vina vysrazeji a tvoii
zakaly, maji zaporny naboj. Slizovité latky a bilkoviny ve viné maji naboj kladny). [24]
Prosttedky pro Cifeni je mozné rozdé€lit do dvou zakladnich skupin, na cifidla s kladnym
elektrickym nabojem — vaje¢ny bilek, vyzina, Zelatina, a Cifidla se zapornym elektrickym
ndbojem — agar, aktivni uhli, kaolin, modré ¢ifeni, tanin a bentonit. [20] Bentonit je jilovita
hornina, ktera po okyseleni za piitomnosti vinného kamene (hydrogenvinan draselny)
prechéazi do stavu vyvlockovani, kdy spolu se zakalenymi Casticemi sedimentuji, ¢imz vino
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gisti. [24] Citici prostiedky lze pouzit jako suspenzi nebo jako soudast filtraéni vrstvy. Cely
proces trva 10 — 14 dni a sraZenina, ktera vznika, musi byt kompaktni a malo objemova. Druh
¢ifidla zavisi na srazeniné, bilkovinné zakaly (+) se Cifi zapornymi a tfisloviny (-) kladnymi
¢itidly. Citené vino musi byt v klidu, nesmi v ném probihat kvasici procesy. Mnozstvi &ifici

latky se zjist'uje pfedbéznou zkouskou v litrovych vzorcich vina. [20]

3.3.4.4 Filtrace mladého vina

Filtrace pfedstavuje separaci pevnych castic vina pomoci porovitych stén filtru. Filtrovat Ize
jenom vina dostate¢nd vy¢ifena. [34] Cisténi vina filtrovanim je G¢inné pouze tehdy, kdyz je
velikost pori mensi nez nejmensi Castice zakall. [20] Mezi filtratni materialy se tadi
celuldza, kiemelina (tvofena kiemikem a oxidem hlinitym) a perlit (tvofen kiemicitanem
hlinitym).

Tento proces se vétsinou zafazuje mezi posledni manipulace pfed lahvovanim. Jejim cilem je
dosdhnout stabilitu ¢irého vina kombinaci €ificich metod a stabiliza¢nich zasah.

V soucasnosti se filtrace povazuje za nejSetrnéjsi a nejucinnéjsi fyzikalni zasah v zajmu ziskat

maximalni stabilitu vina. [24]

3.3.4.5 Vyzravani vina

V pribéhu filtrace mladych vin se zainaji uskuteGhiovat zrajici procesy (ty zavisi
od kultivaru, lokality, ro¢niku a technologie zpracovani hroznt). Budouci kvalitu vina
ovlivituji chemické a biochemické promény odehravajici se v mladém ving. Jde piedevsim
o esterifikaci, oxidaci, naslednou redukci, odbouravani kyselin a aminokyselin, koagulaci
a krystalizaci. Méni se také obsah oxidu uhli¢itého. Ve viné se rychle snizuje a pii nedtisledné
aplikaci oxidu sifi¢itého vino ziskdva pod vlivem oxiddz a vzduSného kysliku nezadouci
ptichut’. Oxida¢né-redukéni procesy nastavaji, i bez pristupu kysliku. [24]

Bil4 vina dozravaji v pribéhu par mésict, naopak vina ¢ervena vyzravaji za delsi dobu, tedy
2 — 3 roky. [20] Vina zraji v sudech dubovych, ocelovych nebo zelezobetonovych tancich.
[34] Z dubovych sudti vina absorbuji vanilkové aroma a sladkou chut. VétSinou jsou
vyuzivany sudy o objemu 225 I, dal$i moznosti jsou sudy o polovi¢nim obsahu nebo naopak

az o obsahu 600 1. [18]

3.3.4.6 Stabilizace vina

Pted samotnym lahvovanim (péar tydnii) by mélo byt vino senzoricky ohodnoceno, zdali

dosahuje vlastnosti pro danou jakost a odriidu a zda nemé vady.
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Hladina SO by méla byt delsi dobu ustalena, proto se doporucuje nastaveni obsahu volného
oxidu sifi¢itého na hodnoty 30 — 50 mg/l. V piipadé nestabilnich vin by se mohly v lahvich
stat aldehydovymi a oxidativnimi. Soucasti opatfeni pied lahvovanim je i tepelna zkouska, ve
které¢ se hodnoti usazeniny a nasledna potteba cCifeni. DalSim je test na obsah kovi (zelezo,
méd’), které zpusobuji kovové zakaly ve viné. [36] Kovy urychluji mikrobiologické
a chemické procesy, ale v nadmémém mnozstvi jsou nezadouci. [20] Kovové zékaly se
odstranuji prevazné modrym cifenim, tedy za pouziti hexakyanoZzeleznatanu draselného.
Zabezpecit stabilitu vinného kamene (hydrogenuhlicitan draselny) ma své opodstatnéni, kvili
moznému vysrazeni v lahvi. Jako preventivni postup se pouziva kyselina metavinna (5 —
10 g/hl), nebo se vino zchladi (na -4 °C na jeden tyden). Vino pfipravené do 1ahvi musi byt

Cisté po predeslé filtraci. [36]

3.3.4.7 Lahvovani vina

Soubor operaci plnéni vina ptipraveného vyskolenim do ¢istych, sterilnich lahvi se jmenuje
lahvovani. K plnéni slouzi lahvovaci linky ve velkovyrobé, vino dale zraje v lahvich
ulozenych v boxpaletach. Nasledné se 1dhve o€isti Z vnéjsi strany, pfipravi se pro prodej a bali
se do kartont. [1] Pro pInéni jsou vyuzivany lahve ruznych typt, barev a velikosti. Bézné se
vino pIni do l&hvi s objemem 0,75 1, 0,5 1, 1 1 a 2 1 (vypsany nejcastéji vyuzivané lahve,
existuje i $irsi paleta nabidek). [12,36] Jako uzavér lahve se nabizi vice mozZnosti: piirodni
korek, lisovany korek, plastova zatka, korunkovy uzavér a Sroubovaci uzavér. [36] Zatky
musi byt neSkodné vii¢i vinu, musi zabranit vniknuti vzduchu do lahve, a tim oxidaci vina,
nesmi se drolit, aby nezne¢istili vino. Doposud nejlépe vyhovély témto podminkam korkové
zatky. [12] Vino v lahvich se skladuje za stalé teploty (bild vina 10 — 12 °C, Cervena az

do 15 °C), nizkeé vlhkosti vzduchu a kréatkych dopravnich cest od lahvovani k expedici. [36]

3.4 Alkoholové kvaSeni

3.4.1 Historie

Zakladni ptic¢iny alkoholového kvaSeni objasnil v 17. stoleti Johann Becker, ktery v roce 1669
dokazal, ze kvasi pouze roztoky obsahujici cukr, pficemz rozliSuje alkoholové a kyselé
kvaSeni. Pozd¢&ji v 18. stoleti (konkrétné¢ 1789) Lavoisier ve zndmem zakonu o zachovani
hmoty uvadi, ze vykvaseny cukr se zméni na alkohol, oxid uhli¢ity a kyselinu. Studiemi z let

1810 a 1815 Gay-Lusac zptesnil formulaci alkoholového kvaSeni, kde se jedna molekula
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cukru $tépi na dvé molekuly alkoholu a na dvé molekuly oxidu uhli¢itého. Tato formulace
plati dodnes jako vztah pro teoretickou vytéznost:
CeH1206 — 2 C2HsOH + 2 CO2

Pasteur zkoumal pfeménu cukru na alkohol podrobnéji a v roce 1860 dokdzal, ze béhem
alkoholového kvaSeni vznikaji kromé etanolu a oxidu uhli¢itého jest¢ vedlejsi produkty,
atémi jsou glycerol a kyselina jantarova. Dokézal také, ze ¢ast cukru byla spotfebovana
kvasinkami pro rist. [12] Kvasinky jako ptvodci kvaSeni byly klasifikovany jako houby,
konkrétn¢ ,,cukrové houby“ — Saccharomyces. V tomto obdobi se hledali metody, jak ziskat
z jediné bunky kvasinky ¢istou kulturu, pouze ale pro potieby pivovarnictvi. [36] Zacatkem
20. stoleti se podafilo objasnit prubéh procesi pii alkoholovém kvaseni. Prokazalo se, ze
bchem kvaseni probihaji dulezité enzymové procesy a tvoii se béhem nich mnoho vedlejsich

produktu. [12]

3.4.2 Proces kvaSeni moStu

Vylisovany most je dopraven do nadob (tankd/sudli) umistnénych ve sklepé, ve kterych
zacina kvasit. Tato zafizeni jsou vybaveny ventilem, aby mohl unikat vznikajici oxid uhli¢ity
a také pro udrzeni anaerobniho prostfedi. Mikroorganismy, které¢ byly na slupkach hrozn,
a lisovanim prosli do mosStu, zahajuji kvasSeni. [25] Most kvasi v neplnych nédobéach
pfi teploté 15 °C v dobé€ 1 — 2 mésice. [34]

Kvasici proces je realizovan enzymatickym systémem kvasni¢né buiiky. D¢&j je popsan rovnici
alkoholového kvaseni (uvedena vyse). [20] Z pohledu technologie rozliSujeme 3 faze kvaSeni.
Prvni faze je charakteristickd mnoZenim kvasinek, ve druhé lze pozorovat bouilivé kvaseni
ana to pak dokvaSovani ve fazi tieti. [24] Prubéh reakci pii alkoholovém kvaseni byl
stanoven nasledovné:

a) fosforylace cukru (vznik fosfore¢nych esterti hex6z),

b) Stépeni fosforylovaného cukru na tridzy (glyceraldehydfosfat a dihydroxyacetonfosfat),

c) redoxni reakce tridz,

d) defosforylace triéz (vznik pyrohroznové kyseliny),

e) dekarboxylace pyrohroznové kyseliny (vznik acetaldehydu a oxidu uhli¢itého),

f) redukce acetaldehydu (vznik etanolu). [12]

