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Abstrakt

Hlavni ucel této prace je snaha o pochopit oxidaci mo$tu a to piedevSim
vinici na hroznech, zvlast¢ na hroznech infikovanych houbovymi choroby.. Dva hlavni
oxidativni enzymy, na které je ticba se zaméfit jsou tyrosinaza a lakaza, souhrnné
nazyvane polyfenoloxidasi (PPO). Tyto nejvice aktivni oxidativni enzymy, které jiz
V pocatcich vyroby vina oxiduji most a znehodnocuji kvalitu budouciho vina, patii do
skupiny oxidoreduktaz, kde kyslik je katalyzatorem enzymatické Cinnosti a fenolové
slouceniny substratem. DalSim hlavnim cilem prace je stanovit na nékolika vzorcich
odrud polyfenoloxidasni aktivitu a porovnat, jakym zpisobem se ovliviiuje s jinymi
parametry vina, jako jsou napi Kyseliny,cukernatost atd .Bude zde probrana oxidace
kyseliny kaftaroveé a jeji naslednd ptfeména na chinony. Chinony jsou pravé produktem
oxidace fenolovych sloucenin vlivem aktivity téchto enzymi. Kyseliny kaftarova a
kutarova jsou nejvice oxidovatelné slouceniny pro tyto enzymy a proto bude probréna

podrobnéji. Je potieba se zaméfit také moznou ochranou proti enzymatické oxidaci.

Klicova slova: Enzymaticka oxidace, polyfenoloxidasa, chinony

Abstract

The main objective of the Thesis is to understand the oxidation of must, especially
enzymatic oxidation. It is caused by the oxidative enzymes that are already present on
the grapes in vineyard, especially on those badly infected by mushroom diseases. The
two main oxidative enzymes that need to be targeted are tyrosinase and laccase,
collectively called polyphenoloxidasi (PPO). These most active oxidative enzymes,
which already oxidize the must in the beginning of wine production and degrade the
quality of future wine, belong to the group of oxidoreductases where oxygen is a
catalyst for enzymatic activity and the phenolic compounds are substrates. Another
main goal of the Thesis is to determine polyphenol oxidase activity on several samples
of varieties and to compare how it affects other wine parameters such as acids, sugar
content, etc. We will discus the oxidation of caftaric acid and its subsequent conversion
to quinones. Quinones are just the product of the oxidation of phenolic compounds due
to the activity of these enzymes. Caftaric and coutaric acids are the most oxidizable



compounds for these enzymes and will therefore be discussed in more detail. It is also
necessary to focus on possible protection against enzymatic oxidation.

Keywords: Enzymatic oxidation, polyfenoloxidasa, quinones



1. UVOD

Zasadni otazkou v praci na téma oxidativni enzymy, je vlastné ta, jak se co

nejucingji vyhnout pasobeni jejich vlivu. Jejich vliv je totiz vétSinou negativni, protoze
rychle oxiduji predevsim fenolické slouceniny na chinony a tim vlastné most a vino
znehodnocuji (oxiduji) a zptisobuji pokles kvality vina. Je tfeba se zabyvat tim, jakym
zpusobem zpracovat hrozny a most, tak abychom se co nejvice vyhnuli jejich ptisobeni.
Oxida¢ni enzymy v hroznech jsou piedev§im oxidoreduktazy, kde Kkyslik je
katalyzatorem enzymatické ¢innosti a fenolové slouc¢eniny substratem.
Atmosféra obsahuje pfiblizné 21% kysliku na Zemi. Hraje tak zasadni roli pfi
metabolickych a chemickych reakci na Zemi. Neni tedy piekvapenim, Ze hraje dilezitou
roli ve vinafstvi. Kyslik mtze vlastnosti mos§tu a vina drasticky ovlivnit, a to jak
negativné, tak i pozitivné.

Je nutné tedy pochopit roli kysliku, jemuz se samoziejmé nejde nikdy uplné
vyhnout. Jak uz bylo fe¢eno dva hlavni oxidativni enzymy, na kter¢ je tieba se zaméfit
jsou tyrosinaza a lakéza, souhrné nazyvané polyfenoloxidasi, u nichZ je prokazano, ze
nejvice zasahuji do oxidacnich reakci s fenolovymi slouceninami. ProtoZe se jedna o
oxidoreduktazy, je dulezit¢ se kratce zaméfit na princip oxido-redukénich reakci.
Neméné dulezitou zalezitosti je péfe o hrozny jiz ve vinici, nebot’ pravé houbové
choroby maji nejvice nejodolnéjSich oxidativnich enzymu. Jednd se piedevSsim o

zhoubnou pliseni Sedou a jeji napadeni hroznu v rtiznych stadiich vyvoje.



2. CIL PRACE

Cil prace je pochopit princip oxidace mostu na zakladé pochopeni aktivity
oxidativnich enzymii. Dal§im hlavnim cilem je stanovit na nékolika vzorcich odrid
polyfenoloxidasni aktivitu a porovnat jakym zpusobem se ovliviiuje s jinymi parametry
vina, jako jsou napt kyseliny,cukernatost atd. Poté vyvodit shodnoceni. Kyseliny
kaftarova a kutarova jsou nejvice oxidovatelné slouceniny pro tyto enzymy a proto bude
probrana podrobnéji. Je potieba se zaméfit také moznou ochranou proti enzymatické
oxidaci. Vétsi pochopeni a znalost téchto enzymi totiz davd moznost vzniku vin
svysokou komplexni kvalitou. Zabyvat se touto problematikou se nam také
automaticky nabizi moznost najit vhodnou alternativu k oxidu sifi¢itému. Je to z
duvodu urcitych obav, tykajicich se zdravi, v dusledku zavaznych alergickych reakci,
které vznikly u citlivych jedinct, coz vedlo k regulaénim omezenim koncentrace SO, ,
stanovenou Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) a Mezinarodni organizaci pro

révu a vino (OIV)



3.LITERARNI CAST

3.1 Princip oxidace obecné

Oxidace je proces, kde pienos elektronti probiha mezi redukénimi a oxida¢nimi
latkami. Ve viné, je kyslik pfevazné zodpoveédny za to, ze se redukuje na urcité
meziprodukty a nakonec na peroxidu vodiku a potom vodou. Molekularni O2 existuje
jako dvojvazny zbytek a tudiz je v tripletu. To omezuje reaktivitu O2 a nemiize
vytvaret vazby pfijimanim elektronovych para. Avsak ptidani jednoho elektronu,
pochazejiciho z redukovanych iontd ptechodnych kovi, mohou toto omezeni ptrekonat
(WJ. du Toit a kol.,2006).

Je ziejmé, Ze fenolické molekuly jsou kvantitativné i kvalitativné dulezité slozky
vina, zejména pak ¢eveného vina. V prubéhu oxidace je molekularni O2 krok po kroku
stupniovité redukovan az na 2H,0, coZ vyZaduje ptidani Ctyt elektronli. To mize byt

ilustrovano nasledujicim zpusobem (WJ. du Toit a kol.,2006).
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Obr.¢.1 Redukce kysliku (Carla Oliviera,2011)

Oxidaci mizeme v zasadé rozd¢lit na a)enzymatickou oxidaci

b)neenzymatickou oxidaci



3.1.1 Enzymaticka oxidace

Enzymatickou oxidaci se rozumi oxidace fenolovych slou¢enin (fenolové kyseliny,
flavonoidni aj. latky) vzdusnym kyslikem za katalyzy oxidoreduktasami (0-difenol: O,
oxidoreduktasami) v reakcich enzymatické oxidace. Zasadni rozdil od chemicke
oxidace je vtom, ze vtomto pfipadé hraji vyznamnou roli v oxidacnich reakcich
oxidativni enzymy pochdzejicich z hroznt v zavislosti na intenzité napadeni houbovymi
chorobami. V poskozenych rostlinnych pletivech tyto enzymy katalyzuji za pfitomnosti
vzdusného kysliku oxidaci fenolovych substratli (tzv. monofenoli nebo 0-difenolil) na
prislusné o-chinony, ze kterych vznikaji polymerni hnédé pigmenty. Médnaté ionty jsou
soucasti aktivnich center téchto enzymu, souhrné¢ nazyvany jako kuproenzymy.

(Veligek, 2002).

Od roztrzeni bunééné piepazky béhem operaci védomeé nebo nevédomé
provadénych na hroznech (lisovani, poranéni atd.) se v mos$tu rozpousti kyslik a
indukuje celou fadu oxidacnich reakci, kterymi se v rizném stupni méni pocatecni
chemické sloZeni mos$tu. Tato bunééna destrukce uvadi do styku oxida¢ni substraty - z
hroznu pochazejici fenolové slou¢eniny se vzdusnym kyslikem a podrobuje je aktivitam
plyfenoloxiddzy PPO. Barva mos$tu se méni a objevuji se vice ¢i méné vyrazné tony

hnédnuti, ¢asto se vyskytujici spolu s narusenim ¢irosti a aromatu.