K hlavnim produktim alkoholového kvaseni se fadi oxid uhlicity a etanol. Oxid uhli¢ity ma
pozitivni vliv na senzoriku mladych vin svy$§im obsahem kyselin. Etanol ma
z mikrobiologického hlediska konzervaéni Uc¢inky. Podléhd zCasti oxidaci a zCasti se

spotiebuje v prospéch tvorby sekundarniho buketu (esterifikacni reakce). [20] Jako vedlejsi
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produkty vznikaji glycerol, jantarova kyselina, mlé¢na kyselina, 2,3-butandiol, octova
kyselina, propionova kyselina, metyljablecna kyselina, dimetylglycerova kyselina. [12]
V pocatecni fazi kvaSeni vznika glycerol, ktery je ze senzorického hlediska nositel mékkosti,
dodava vinu viskozitu a chutovou plnost. MIé¢na kyselina mize byt ptivodu kvasinkového
nebo muze vznikat enzymaticky z pyrohroznove kyseliny (redukci). Octova kyselina méa také
dvoji zplisob vzniku, a to Cinnosti octovych bakterii, nebo oxidaci acetaldehydu. Vyssi
alkoholy kromé alkoholového kvaSeni vznikaji i béhem zrani vin a maji pfijemnou ovocnou
vani. Z pyrohroznové kyseliny nebo deaminaci aminokyselin vznikaji béhem kvaseni.
Z fyzikalniho hlediska piedstavuje kvasici proces exotermickou reakci. Stépenim glukozy se
ziskéva energie v podobé adenosintrifosfatu (ATP). Teplota je nejvyssi ve druhé, bouflivé,
¢asti kvaSeni. Dochdzi také ke zméné€ objemu, kdy objem kvasenych cukrt je vétsi nez objem

vzniklého etanolu. [20]

3.4.3 Mikrobiota

Mikrobiotu moStu a vina pfedstavuji kvasinky, bakterie a vldknit¢é houby. Jednotliva

zastoupeni téchto organismu zavisi na zdravotnim stavu hroznu. [20]

3.4.3.1 Kvasinky

Kvasinky se tadi do fiSe Funghi — houby. Na zakladé pohlavniho rozmnozovani patii
do oddéleni Ascomycota (vieckovytrusné houby), Basidiomycota (stopkovytrusné houby).
Druhy, u nichz neni znamo pohlavni rozmnoZovéni, patii do skupiny Deuteromycota
(imperfektni houby), které patii k oddéleni Ascomycota. [16] Mezi nejvyznamnéjsi
askomycétni druhy patii rod Saccharomyces, konkrétné¢ druh Saccharomyces cerevisiae.
Kvasinky pochazi z povrchu slupek a z pady ve vinici. [36] Jejich tvary i velikosti jsou
rozli¢né, typické pro jednotlivé druhy, ovlivnéné prostiedim a vékem kvasinek. [12] Délka
bun¢k kvasinek se pohybuje mezi 4 — 10 mikrometry a Sitka 4 — 6 mikrometri. [20]
Optimalni podminky pro kvasinky znamenaji teplota 20 — 28 °C (pro rod Saccharomyces 4 —
8 °C) a dostatecné kyselé prosttedi, coz predstavuje pH 3 — 3,6. [20] Z biotechnologického
hlediska je mozné rozd¢lit kvaSeni do tfi etap:

V prvni etapé se kvasinky rozmnozuji a zafina kvaSeni. Etapa souvisi s klidovou fazi
kvasinek, ktera trva 2 — 4 hodiny, kdy se bunky adaptuji na prosttedi a za¢inaji pucet.

V etapé druhé probiha bouflivé kvaseni mosStu, neboli exponencidlni ¢ili logaritmicka faze.

Tato faze je charakterizovdna zvySenym rozmnozovanim a rastem bunék kvasinek,
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za soucasné tvorby oxidu uhli¢itého a tepelné energie, pomoci které se most ohfiva Casto az
na 25— 28 °C. Bouflivé kvaSeni trva 7 az 14 dni.

Treti etapa kvaSeni mos$tu se nazyva dokvaseni, ktera souvisi s fazi klidu kvasinek. Faze se
vyznaCuje zpomalenym rastem buncék a pocet nové vytvoienych se piiblizn€é rovna poctu
odumirajicich bunék. V tomto obdobi se kvasny proces v mosStu zpomali a zpomaluje se
I vyvoj oxidu uhli¢itého. [12]

Jestlize v prostfedi chybi urcité latky, kvasinky jsou omezeny ve své Cinnosti. Tyto latky se
oznacuji jako aktivatory kvaSeni. Mezi nejvyznamnéjsi aktivatory patii vitaminy skupiny B,
raizné mineralni a organické latky. Inhibitory kvaSeni potlacuji fermentaci kvasinek.
Nevyznamnéj$im inhibitorem je etanol, ddle enzymy rozkladajici vitaminy, latky, se kterymi
vitaminy tvoii komplexy a latky, které jsou svoji strukturou podobné vitamintm. [12]
Podle kvasiciho vykonu a vzhledu se kvasinky rozlisuji na:

a) velmi dobie kvasici (,,uslechtilé vinné kvasinky“ druhu Saccharomyces cerevisiae) tvori
velké mnozstvi alkoholu, v po¢atecni fazi kvaseni jsou zastoupeny méng,

b) slabé kvasici (,,divoké kvasinky) v pocate¢ni fazi maji mnohocetné zastoupeni, zahajuji
kvaSeni,

¢) k¥isotvorné kvasinky — potiebuji kyslik a vinu §kodi, mnoZi se na hladin¢ vina s nizkym

obsahem alkoholu (11 % obj.). [36]

3.4.3.1.1 Spontanni alkoholové kvaseni

Béhem spontanniho alkoholového kvaseni se ocekava namnoZeni kvasinek s vyuZitim kysliku
na potiebny pocet bun€k. [20] U spontanniho kvaseni vzdy zacinaji kvaSeni apikulatni
kvasinky (Kloeckera apiculata). V mostu zacinajiciho kvaseni je jich ¢asto az 90 %. Zkvasuji
glukézu a fruktdézu, sacharézu ne, protoZze netvoii enzym invertaza. Maji velkou
rozmnozovaci schopnost a prokvasuji vino az do 5 % obj. alkoholu. [12] Je mozné uvazovat
nad argumentem, Ze puvodni kvasinky z bobuli nejlépe zajistuji odradovy charakter vina.
V zévislosti od podminek (SO, teplota, rezidua ptipravki na ochranu rostlin, vychozi pocet
zarodkid) se prosazuje jiny druh divokych kvasinek, takze vysledny efekt odridoveho
charakteru je ponechan nahod¢. Divoké kvasinky (napf. Hanseniaspora, Candida) zkvasuji
rychle a vytvaii velké mnozstvi glycerolu, ale negativem je nizka tolerance etanolu, kdy
Saccharomyces, které jsou odolngjsi vici alkoholu. [12] Charakteristické pro spontanni
kvaSeni je vysSi obsah glycerolu, vétsi mnozstvi vysSich alkoholl, t€kavych kyselin, vyssi

potieba oxidu sifi¢itého, zlstatek zbytkového cukru (kvaSeni se samovolné zastavi). [36]
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V ptipadé vyuziti spontanniho kvaSeni by se mél most odkalovat pouze Casteéné, 3 az 4
hodiny (hrubé odkaleni) a také je dulezité zaméfit se na spravné oSetfeni rmutu a mostu

sifenim. [30]

3.4.3.1.2 Kvaseni pomoci ¢istych kultur kvasinek
Jako cCistd kultura kvasinek se rozumi kvasinky ziskané rozmnoZenim jedné buiiky nebo

spory. Pro vinafskou vyrobu se pouzivaji nasledujici selektované kmeny kvasinek:

a) hlubokokvasici (do 16 — 18 % obj. etanolu) neboli odolné viéi vysoké koncentraci
alkoholu, cukru a tvofici nizkou koncentraci tékavych kyselin,

b) vhodné na vyrobu Sumivych vin, rezistentni vi¢i niz$i fermentacni teploté¢ a dobie
sedimentujici,

¢) sulfitové kvasinky netvofi sulfan, jsou odolné proti vyssi koncentraci oxidu sifi¢itého,

d) chladnomilné kvasinky odolavaji nizkym teplotam (8 — 10 °C),

e) imunni vic¢i exogennim inhibitorim kvaSeni (pesticidy, t€zké kovy), které brzdi kvasny
proces. [20]

V piipad¢€, ze je v mostu malo kulturnich kvasinek rodu Saccharomyces, nestaci pokracovat
v kvaseni a zaCina Cinnost bakterii mlééného nebo octového kvaseni, které proces kvaSeni
zcela znehodnoti. [12] Pro vyvarovani takového smérovani se ptidavaji do mostu selektované
suSené kultury kvasinek. Od pocatku kvaseni je dosazeno dostatecného mnozstvi bunck
apredejde se tim vzniku kvaSeni nezadoucim smérem. Velmi vhodné je vyuzit zpusob
kvaseni pomoci Cistych kultur kvasinek v pfipadé, Zze byl most pasterizovan, ma vysokou
cukernatost, pochazi z nahnilych hrozni, vyskytnou se problémy s kvasenim v dasledku
toxickych latek, moSt je opétovné prekvasovan nebo druhotné kvaSen, coz se dé&je také
Vv piipadé velmi nizkych teplot. [36]

Cisté kultury selektovanych kvasinek maji vyhodu rezistence k oxidu sifi¢itému, ¢imz se
nevylucuje jejich pouZivani soucasné, na rozdil od divokych kvasinek, které jsou vici oxidu
sificitému citlivé. Byly vyvinuty rizné formy téchto Cistych kultur, napiiklad lisované
kvasinky nebo aktivni suSené kvasinky, pfipadné tekuta forma. Susena forma je stabilni a ma
dlouhou dobu skladovani. Kvasinkové kmeny jsou péstovany ve vyzkumnych tustavech
a jejich identifikace aregistrace probiha podle specifického nazvu. Zakvasy cistych kultur
jsou béZné ve vyrobé Sumivych vin. [9] Preparaty aktivnich suchych vinnych kvasinek
(ASVK) musi spliiovat parametry poZadované Mezinarodnim Gfadem pro révu vinnou a vino
Vv Pafizi. Pouzivané piipravky AVSK musi pochazet z populace z hroznd, mostu nebo vina,

s deklaraci druhu a kmene kvasinek, maximalni vlhkost vzorku preparatu nesmi prekrocit 8 %
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jeho hmotnosti, pocet zivych bunék v 1 gramu preparatu nesmi klesnout pod hodnotu 10° (10°
= 1 miliarda) v ramci zaru¢ni lhiity, mnozstvi bakterialnich bunék v preparatu nesmi piekrocit
10°%g a musi tvofit do 0,01 % jinych kvasinek. Davkovani &istych kultur kvasinek je
doporuceno vyrobci zpisobem 10 — 40 g ASVK na 100 ml mostu. [20]
Vyhody pouzivani Cistych kultur pfed ptivodni mikrobiotou dle Minarika (1977) :
1. Prevence chorob vina — rychly zac¢atek kvaSeni a uplnost vykvaseni cukru mostu, ¢imz
se zabrani nezadouci bakterialni aktivité.
2. Urychleni sedimentace kvasni¢nych kall zrnitych aglomeraci a vy¢isténi mladého vina,
které vede k rychlejsimu staceni z kalu.
3. Bezpetné odbourani jable¢né kyseliny bakteriemi béhem dokvasSeni mladého vina

a tésné po ném. [9]

Pro ptipravu cistych kultur se vyuzivaji kvasinky naptiklad Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomyces bayanus ¢asto oznacované jako uslechtilé kvasinky. [12] Aplikace Cistych
kultur probiha nabobtnanim suSenych kvasinek ve vlazné smési moStu a vina. Smés
s kvasinkami se aktivné projevuje tvorbou pény a poté se pfimichd do mostu, ktery se ma
prokvasit. Potfebné je zabezpecit vyrovnanou teplotu smési a mostu a vyvarovat se hladovéni
kvasinek v smési. [36]

Saccharomyces cerevisiae je nejvic fermentujici a nejtolerantnéjsi druh vici etanolu béhem
alkoholové fermentace. Ovliviiuje také kyselost, kdy mnozstvi Kyselosti produkované je
obvykle nizké (od 0,25 do 0,50 g/l vyjadieno kyselinou octovou). Béhem fermentace vysoko
cukernatého média, kyselost mize byt pres 1,8 g/l nebo i vyssi. Pravé mnozstvi kyselosti
hraje zna¢nou roli ve vinném aromatu. [4]

Torulaspora delbrueckii diive nazyvana také Saccharomyces rosei ma pozitivni efekt na chut’
aaroma alkoholickych napoji a vyzna¢uje se nizkou produkci acetaldehydu, acetatu a
etylacetatu. Kvuli vysoké fermentacni Cistoté se smiSenim se S. cerevisiae pouzivaji jako
zpusob redukce obsahu kyseliny octové ve ving. T. delbrueckii je méné tolerantni k nizkym
hladindm kysliku v porovnani se S. cerevisiae. Saccharomyces cerevisae, v porovnani s T.
delbrueckii ma lepsi stabilitu v pribéhu produkce COy. (Stejné tempo udrzuji do koncentrace
15 g/lahev CO»). Vynika také v délce alkoholické fermentace po inokulaci, je v priméru
0 polovinu rychlejsi nez T. delbrueckii. Moznym divodem je pomalejsi ristova rychlost T.
delbrueckii. [4]

Misto Cistych kultur kvasinek lze na zakvasSeni mostu pouzit i smés Cistych kultur. Izolace

a kultivace kvasinek se provadi prevazné jednotlivé a smés se tvoti az pii ptidavani do mostu.
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[12] Aplikaci smésnych kultur vinnych kvasinek pfipravenych oddélené béhem kvaseni
sterilntho mosStu se uplatiluji ty druhy, které se rozmnozuji v prvni fazi kvaSeni
(Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces carlsbergensis). Nejosvédéenéjsi smésnou
kulturou je Torulaspora delbrueckii (Saccharomyces rosei) se S. cerevisiae (S. oviformis nebo
S. carlsbergensis). Vhodnymi smésnymi nebo sdruzenymi kulturami je mozné ve vysoko
cukernatém mostu dosédhnout hlubokého prokvaSeni s nizkou hladinou tékavych kyselin
v porovnani s aplikaci Cistych kultur. [9] Nazory na vhodnost smésnych kultur se rozchazeji.
Za vyhodu se povazuje vysledné vino svyraznéj$im buketem, naopak nevyhodou je
prevladani urcitého kmene nebo kment a potlaceni ostatnich. Co se tyce chemického slozeni
vin zakvasenych c¢istymi kulturami nebo jejich smésmi, neni zde zadny rozdil. Smési se zdaji
byt vhodnéjsi z hlediska piiblizeni se pifirozenym podminkam pii kvaseni a lepsi sladénosti

odrudovych vin po zakvaseni sm&€snymi kulturami. [12]

3.4.3.2 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné mikroorganismy ruzného tvaru (kulaté, ty€inkovité, spirdlovité).
Primér kulovitych bakterii je 0,5 — 1,0 mikrometru, délka ty¢inkovitych bakterii 2 — 10
mikrometra a $itka 1 — 2,5 mikrometru. Optimalni teploty pro bakterie je $iroké, do 20 °C
pro psychrofilni, od 20 °C do 40 °C pro mezofilni a nad 40 °C pro termofilni. [20] Bakterie je
z technologického hlediska mozné rozliSovat jako uzite¢né, zlepSujici vino (jejich G¢inkem
probihd jable¢no-mlé¢na fermentace) a Skodlivé (vyvolavaji nezéddouci mikrobiologické
zmény ve ving). [12] Z divodu nizkého pH, tedy kyselého prostiedi se ve vinafstvi uplatiuji
pouze octové a mlééné bakterie. Octové bakterie reprezentuji rody Acetobacter
a Pseudomonas (obé G-). Rod Acetobacter ma schopnost oxidovat etanol na octovou
kyselinu. Mlécné bakterie predstavuji rody Leuconostoc, Pediococcus a Lactobacillus
(vSechny G+). Kvasenim cukrt a degradaci kyselin ziskavaji pottebnou energii. [20] Bakterie
mlééného kvaseni se rozdéluji na homofermentativni (Pediococcus) a heterofermentativni
(Leuconostoc). Homofermentativni bakterie pfeménuji 95 % glukdzy nebo jinych sacharida
na mlécnou kyselinu. Kromé mlécné kyseliny vznika také oxid uhlicity a t€kavé kyseliny.
Cinnosti heterofermentativnich bakterii vznikd navic etanol, octova kyselina, glycerol

a kyselina mlécna je pouze jednim z hlavnich produktu, které se vytvaii ze sacharidi. [12]

3.4.3.2.1 Vliv prostfedi na bakterie
Mlécné bakterie se nejlépe rozmnozuji pii pH 3 az 4. Rast a rozmnoZovani ve velké mife

ovlivituje teplota. VéEtSina bakterii ve viné roste uz za teploty 15 °C, pfi¢emz optimum ristu
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a rozmnozovani ma za teploty 25 °C a jejich Cinnost se zastavuje prakticky az pti 40 — 45 °C.
Mlécné a octové bakterie jsou citlivé na obsah oxidu sifi¢itého, v mnozstvi nad 50 mg/I jsou
inhibovany. Podle schopnosti vyuzivani kysliku se rozdéluji na aerobni, které pro svou
¢innost potiebuji kyslik a na obligatorni anaeroby (octové bakterie), pro které je kyslik jedem.
Bakterie rostouci v pfitomnosti i bez kysliku se jmenuji fakultativni anaeroby (mlécné
bakterie). [12]

3.4.3.2.2 Vliv ¢innosti bakterii na vino
Za pozitivni zmény se povazuji snizovani obsahu jable¢né kyseliny vlivem mlé¢nych bakterii

a zvySeni obsahu mlééné kyseliny. Uéinkem jable¢no-mlééné fermentace vino ziska jemnou,
harmonickou chut’. Nezadouci je produkce t€kavych kyselin, zmény v obsahu vinné kyseliny
a glycerolu, které nastanou G¢inkem mléénych bakterii. Degradace vinné kyseliny probiha
pfi vySSich hodnotach pH, tedy u vin s niz$i kyselosti a teplotach 25 °C. Pasobeni octovych
bakterii je vZdy pro vino nepfiznivé. Jako inhibitory octovych bakterii funguji: vy$si obsah
etanolu, volny oxid sifi¢ity (30 — 50 mg/l), pfiméfena nizka teplota skladovani vina (12 — 15

°C). [12]

3.4.3.3 Plisné

Plisn¢, kvasinky a bakterie spolu vytvaii mikrobiotu hroznli béhem vegetace. Vyskyt plisni
lze pozorovat na sténach sklepd, sudi a zafizeni, a také ¢asto neodbornou ¢innosti vznikaji
v dfevénych nadobach na vino. [12] Plisné vytvaii viditelné vlaknité utvary (hyfy), které
spole¢né tvoti mycelium. [20] Systematicky Ize plisné rozdélit do tii velkych tiid:

a) Fungi imperfecti (Deuteromycetes),

b) Phycomycetes,

c) Ascomycetes.

Z vinaiského hlediska je dulezita hlavné plisen Botrytis cinerea, ktera se fadi do tiidy
Ascomycetes. Tato plisen se projevuje dvojim G¢inkem. [12] Pokud napada nezralé hrozny
bobule, projevuje se jako Seda hniloba s vyuzitim vice cukri a méné kyselin. Napadenim
zralych bobuli zpisobuje uslechtilou hnilobu a pfednostné degraduje kyseliny. [20] Mycelium
plisné Botrytis cinerea napada slupku bobuli hroznd, narusuje ji, a tim umoznuje silngjsi
vypafovani vody z duZiny. Obsahuje pektolytické enzymy (vyuZivané pro piipravu
enzymovych pektolytickych preparati pro cisténi mostl) a oxidaéni enzymy (napf.
polyfenoloxidaza, ktera zpusobuje i hnédnuti vina). Vlivem Botrytis cinerea se $tépi fada

primarnich aromatickych latek ve slupkach hrozni, pti¢emz se tvofi jiné aromaticke buketni
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latky. Vyznam dalSich plisni z tfidy Ascomycetes pro vinafstvi maji rody Aspergillus
a Penicillium. [12] Napadaji a zptisobuji kontaminaci vyluéné poskozenym bobulim. Skodlivé
typické mycelium vytvafi ,,zelenou hnilobu®“. Krom¢ hrozni kontaminuji oba rody i sudy
na vino a vinaiska zatizeni. Houby z rodu Penicillium napadaji korkové zatky a v lahvovem
viné navozuji téZko odstranitelnou pachut. [20] Ztiidy Phycomycetes se na hroznech
a sténach sklepti vyskytuje pouze ¢eled Mucoraceae, rody Mucor a Rhizopus. [12] Hyfy
plisné rodu Mucor se v mostu rozpadaji na kulata oidia, které zkvasuji sacharézu do 4 — 5 %
obj. etanolu za vzniku glycerolu, acetaldehydu a organickych kyselin. [20] Plisen z rodu
Rhizopus se nachézi v pudé a na hroznovych bobulich. Rist plisné v mostu zastavuje jiz 1

az 2 % obj. etanolu, takze v kvasicim mostu se jiz nevyskytuje. [12]

3.4.4 Faktory ovliviiujici alkoholové kvaSeni

3.4.4.1 Teplota

vvvvvv

zaznamenat v rozmezi teplot 20 — 30 °C. [20] Za optimalni teplotu pro mnoZeni bunék
a kvaSeni se povazuje teplota kolem 25 °C. Latkova vyména kvasinek je citlivd na veétsi
vykyvy od této hodnoty, je brzdéna. Pro prevenci tepelného stresu kvasinek by se méla teplota
ménit nejvic 0 4 °C za hodinu. [36] U bouflivého kvaseni teplota vzrista a také se zvySuje
riziko bakteridlni kontaminace, riziko ztraty etanolu a buketnich latek vypatovanim.
Preventivné lze opatfit most pfed vysokymi teplotami rychlym zpracovanim hroznd, sifenim
mostd, odkalenim a zakvasenim Cistymi kulturami kvasinek. [20] Za pfili§ vysokych teplot
kvaseni (35 — 37 °C) muze dojit k aplnému zastaveni kvaseni (uvafeni). [36] Piferuseni
kvaSeni vysvétluje tvorba vysokomolekularnich latek, které inhibuji rst a rozmnozovani
kvasinek. Uginkem vznikajiciho etanolu zeslablé kvasinky nenachazi v rozkvaseném mostu
dostatek rustovych latek. [20] Druhym extrémem se vyznacuje ,,studena fermentace* (12 — 15
°C), kterd je mozna pouze aplikaci specialnich studenomilnych kvasinek. Pozitivni u¢inky
studené fermentace jsou Cistota mladych vin v chuti 1 vlni, protoze se pfi nizkych teplotach
nerozmnozuji nezddouci kvasinky ani bakterie octového, mlééné¢ho kvaSeni, dale ve vinech
zustava vice buketnich latek a také obsah alkoholu je vys$i (méné se ho odpaii).
Zanedostatky studeného kvaseni se povazuje pomalé kvasSeni a tim potfeba vysSich davek

SO, chladici zatizeni. [36]
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3.4.4.2 Cukernatost mostu

Nizka cukernatost mosti kvasi bez vétSich potizi. V opacném piipadé mosty s vysokou
cukernatosti prokvasuji v disledku vysokého osmotického tlaku hufe. [36] Most hroznt
predstavuje prostfedi s vy$§im osmotickym tlakem v porovnani s tlakem cytoplazmy
kvasinek. Se zvysujicim se mnoZzstvim cukru v mostu se zvySuje i tlak v prostfedi, zpomaluje
se kvaSeni a snizuje se vytazek alkoholu. [20] Nasledné¢ most odnima vodu z kvasinek, ¢imz
jednak snizuje jejich mnozeni a buiiky kvasinek se smrst'uji, zastavuji se enzymové reakce
buiiky a nastavd deformace bunécné stény. [20,36] V piipadé kvaseni mos$td pro vina
s privlastkem musi mit kvasinky dobrou schopnost prokvaSeni a musi snaSet vysokou

cukernatost (byt ,,osmotolerantni®). [36]

3.4.4.3 Obsah alkoholu

Jak jiz bylo zminéno, siln¢ kvasici kvasinky rodu Saccharomyces jsou tolerantni vaci
alkoholu. Schopnost mnozeni se vyznacuje jesté do hodnot 12 az 13 % obj., prokvaseni konci
u hodnot 15 az 16 % obj. etanolu. Saccharomyces bayanus maji vyssi rezistenci vuci alkoholu
VvV porovnani se Saccharomyces cerevisiae, a proto vétSinou provadi zavére¢né dokvaseni.
Tlumici G¢inek etanolu na mnozeni a kvaSeni se vyuzivd u vyroby sladkych vin (Portské,
Sherry). Docilenim zaddané hodnoty zbytkového cukru se kvaSeni zastavi dodanim vinného

alkoholu. [36]

3.4.4.4 pH

pH pii kvaseni pro zivotnost kvasinek se pohybuje v rozmezi 2,5 — 6,5. [20]

3.4.45 Siricita kyselina

Pfidanim sificité kyseliny (H2SOz) Ize ovlivnit pouze zacatek kvaSeni, ne prubéch. Sificita
kyselina zt€Zzuje mnoZeni kvasinek, hlavné divoké kvasinky a bakterie, méné kvasinky rodu

Saccharomyces. Ut¢innost sifi¢ité kyseliny je ovliviiovana hodnotou pH v prostiedi. [36]

S kyselejsim prostifedim (niz§im pH) roste t¢inek HoSO3 na kvasinky. [20]

3.4.4.6 Obsah kalu

Pro klidné a tizené kvaseni by se mély kaly z mostu odstranit (do 0,6 % obj.). Kalové Castice
podporuji uvolnovani COz, coz vede ke stimulaci kvaseni. [36] Na ¢astecky kalu ptilnou
kvasinky a intenzivné zkvasuji cukr. Odkalenim se odstrafiuje kromé kalti také velka Cast

kvasinek, zbytek jich sedimentuje na dno nadoby, oxid uhli¢ity unika pomaleji, hromadi se,
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atim brzdi kvaseni. [20] Most se pak neohiiva tak zna¢n¢ a vznikaji vina bez postrannich
tond. Zvysuje se zisk alkoholu a aromatu, u pfili§ pomalého kvaseni se zvySuje i obsah

acetaldehydu a nasledn¢ oxidu sifi¢itého. [36]

3.4.4.7 Ostatni nezadouci latky

Schopnost fermentace kvasinek rodu Saccharomyces vyrazné zpomaluje octova kyselina uz
pii koncentraci 1 g/l. Pouzivani pesticidi zpomaluje kvaSeni na pocatku, hlavné sirné

a méd’naté fungicidy. [20]
3.5 Malolakticka fermentace

3.5.1 Historie

Malolaktickd fermentace byla popsana jako druha fermentace vroce 1837 némeckym
enologem Freiherrem von Babo, kdy také objasnil pfi¢inu rostouci zakalenosti ve viné. Von
Babo povzbudil vyrobce vin k rychlé reakci na tuto aktivitu sta¢enim vina do nového sudu,
pfidanim oxidu sifi¢itého, naslednym staéenim a ptidavanim oxidu, aby bylo vino
stabilizované. V roce 1866 Louis Pasteur izoloval prvni bakterie z vina a ur¢il, ze vSechny
bakterie ve viné zpusobili znehodnoceni vina. Zatimco si Pasteur v§iml redukce kyseliny
mléénymi bakteriemi, nezaznamenal proces spotieby kyseliny jablecné bakteriemi, ale spise
predpoklada vysrazeni vinanu. [6]

German a P. Kulisch v roce 1889 poprvé zavedli jejich biologickou povahu, ptestoze Pasteur
ji naznacil uz diive. Od té doby byla malolaktickd fermentace Siroce studovana v riznych
¢astech svéta. Kulisch si myslel, ze odivodnujicim organizmem jsou kvasinky, ale Muller-
Thurgau v roce 1891 ukazal, ze transformace je zapfi¢inéna bakteriemi. Alfred Koch byl
prvni, ktery vroce 1900 izoloval jableno mlécné bakterie, poté vyvolal malolaktickou
fermentaci naoCkovanim vina témito bakteriemi. Objasnéni celkové malolaktické rovnice
bylo vytvofeno panem Moeslingerem v roce 1901.

Francouzsky enolog Jean Ribérau-Gayon v roce 1930 publikoval doklady o tom, Ze bakterie
jsou prospésné v bakteridlni transformaci vina. Béhem 50. let 20. stoleti byl zaznamenan
pokrok v enzymové analyze, ktera umoznila enologim 1épe porozumét chemickym procesum

nasledujicim po malolaktické fermentaci. [6]
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3.5.2 Proces malolaktické fermentace

Synonyma pro malolaktickou fermentaci jsou biologicka nebo bakterialni degradace
a jablecno-mlécné kvaseni, které vznika ve viné nejcastéji po kvasném procesu nebo uz
ve fazi dokvaseni. [20,36] Cinnosti mléénych bakterii se odbouravé ve ving jableéna kyselina
a vznika mlééna kyselina a oxid uhli¢ity, ktery z prostfedi unika. [12,20] Tento proces je
zadouci, protoze se Caste¢né zmirni kyselost vina. [12] MLF muze probihat raznymi
metabolickymi drahami, podle rovnice:
HOOC-CH2-CHOH-COOH — COOH-CHOH-CH3 + CO2

kyselina jable¢na kyselina mlé¢na oxid uhli¢ity [12]
V obdobi dokvaseni se prostifedi obohacuje o rustové latky, jako dusik a vitaminy, kyselost
vina se snizuje v dusledku vysrazeni vinného kamene. Uvedené¢ podminky v prostiedi
umoznuji za optimalni teploty rychlé rozmnozovani mlécnych bakterii a zacatek odbouravani
kyselin. Jable¢na kyselina neni vhodnym zdrojem uhliku, a tedy béhem S$tépeni na mlé¢nou
kyselinu nezabezpecuje dostatek energie pro mlécné bakterie. Proto je potiebné zabezpecit
prostfedi, kde je minimalni mnozstvi cukra (2 g/l) a citronové kyseliny (0,3 g/l) v mladych
vinech. [20]
Vyznamna je jable¢no-mlé¢na fermentace v severnich vinaiskych oblastech, kde se hrozny
amlada vina vyznaéuji vyssi koncentraci jable¢né kyseliny. [20] K piiznivym vlivim MLF
patii snizeni kyselosti vin, harmonizace poméru kyselin, etanolu a zbytkového cukru, nizsi
potieba SO2 (10 — 15 mg/l) a mikrobidlni stabilita. [20,36] Ve vinech s nizkym obsahem
kyselin je snaha zabranit pribéhu MLF rychlej$im sto¢enim vina z kvasni¢nych kalu, filtraci
a silngj$im sifenim. [12] Jable¢no-mlééné kvaseni je heterofermentativni proces a kromé
mlécéné kyseliny se tvoii také vedlejsi degradacni produkty, které ¢astecné zastiraji odradovy
charakter vina. [20] Negativni u¢inky MLF zpusobuji u nevyzralych vin s vysokym podilem
jable¢né kyseliny vznik velkého mnozstvi produkt S nepiiznivymi vlivy v senzorice (ton
po kyselém zeli), u Cervenych vin dochazi ke ztrat€ barvy, riziko nezadouci bakterialni
¢innosti a nasledné negativni ovlivnéni chuti vina. [36]
Pro zahajeni biologického odbourani kyselin je nutné dosazeni potfebného mnozstvi zarodk?.
Existuje vice moznosti pro zahdjeni odbourani: pockat na piirozené mnozeni po dokvaseni,
michani svinem, ve kterém jiz odbouravani kyselin probiha, ptidani kvasnic zvina
po odbourani kyselin, nebo pfidani Cistych kultur bakterii zahajujicich odbouravani kyselin.
V dnesni dobé se pouzivaji zmrazené startovaci kultury bakterii v ramci fizené MLF. [36]

Zacatek MLF je charakterizovan prioritni rostouci fazi mlécnych bakterii, coZ se bézné déje
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po alkoholové fermentaci. Tradi¢ni praktiky spoléhaji na rist pfirozené mikroflory, ktera

podnécuje MLF spontanné. [14]

3.5.3 Regulace malolaktickeé fermentace

3.5.3.1 Spontanni malolakticka fermentace

Spontanni (nefizené) kvaseni probihd samovolné, pfiCemz se do mostu krom¢ sifeni nijak
nezasahuje. [12] Fermentace je fizena ptirozenou mikrobiotou a iniciuji ji nesaccharomycetni
rody Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia,
Schizosaccharomyces, Torulaspora a Zygosaccharomyces. Vyznacuji se vysokou ristovou
rychlosti a bohatou enzymatickou vybavou (glukosidazy, esterdzy, lipoxazy, proteazy,
pektinazy, glukanazy). Enzymy rychle méni chemické slozeni mostu a tim pulsobi
na aromatické vlastnosti vina. ,,Nesaccharomycetni“ mikrobiota se uplatfiuje, pouze
do tolerance alkoholu o koncentraci 4 % obj. Nasledné Stafetu probira rod Saccharomyces,
v posledni fazi konkrétn¢ Saccharomyces cerevisiae. Jednotlivé druhy tohoto rodu se lisi
schopnosti zkvaSovat a asimilovat jednotlivé sacharidy. S rostouci koncentraci alkoholu
postupné¢ omezi ¢innost i odolnéjSich mikroorganismt (plati i pro ,,uslechtilé” kvasinky)
a proces spontanni fermentace se zastavi. [3] Dilezitym ¢initelem je uskute¢néni nefizeného
kvaseni pouze v mostech ze zdravych hroznii, za normdlnich podminek, tj. pfimétend teplota
pii sbéru, zdravé hrozny a vylisovany most s pfiméfenym mnoZstvim kulturnich kvasinek,
piipadné mosty s vy$§im obsahem cukru. [12] Spontanni MLF zahrnuje nékolik hrozeb, jako
znaény nartst t€kavych kyselin (produkovanych ,nesaccharomycétnimi® druhy kvasinek),
spotieba zbytkovych cukrii a formace nezddoucich metaboliti (biogenni aminy, které
ovliviiuji lidské zdravi a vedou ke sniZzeni kvality vin). [19] Problémy nastavaji pouze
v ptipadech, kdy byl most siln€ slazen, nebo byl spontanné kvasici most z chybnych hroznt,
tedy napadenych révovou plisni, hnilobou, ptfipadné poSkozenych hmyzem nebo krupobitim.
[12] Drsné fyzikalné-chemické podminky kvasicich mostd jako nizké pH, vysoky obsah
alkoholu a pfitomnost oxidu sifiCitého vytvaii stresové prostiedi pro rtist mléénych bakterii.
V téchto podminkach neni neobvyklé selhani MLF. Pravé pro vyvarovani pied témito
nepiijemnostmi byly vyvinuty technologie startovacich kultur mlé¢nych bakterii. [14] Kmeny
startovacich kultur pro komer¢ni aplikace by méli mit dvé dulezité vlastnosti, a to hlavné
piizplsobivost na vyrobni proces a lepsi smyslové a fermenta¢ni vlastnosti. [26]

Co se tyce plnohodnotnéjsiho buketu, plnéjSich vin a nenarusené odridové charakteristiky

jsou tyto znaky vyrazngjsi u vin pochazejicich z mosti kvasenych spontanné. Divodem jsou
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pravé ,,nesaccharomycetni* kvasinky, které za urcitych podminek miizou mit pozitivni vliv

na vyvoj chuté a aroma vina. Tento zplsob je vzdy riskantni a ekonomicky nejisty. [3]

3.5.3.2 Rizena malolakticka fermentace

Caste¢na kontrola neboli fizena MLF funguje na principu piidavani &istych kmenti mléénych
bakterii. [12] Vybér je mozny z vice druh:

1. Lactobacillus plantarum je ptidavan pied kvagenim kvili jeho citlivosti na etanol. Zadouci
vlastnosti této mlééné bakterie je absence nezadoucich tont po odbourani kyseliny.
Nevyhodou je ¢asné zastaveni ¢innosti bakterii s rostouci koncentraci alkoholu. V ptipad¢, ze
se jableéna kyselina neodboura tplné a vino je lahvované v nedostate¢né sterilovanych
lahvich, vznika hrozba mikrobialni nestability.

2. Oenococcus oeni (diive Leuconostoc 0enos) je bakterie ptidavana béhem dokvaseni s cilem
vyuzit teplotu kvaSeni. Dulezité¢ je vhodné nacasovani pridavku bakterii do mostu, protoze
vys8i koncentrace cukri (>15 g/l) brzdi ¢innost bakterii a vznika nezadouci tvorba octu
a neptiznivych aromatickych latek. Startovaci kultury se pohybuji v mnoZstvi 3 az 4 miliony
bun¢k/ml a namnoZenim se zvySuje desetinasobné. [36] Oenococcus oeni je nejvhodnéjsi
druh bakterie pro MLF, protoze toleruje kruté fyzikalné-chemické podminky (nizké pH,
vysoky obsah alkoholu a pfitomnost oxidu sifi¢itého) pfitomné ve ving. Proto jsou kultury
O. oeni pouzivany pro pfimou inokulaci za ucelem zjednoduseni tizeni MLF. [35] Aplikace
startovacich kultur kmeni mlécnych bakterii selektovanych z vina pivodni mikrobioty
kazdého regionu vyuziva pfirodni adaptaci kmenti vinné charakteristiky a mize soucasné
zachovat jednotlivé zvlasStnosti regionil. ZlepSeni v kvalit¢ a rychlosti MLF jsou casto
pfipisovany pouZitym startovacim kulturdm. Pro identifikaci individudlnich kment
zodpovédnych za MLF se vyuzivaji molekuldrni metody. Inokulace malolaktickymi kulturami
vzdycky generovali pochybnosti o skute¢ném zasahu ptidanych mléénych bakterii.
Efektivnost téchto komer¢nich starteri byla posuzovana mnoha vinafi tim, Ze MLF zacala par
dni  nebo tydnt pfedtim v zaofkovanych tancich v porovnani s kontrolnimi
(nezaockovanymi), anebo zda bylo zmizeni kyseliny mlé¢né rychlejsi. Geneticka typizace je
nezbytna pro identifikaci urcitého druhu béhem MLF, a vyhodnoceni zésahu starterd ve viné
na analytické a senzorické urovni. Efektivni inokulace selektovanymi bakteriemi redukuji
metabolismus aminokyselin, a tedy snizuji risk formovani biogennich amint. [19]

Biomasa se pfidava pred kvasenim mostu, béhem kvaseni, ptipadné po skonceni kvaseni, tj.
spotfebovani cukru kvasinkami. Proces je tézké ftidit a regulovat, protoze nesta¢i pouze

ovladat rast mlécnych bakterii, ale je také zapotiebi kontrolovat piipadné vytvaieni
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nezadoucich latek. Problémem je ztrata aktivity bakteridlni biomasy casem. Pro dobry prib¢h
se doporucuje inokulace 107/ml bungk, protoze v niz§ich koncentracich se rist zpomaluje
a MLF opozduje. Jedna z pfi¢in poruch jablecno-mlécné fermentace muize byt vysvétlena
pusobenim bakteriofagu, kteii napadnou kmeny Oenococcus oeni a nahle dojde k zastaveni

Mrwe

bakterii tvoricich vice vedlejsich produktii ve ving. [12]

3.5.4 Faktory ovliviiujici malolaktickou fermentaci

Doporucena teplota pro dokvaseni je vrozmezi 18 — 20 °C. [20] Hodnoty pH 3,0 jsou
nevhodné pro mnozeni bakterii rodu Oenococcus oeni, pii pH 3,4 se mohou mnozit nejen
zadouci, ale i nepfiznivé bakterie rodu Pediococcus. Za optimalni pH se povazuje hodnota 3,1
— 3,4, kdy lze v pfipadé potieby zvysit pH mirnym odkyselovanim za pouziti uhli¢itanu
vapenatého. Vina by nemély obsahovat volny oxid sifiCity, pouze vazany oxid sifi¢ity
do 50 mg/l. [36] Kyselejsi vina se doporucuji sitit slabymi davkami SO. [20] MnozZstvi
zbytkového cukru by se mélo pohybovat do 20 g/l. [36] Obohaceni vina o rastové Cinitele
(vitaminy skupiny B) podporujici rozmnozovani a metabolismus mlécnych bakterii 1ze

ponechanim vina leZet na kvasnicich nebo promichavanim se zdravymi kvasnicemi. [20]

3.5.4.1 Vliv kvasinek na rast mlé¢nych bakterii a malolaktickou fermentaci

Potencialni interakce mezi kvasinkami pouzZitymi pro fizeni alkoholové fermentace
a schopnosti mléénych bakterii rust a realizovat MLF maji dilezity vliv v rozsahu
od zpomaleni, ptes neutralni az po stimula¢ni efekt. Tyto interakce zavisi na vice faktorech
jako na kombinaci kmenl kvasinek a bakterii, zavadéni a uvolilovani Zivin kvasinkami
a schopnosti kvasinek produkovat metabolity, které jsou zaroven stimulatory anebo toxické
pro mlécné bakterie (SO2). Vzajemné plisobeni vede k nasledujicim zjisténim: nékteré kmeny
kvasinek mohou uplatnit ob& reakce vici mléénym bakteriim, a to jak inhibi¢ni tak
stimula¢ni, dale kompozice mostu a vyroba vina mize ovlivnit interaktivni efekty kvasinek
na mlécné bakterie a nékteré mlécné bakterie mohou byt inhibitory vii¢i vinnym kvasinkam.
[14]

Inokulace mostu mléénymi bakteriemi ve stejném case jako kvasinkami mize zpisobit slaby
narlst bakterii, omezenou degradaci jablecné Kyseliny, opozdéni alkoholické fermentace
astim spojenou nizkou produkci alkoholu kvasinkami a také zvySena produkce octové
kyseliny v kone¢ném produktu. Pfidani bakterii na konci alkoholické fermentace vytvaii jinou

fadu problému. Vino v tomto stadiu je ¢asto ochuzené o nutrienty a koncentrace etanolu je
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vysokd. Ob¢ vlastnosti mohou zplsobit znacné zpozdéni MLF. Bakterie o¢kovany do vina
po alkoholové fermentaci profituji z pfitomnosti mrtvych kvasinkovych bunék. [6] Oxid
sifi¢ity je pfidavan do vina jako antioxidant a pro prevenci ristu nezadoucich
mikroorganismil. Jeho koncentrace by neméli byt ptilis vysoké (do 100 — 150 mg/1), protoze

muze inhibovat mlé¢né bakterie béhem MLEF. [32]

3.5.5 Ukonéeni malolaktické fermentace

Stanovenim jable¢né kyseliny se pouziva pro ujisténi, ze je proces biologického odbourani
kyselin ukon¢en. Neni doporuceno ihned po ukonceni MLF vino sifit a €ifit, je vhodné vyckat
2 — 3 tydny kvuli redukovéani aroma vzniklého po odbourani. Vino nesmi oxidovat, z ¢eho

vyplyva, Ze nadoby musi byt plné. [36]

3.5.6 Vliv malolaktické fermentace na sloZeni vina

Malolakticka fermentace neznamena pouze dekarboxylaci jablecné kyseliny na mlécnou
kyselinu a oxid uhli¢ity. Vyuzivanim vina jako substance pro riist mlécné bakterie odstrani
nckteré prvky vina a produkuji jiné jako vysledek jejich metabolismu. K mechanismiim,
kterymi bakterie mohou ovlivnit chut a aroma vina se fadi jiz zminéné odstranéni
aromatickych slouc¢enin metabolismem a adsorbci do bunécné stény, produkce novych
sloucenin z metabolismu cukrid, aminokyselin a dalSich latek a metabolismus a modifikace
sekundarnich metaboliti odvozenych od kvasinek a hroznli na kone¢né produkty s vyS$im
senzorickym dopadem. Metabolicka aktivita mléénych bakterii neovlivituje pouze aromatické
slou¢eniny vina pochazejici z ovoce a alkoholové fermentace, ale také dodava biologickou
stabilitu findlnimu produktu. Narist mléénych bakterii je obecné podporovan tam, kde je
MLF vyzadovéna pro redukovani kyselosti vina. Redukce kyselosti je prospésna pro kvalitu
vina vyrdbéného V chladnych oblastech, protoze hrozny pfirozené obsahuji vysoké
koncentrace organickych kyselin. V mnoha ptipadech je dtilezité dokoncit MLF rychle, aby se
usetfil ¢as, a aby se docilila stabilita vina. Vliv MLF na senzorické vlastnosti vina zavisi

na faktorech jako je bakterialni kmen, riizna intenzita aroma a pouzité vinifikacni techniky.

[6]
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3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.6.1 Princip chromatografie

Chromatografie se fadi k metodam separacnim. Zaobira se oddélovanim jednotlivych slozek
ve vzorku a funguje jako kvantitativni a kvalitativni analyza vzorku. Sestava ze dvou
vzajemné nemisitelnych fazi, staciondrni (nepohyblivd) a mobilni (pohybliva). Mezi tyto dvé
faze je umistén vzorek, na zacatku stacionarni faze, pohybem mobilni faze se vzorek
premistuje. Béhem tohoto pohybu se nékteré slozky zachytavaji na stacionarni fazi. Tento
proces predstavuje separaci jednotlivych slozek, pficemz na konci stacionarni fazi zlstavaji
slozky diive min zadrzované. [15] Povystoupeni slozek z kolony se zachyti na detektoru
a zaznamend se pik. [22] Kvalitativni analyza probih4 identifikaci latky podle maxima piku
v chromatogramu. Kvantitativni analyza udava, ze rast plochy piku a jeho vyska odpovida
ristu obsahu slozky ve vzorku. Plocha piku se uréuje triangulaci (prolozeni trojuhelniku
pikem a zméfeni $itky, vysky, vypocet plochy) nebo kvadraturou (prolozi se obdélnik),
piipadné elektronickymi integratory, které jsou soucasti modernich piistroja. [23] Organické
kyseliny ve viné lze stanovit pomoci ruznych metod, naptiklad enzymatickou metodou,
elektroforézou nebo chromatografii. [11] Analyzou téchto kyselin lze dosahnout kontroly
procesu zrani hrozni a vyvoje kyselosti vin b&hem procesu jejich zpracovani, tedy

alkoholového kvaseni, jableCno-mlé¢né fermentace a procesu starnuti. [39]

3.6.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody Ize rozdélit do rliznych skupin:
1. Podle skupenstvi mobilni faze:
a) kapalinova chromatografie,

b) plynova chromatografie.

2. Podle uspotadani fazi:
A) Kolonova chromatografie se stacionarni fazi umistnénou v trubici.
B) Plosnd chromatografie, kdy je stacionarni faze soucasti chromatografického papiru

(papirova ch.) nebo je stacionarni faze soucasti pevného plochého podkladu (tenkovrstva ch.).

3. Podle dé¢je, ktery probiha:
I. Adsorb¢ni chromatografie — dle rozdilné schopnosti slozek poutat se na povrch stacionarni

faze,
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II. Separacni chromatografie — dle rtizné rozpustnosti slozek vzorku ve staciondrni a mobilni
fazi,

III. Tontové vymeénnéd chromatografie — dle odlisnych elektrostatickych pfitazlivych sil mezi
funk¢énimi skupinami staciondrni faze a ionty vzorku,

IV. Gelova chromatografie — dle velikosti na porovité stacionarni fazi,

V. Afinitni chromatografie — dle schopnosti stacionarni faze vazat jen slozky, ke kterym ma
selektivni vztah. [27]

3.6.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinovy chromatograf funguje na principu naplnéni sklenéné trubice (délka 0,5 m
apramér 2 cm), zakoncenou kohoutem, zrnitym sorbentem s velkym primérem castecek
(napf. oxidem hlinitym). Zrnity sorbent by mél byt dostatecné maly, aby kapalin¢ vytvarely
dostate¢ny odpor, proto se pracuje pii vysokém tlaku. Do horni vrstvy se nadavkuje malé
mnozstvi vzorku a nésledn¢ se pridavd mobilni kapalnd faze. Gravitacni sila zabezpecuje
pohyb mobilni faze kolonou, separaci sloZek a jejich opousténi kolony. Detektory HPLC se
vyznacuji selektivitou pro analyty a malou citlivosti na mobilni fazi. Jako vysledek méfeni se
zobrazi chromatogram s pfislusnymi piky, jejichz plocha je pfimo umérna koncentraci

stanovované kyseliny. [15]
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Obr. 1. Schéma kapalinového chromatografu (45)
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4 Material a metodika

4.1 Odridy vin - vzorky
Pro vyrobu vin v Ceské republice je povoleno pouZivat pouze odridy hrozni zapsané v Statni

odrudové knize. [7]
4.1.1 Bilé mérené odrudy
4.1.1.1 Chardonnay

Odruda pochazi z Burgundska, vhodna pro vyrobu suchych vin a také pro vyrobu Sumivych

vin. Vyraz vina je odliSny v zavislosti na klimatickych podminkach a vlastnostech pady.

4.1.1.2 Miller Thurgau

Nejlepsi vino je mladé vino Miller Thurgau, Sniz§im obsahem alkoholu, s pfiméfenym

obsahem kyselin, ovocnou vini a §tavnatosti. [2]

4.1.1.3 Sauvignon

Odrtda Sauvignon dava velmi aromaticka vina. Na aromaticnosti vin se podileji hlavné tioly

a metoxypyraziny ptitomné v hroznech. [29]

4.1.1.4 Rulandské bilé

Rulandské bilé je vhodné jak pro Sumiva vina, tak ro zrani v malych dubovych sudech
barrique. Vyznacuje se zralosti kyseliny a pfi fizeném kvaSeni si uchovava jemnou kvétovou

viini. [2]

4.1.1.5 Veltlinské zelené

Vina odridy Veltlinské zelené jsou charakteristické svym mandlovym buketem, s pfijemnymi

kyselinami. Je také vhodna pro vyrobu Sumivych vin. [29]

4.1.2 Modré mérené odrudy

4.1.2.1 Frankovka modra

Tradi¢ni odridou péstovanou ve stiedni Evropé je Frankovka. Cukernatost u kvalitnich vin

z této odrudy se pohybuje kolem 23 °NM. Obsahuji vice kyselin a maji intenzivni barvu. [31]
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4.1.2.2 Modry Portugal

Modry Portugal se vyznacuje kvétinovou vini. Specialni technologii 1ze vyrobit piijemné

mladé vino, které se na trhu objevuje pod nazvem ,,Martinské vino* v den svatku sv. Martina.

4.1.2.3 Rulandské modré

Velmi stara odrada Rulandské modré je uréena hlavné pro produkci piivlastkovych vin. Vina

jsou vhodné pro dlouhodobé skladovani, kvili svoji pInosti, kterd zranim stoupa. [2,29]

4.1.2.4 Svatovaviinecké

Bobule maji mensi vybarvenost a vysoky obsah kyselin. Barva Svatovaviineckych vin je

vyrazna az tmavé Cervena. [29]

4.1.2.5 Zweigeltrebe

Chut vin Zweigeltrebe je zavisla na objemu sklizné. Omezené sklizn¢ poskytuji vina barevna,
plna a po vyzrani jemna. Obsah tfapiny mtize vytvorit trpkost ve ving. [2]

V této praci byly pouzity vzorky vin vyrabénych v Zameckém vinaistvi Bzenec s.r.0. v dobé
od 22. 10. 2015 do 8. 12. 2015. Vzorky (uvedeny v piilohach, tabulkach 1 a 2) prosli
po odbéru (s odstranénim oxidu uhli¢itého, kvuli skreslovani vysledki) analyzou zahrnujici
stanoveni pH, celkové titrovatelné kyseliny, tékavé kyseliny a stanoveni organickych kyselin
metodou HPLC.

4.2 Pristroje a chemikalie

4.2.1 Pristroje méreni

- elektronicka laboratorni vaha AND HA- 180M (AND Company, Japonsko)
- kapalinovy chromatograf HPLC YL9100 (Young Lin Instrument Co., Korea)
e davkovaci ventil Autosampler YL 9150
e vakuovy degasser YL9101
e kvartérni vakuova pumpa YL 9110
e kolonovy termostat YL 9130
e kolona NUCLEODUR C18 Pyramid (Macherey-Nagel, Némecko)
e UV/VIS detektor YL 9120

e PC s vyhodnocovacim programem Clarity (YL, Korea)
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4.2.2 Pouzité chemikalie

- deionizovana voda
- acetonitril pro HPLC (Sigma — Aldrich, USA)
- ortho-fosfore¢na kyselina 85% pro HPLC (Sigma — Aldrich, USA)
- standardy:
¢ vinna kyselina (ChemService — West Chester, USA)
e jable¢na kyselina (ChemService — West Chester, USA)
e mlécna kyselina (ChemService — West Chester, USA)

4.3 Hodnoceni vina

Hodnoceni vina ptedstavuje posouzeni sloZeni a kvality napoje. [20] Kvalitu vina uréuje
komplex urcitych vlastnosti, které maji uspokojit spotiebitele. Hodnoceni kvality vina je
cilevédoma c¢innost probihajici v obdobi tvofeni vina a nakonec vyvrcholi oficialnim
komisionalnim hodnoceni. Pro dosazeni objektivniho hodnoceni vina se pouzivaji tfi metody:
1. senzorické hodnoceni kvality vina,

2. fyzikalné-chemickeé metody,

vvvvvvv

zakal. Jako dopliikova metoda se pouziva také mikrobiologicka kontrola. [12]

4.3.1 Senzorické hodnoceni

Senzorickd analyza vina neboli degustace, pifipadné ochutndvka vina znamena hodnoceni
kvality smyslovymi orgéany. [20] Senzorickym hodnocenim se vino posuzuje zrakem, ¢ichem
a chuti. Hodnoceni probiha formou ¢iselnych zapisu, pticemz celkova jakost a harmonie vina
se rozlozi na vice pocitli V souznéni vSech smyslovych vjemu, které se nasledné¢ bodové

vyhodnoti. S¢itanim jednotlivych bodu se ziska ¢iselné vyjadieni kvality vina. [12]

4.3.1.1 Posouzeni zrakem

Zrakem se posuzuje Cistota (jiskiivé, Ciré, se zdvojem, mirn¢ zakalené¢ az kalné), barva
(bezbarvé, zelenkavé, Zlutozelené, slamové zluté, zlatozluté, hnédavé, rySavé u bilych vin)
a hustota (¥idké, normalné husté, olejovité, slizovité) tichych vin. Barva a vzhled

charakterizuji odridu a v€k vina. [20]
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4.3.1.2 Posouzeni ¢ichem

Uginkem tékavych latek na &ichovou sliznici je vyvolan pocit znamy pod pojmem ving.
Vhodna teplota pro posuzovani viné vin je v rozmezi 6 — 20 °C. [20] Pro zesileni vniméani
tékavych latek je mozné dosdhnout pozvolnym krouzenim neplné sklenicky. Uvolnéni
aromatickych latek v studenych vinech lze mirnym zahfatim. [12] Posuzovanim vina ¢ichem
se rozeznava také odrida, veék a zdravotni stav vina. Degustaci by mély byt odhaleny primarni
(hroznovy), sekundéarni (kvasny) a terciarni (lezacky) buket. Dle intenzity viiné se vina
oznacuji jako: bez vling, neutralni, nevyrazna, jemna, hroznova, piijemnd, vyrazna, zvétrala

a vadna. [20]

4.3.1.3 Posouzeni chuti

Podle chuti se posuzuji jednotlivé slozky vina a jejich vzdjemny pomér. Nejsilngjs$i vjem
vznikd, kdyz vino pfijde do styku se vSemi chutovymi poharky ulozenymi na jazyku
pfevalovanim vina v ustech. [12] Chut'ové buniky charakterizuji z vina jeho vék, zdravotni
stav, obsah extraktu, cukru, oxidu uhli¢itého, tiislovin a etanolu. [20] Vino z hlediska chuti se
posuzuje podle vice kritérii, muze byt: mladé, zralé, staré, mdlé a zvétralé. V souvislosti
s obsahem extraktu se pouzivaji odborné nazvy: prazdné, lehké, plné, tézké. Z hlediska
obsahu cukru se oznacuji vina jako: uplné prokvasena (suchd), nasladla, sladka, velmi sladka.
Podle stupné kyselosti se rozliSuji vina fadni, mckké, jemné, kyselé, vyrazné kyselé.
Z pohledu chutnosti vina a obsahu alkoholu je vina mozné oznacit jako slaba (9 — 10 % obj.
alkoholu), stiedn¢ silna (10 — 12 % obj. alkoholu) a silna (12 — 14 % obj. alkoholu). [12]
Celkova chut’' vina klasifikuje jako: pitelna, lahodnd, harmonicka, péknda, natrpkld, trpka,
neharmonicka a drsna. [20] Senzorickou analyzou chuti vina se zjist'uji také ptipadné chyby
avady vin. Takové vyjadiuji oznaceni vina jako vino s cizim nddechem, s necistou vini
po sulfanu, po plisni, mySiné, octu apod. Chutové hodnoceni ma pii bodovani nejvyssi
dilezitost, protoze vina s pfiznivym chemickym slozenim a slibnou vini mohou byt v chuti

nepiijemné. [12]

4.3.2 Fyzikalné-chemické metody

Analyticky rozbor posuzuje, zda vino odpovida zdkonnym poZadavkiim a dal§im poZadavkiim

Z hlediska stability vina pii uvadéni do obéhu. [36] Hotové vino je sloZzené z t€kavych

a netékavych latek. Voda, alkoholy, t€kavé kyseliny a buketni latky se fadi k 1atkam t€kavym.

Celkovy extrakt vina a netékavé latky tvoii cukry a ostatni necukerné slozky. Necukernaty

extrakt je charakterizovan spalitelnym a nespalitelnym (popel) podilem. Kyseliny, tfisloviny,
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bilkoviny, pektiny, tuky, enzymy, vitaminy a barevné latky ptedstavuji spalitelnou cast.
K popelu patii mineralni latky. Hustota vina je ovlivilovana mnoha latkami, jako kyseliny
a cukry, které hustotu zvysuji, anebo obsah alkoholu hustotu snizuje. Orienta¢ni rozmezi
hodnot hlavnich slozek ceskych ptirodnich vin zjisténych dlouholetymi vyzkumy jsou
uvedeny nasledovné: etanol se nachazi v koncentra¢nim rozpéti 10,0 — 14,6 %, hodnota pH
kolisa mezi 2,4 — 4,0. Koncentrace zbytkového cukru se pohybuje od 0,3 do 21,4 g/l
a celkovy extrakt v hodnotach 20,6 — 74,6 g/l, z ¢echo bezcukernaty extrakt tvoii 16,6 — 44,3
o/l. Titrovatelné kyseliny byly prokdzany v koncentracich 3,7 — 9,6 g/1, t€kavé kyseliny 0,18 —
1,20 g/l. Popel se vyskytuje v hodnotach 1,1 — 5,4 g/l. [20]

4.3.3 Kontrola stability vina vi¢i zakalim

Bilkoviny jsou nej¢astéjsi pti¢inou zdkald vina, proto je vino potfebné pfed lahvovanim zjistit
jeho stabilitu. [12] V pfipad¢€ pozitivniho testu vina na bilkoviny se do malych mnozstvi vina
(100 ml) ptidaji rtizné davky bentonitu. Usp&snost aplikace se vyhodnoti novym testem
na bilkoviny a tak se uréi potfebna davka bentonitu. [36] Vyssi obsah Zeleza nez 3 mg/l
zapti¢inluje dodatecné Zelezité zakaly v lahvovém viné€. Pro stanoveni obsahu Zeleza ve viné

funguje metoda na zakladé barevného rozliseni. [12]

4.3.4 Mikrobiologicka kontrola

Ve finalnich vinech mohou vznikat zakaly vlivem sekundarni fermentace, dale vlivem
jableéno-mlé¢né fermentace a vlivem chorob. VSechny mikrobiologické zékaly se projevi
senzorickou zménou vlastnosti vina.

Pievazna vétSina mikrobiologickych zakall je zplisobena sekundarni fermentaci. Tento druh
fermentace vznika ve vinech se zbytkovym cukrem, které za ptiznivych podminek dokvasuji.
BéZnym oSetfenim vin a filtraci neni moZzné zabranit sekundarni fermentaci. Zda je vino
nachylné na sekundarni fermentaci, zavisi od mnozstvi kvasni¢nych bunék ve ving. Cim vice
kvasni¢nych bunék, tim vétsi pravdépodobnost sekundarni fermentace. Pro zabranéni tohoto
jevu se pouziva metoda bakteriologické filtrace a sterilni plnéni, dale je mozné pouzit
pasterizaci.

Jable¢no-mlé¢na fermentace vin s nizkym obsahem kyselin, které se nechavaji delsi cas
na kvasni¢nych kalech a malo se sifi, jsou také nachylné na zékaly vlivem mlécnych bakterii.
Rozvoji jable¢no-mlécnych bakterii je mozné zabranit jejich inaktivaci a sifenim.

wrwe

vady a choroby vina. Mezi nejzndm¢jsi choroby zapficinéné mikroorganismy patii octovaténi,
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rozvoj nezadoucich mléénych bakterii a méselné kvaseni ve viné. Mikrobidlnim zakalim lze
ptedejit spravnym oSetfenim vin, inaktivaci mikroorganismt pomoci pasterizace a piiddvanim

chemickych prostiedki. [12]

4.4 Stanoveni organickych kyselin metodou HPLC

Vinn4, jablecna a mlé¢na kyseliny jsou separovany na kiemenné kolon¢ s fazi C18. Jednotliveé
jsou kyseliny detekovany pomoci UV-VIS detektoru. Standardy i vzorky byly proméfovany
pii vinové délce 254 nm. Kolona byla pouzita NUCLEODUR C18 Pyramid o rozmérech
25cm x 4,4 mm, 5 um. Jako mobilni faze byla pouzita smés kyseliny fosfore¢né
a acetonitrilu. Vymyvani latek probihalo za teploty 35 °C, priatoku mobilni faze 1,0 ml/min.

Celkovéa doba analyzy jednoho vzorku trvala 20 minut.

4.4.1 Meérenistandardu

Jako standard byl pfipraven roztok, kdy bylo navazeno 0,6040 g standardu vinné, jable¢né
amlécné kyseliny s presnosti 0,0001 g. Kvantitativné byla navézka pievedena do 100 ml
odmérné banky a doplnéna po rysku destilovanou vodou, ¢imz se ziskal zasobni roztok
organickych kyselin s koncentraci 6,4 g/l. Nasledné¢ byly piipraveny kalibraéni roztoky
0 koncentracich 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 a 6,4 g/l. Jednotlivé byly tyto kalibra¢ni roztoky
analyzovany, vyhodnoceny a z téchto udaji byly sestaveny kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé

kyseliny.

4.4.2 Stanoveni organickych kyselin

Kazdy vzorek byl nafedén (vodou vpomeéru 1 : 5) a filtrovan. Vzorek by pomoci
autosampleru nastiiknut na kolonu. Jednotlivé piky byly pfifazeny ke kyselindim pomoci
retenénich ¢asii. Vzory vysledkti chromatografu jsou uvedeny v ptilohach jako obr. 3., obr. 4.,

obr. 5.).
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Obr. 2. Kapalinovy chromatograf HPLC YL 9100

5 Vysledky a diskuze

5.1 Kalibra¢ni méreni a nejistoty HPLC

Spravnost metody je stupen, do kterého se stanovend hodnota analytu ptredstavuje pfijatou
referencni hodnotu. Pfesnost metody vyjadiena smérodatnou odchylkou predstavuje té€snost
vysledkli a vysledkli zkouSek ziskanych za definovanych podminek. Interval spolehlivosti
vystihuje rozmezi, ve kterém se nachédzi hodnota hledaného parametru. Nejistota méfeni
odpovida intervalu variability vysledki méfeni po zvazeni vSech vlivii na méfeni. (53)

Nejistota méfeni organickych kyselin ptistrojem HPLC YL 9100 je 3 %.

5.2 Meéfeni organickych kyselin

Organické kyseliny (vinna, jable¢na, mlécnd) byly meéfeny pfistrojem HPLC YL 9100,
metodou popsanou Vv kapitole 4.4. Jednotlive hodnoty naméfenych organickych kyselin
ve vzorkéach odrud jsou zobrazeny v ptilohach (Tab. 1., Tab. 2.). Formy zakvasi byly rtizného
charakteru, v podobé piirodni mikrobioty nebo komerénich kmend aplikovany do dil¢ich
mostl jiz zminénych odrid vin. Obchodni nazvy komerénich produkti kvasinek a bakterii,

ptipadné piirodni mikrobioty jsou uvedeny v tabulce Tab. 3.
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Tab. 3.

Odruada Obchodni nazev Bakterie Kvasinky
Bakterie / kvasinky
CH, RB, VZ Vitilactic F / | Oenococcus oeni Saccharomyces
Zymaflore RX 60 cerevisiae
Sg, ZW - Pfirodni mikrobiota
RM Viniflora oenos LS / | Oenococcus oeni Torulaspora
Zymaflore Alpha dellbrueckii
FR, MP, SV Lalvin T/ Oenococcus oeni Saccharomyces
Zymaflore RX 60 cerevisiae subsp.
bayanus

Kvasinky béhem fermentace nezpracovavaji vinnou kyselinu. Tato kyselina figuruje pouze
ve form¢ vinného kamene (0,5 — 1,5 g/l) vysrazeného z diivodu obsahu alkoholu ve viné a jeji
obsah je tedy snizeny v porovnani s ptivodnim mnozstvim (pfed fermentaci). Jable¢na
kyselina je kvasinkami zpracovatelna. Pfeménuji jable¢nou kyselinu pfi fermentaci, pficemz
vznika alkohol, ne mlé¢na kyselina, jako je to u biologického odkyseleni. Zamecke vinaistvi
Bzenec s.r.0. nezahrnuje ve své technologii vyroby bilych vin biologické odbouravani kyselin,
je tedy mozné usoudit, Zze mlé¢na kyselina vznikala ¢innosti kvasinek.
Vyrazné se zménil obsah jable¢né a mlécné kyseliny u ¢ervenych vin. V ptipad¢ Cervenych
vin bylo aplikovana fizena malolakticka fermentace. Jable¢na kyselina je puvodcem
nepiijjemné drsné chuti vin, v porovnani s mléénou kyselinou, kterd vino zjemiuje
a zakulatuje. Bakterie Oenococcus oeni odbouravaji jable¢nou kyselinu a vznika mlé¢na
kyselina. Zmény jable¢né kyseliny (pokles) a mlécné kyseliny (nartst) se objevily u vsech
vzorkl jiz po 4 dnech po inokulaci vina a po 6 dnech u mosti s pfirozenou mikrobiotou.
Tendence zmén koncentraci kyselin byla ukon¢ena zhruba 20 dni po inokulaci a 25 dni
U pfirozené mikrobioty.
Komeréni Zymaflore Xpure kvasinky pro ¢ervena vina zlepSuji Cistotu aroma (diky nizké
produkci sirovych sloucenin SO, H»S). Pfispiva k snizZeni rostlinného charakteru a podporuje
ovocny vyraz a aromatickou svézest. Zymaflore Alpha se pouziva pro lepsi kontrolu obsahu
t€kavych kyselin v bilych odridach, minimalizaci SOz a kontrolu vzniku nezadoucich
mikroorganizmu. V pouzité odriidé cerveného vina tyto kvasinky stabilizovali sytou ¢ervenou
barvu vina. Zymaflore RX 60 je vyznamny pro vysokou produkci Cerstvého hroznového
a bobulového aroma.
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6 Zavér

Organické kyseliny ve viné maji znacny vliv na organolepticky charakter a stabilitu
vyrabénych vin. Cilem prace bylo sestavit z literarnich zdroju ptehled zahrnujici technologii
vyroby vina, vyuziti riznych kmenda kvasinek a jejich vliv na vyslednou kvalitu produktu.
Byla popsana malolakticka fermentace, jeji vliv a vyznam, nasledn¢ byly provedeny pokusy
se zohlednénim vlivu délky vinifikace a pouziti jednotlivych zakvasovych kultur.

Z vysledkt lze usoudit, ze po provedeni senzorického hodnoceni a analyzy namétenych
fyzikéalné-chemickych dat, se hypotéza delsi vinifikace a pridavku Cisté kultury do mosta
potvrdila. Ptidavek komer¢nich kultur v porovnani spuvodni mikrobiotou urychlil
malolaktickou fermentaci a uspokojivé snizil mnozstvi kyseliny jable¢né, coz se projevilo
i v organoleptickych vlastnostech vina. Pfirozena mikrobiota byla z ¢asového hlediska
opozd’'ujicim faktorem pro jable¢no-mlécné kvaseni. To ale neovlivnilo senzorické hodnoceni
vin, kde byl sice zistatek jable¢né kyseliny u bilé odridy Sauvignon vyssi, ale v kone¢ném
harmonickém posouzeni piisobil tento aspekt ptiznive.

V koneéném duasledku lze vyhodnotit pfidavani jednotlivych komerénich produktd jako
ptiznivé z hlediska fizeni malolaktické fermentace a uspokojivé z hlediska senzorického.
Zaroven neni nutno povazovat pfirozené, spontanni kvaSeni za nezadouci, nybrz riskantni
proces prokvaSeni vzhledem k Casové narocnosti a také senzorické jakosti, kdy neni zarucen

opakované optimisticky vysledek.
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Seznam pouzitych symboli a zkratek

AVSK aktivni suché vinné kvasinky

FR Frankovka modra

G+ grampozitivni bakterie

G- gramnegativni bakterie

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
CH Chardonnay

JAR Jihoafricka republika

°KI Klosterneubursky mostomér
MLF malolakticka fermentace

MP Modry Portugal

MT Miiller Thurgau

°NM stupefi normované¢ho mostoméru
RB Rulandské bile

RM Rulandské modré

RMK retifikovany mostovy koncentrat
Sh. Shirka

Sg Sauvignon

SV Svatovaviinecké

tj. to je

ZW Zweigeltrebe
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P¥ilohy

Tab. 1. Méfeni bilych vin

Datum Odrida Vinna kyselina Jablecna Mlécéna
méieni (7)) kyselina (g/l) kyselina (g/l)
22.10. 2015 Chardonnay 2,93 3,64 0,28
23.10. 2015 Muller Thurgau 2,07 0,46 2,71
26. 10. 2015 Sauvignon 3,26 3,28 0,30
26.10. 2015 Rulandské bilé 3,83 3,92 0,33
23. 10. 2015 Veltlinské zelené 2,09 1,47 1,57
Tab. 2. Mé&feni ¢ervenych vin
Datum Odrida Vinnéa kyselina Jable¢na Mlééna
méieni (a/l) kyselina (g/l) kyselina (g/l)
16. 11. 2015 | Frankovka modréa 3,21 0,08 1,71
15.11. 2015 | Modry Portugal 3,38 0,03 2,22
8.12. 2015 Rulandské modré 3,66 0 1,57
8.12. 2015 Svatovaviinecké 3,37 0 2,22
7.12. 2015 Zweigeltrebe 2,41 0,27 2,52
Obr. 3. Po vykvaseni, s minimalnim mnozstvim jable¢né kyseliny
— Cietanty Kyseliny | Doto| NOVA METODA| 20151201511 | 20151116\ 201116111 -LL Pressure LC 1:A
i

| 3073 3

3527 5
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Obr. 4. Po vykvaseni, iplné odbourani jable¢né kyseliny

— C:\Clarity\Kyseliny\Data\NOVA METODA\2015\201511\20151116\20151116_22_C35 - UVD
— C:\llarity|Kyseliny|\Data\NOVA METODA | 2015201511\ 20151116\ 20151 116_22_C35 - LC Pressure LC1:

323 kyselinavinnd 6

8
4,48 Kydelina ml

4,28

Obr. 5. Pied druhotnym kvaSenim — zakvaseni bakteriemi

— C:\Clarity\Kyseliny\Data\NOVA METODA\2015%201509\20150917\20150917_2_105 - UVD
— C:\Clarity \Kyseliny | Data|NOVA METODA| 2015\ 201509\ 2015091 7| 2015091 7_2_105 - LC Pressure LC 1:A
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