Oxidace mostu zvyraznuje soubor komplexnich reakci, jejichz mechanizmy nejsou
dosud pfili§ znamé Aktivita polyfenoloxidazy hroznu (PPO) zahrnuje aktivitu
kresolazy, ktera katalyzuje hydroxylaci monofenoll na o-difenoly, a aktivitu
katecholazy, katalyzujici hydroxylaci orto-dihidroxylovanych fenolovych slou¢enin na
0-chinony. Chinony maji zpravidla zlutou barvu, né€kdy se vyviji k hnédé nebo cihlové
cervené, ale jsou to latky velmi nestalé, souasné mocné a siln€ elektrofilni oxidanty,
jejichz reakce s mnohymi fenolovymi slouc¢eninami mostu vede rychle k velké
rozdilnosti barevnych nebo bezbarvych zplodin .Kaftarové a kutarove kyseliny hroznu
jsou specifické substraty této enzymatické aktivity.(Michlovsky,2014) Obecny princip

enzymatické oxidace je na obr.¢.2
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Obr.¢.2 Mechanismus enzymatické oxidace hroznového mostu.

3.1.2 Neenzymatické oxidace

Béhem neenzymatické oxidace, zvané také chemicka oxidace vina je nejbéznéjsi
oxidace polyfenold obsahujicich ortho-dihydroxybenzenovou ¢ast (katechol kruh), nebo
1,2,3-trihydroxybenzenou skupinu (a galloyl skupinu), jako jsou naptiklad (+)-
katechiny/(-)-Epicatechin, gallokatechin, kyselina gallovd a jeji estery a kyselina

kavova.

Tyto slozky jsou snad nejsnadnéji oxidovatelné, co se tyce obsahu latek ve viné (
Singleton, 2000). Tyto substraty jsou postupné oxidovany na semichinon radikaly a na
benzochinony, zatimco kyslik se redukuje na peroxidu vodiku, a tento cely proces je
zprostiedkovan redoxnim cyklem Fe**/Fe”* a Cu?*/Cu* ( Obr. 3 ) (Danilewicz,
Seccombe, a Whelan, 2008). Dalsi slouceniny s vice izolovanych fenolovych skupin,
jako je malvidin, coZ je hlavni barevny antokyan v Cervenych vinech, para kyselina-
kumarova a resveratrol jsou oxidovatelné pii vyssSich potencialech (Kilmartinu a kol.,
2001).

Volné radikaly druhy se vyskytuji v riznych reakcich v mnoha biologickych
systétmech a procesech zodpovédnych za zneCistovani potravin. Reaktivni formy
kysliku (ROS) je souhrnny termin pouZzivany k popisu kyslikovych radikéld, jako je
peroxidovy anion (O 2 « - ), a jeji konjugované kyseliny hydroperoxyl (HOO -« ),
hydroxyl (HO + ), peroxyl (ROO -« ), alkoxyl ( RO ¢ ) radikaly, a nékteré¢ dalsi
neradikaly, které jsou bud’ potencidlni oxidacni prosttedky, nebo mohou byt snadno
pfeménény na radikaly, jako je peroxid vodiku (H, O3 ), ozon (Os ), kyselina chlorna
(HCIO), singletovy kyslik (*0.), a lipidové peroxidy (LOOH) (Shchepinov, 2007).



Ve viné ROS mohou byt produkovany skrz ionty ptechodnych kovt [napt Fe (II)] v
postupné ptidavani jednoho elektronu na tripletovy kyslik (O ). Pocatecni pienos
elektronu vede k tvorbé aniontu superoxidového radikalu (O,¢” ), ktera pti pH vina
existuje v protonové formé jako hydroperoxylovy radikal (HOO * ) ( obr. 1 ). Pienos
druhého elektronu bude produkovat peroxidovy aniont (O, ), ktera pii pH vina existuje
v protonové formé jako peroxidu vodiku (H20 ) ( Obr. 1 ). Dalsi redukéni krok vytvori
dokonce vice reaktivni oxidant, hydroxylovy radikal (HO® ) ( obr. 1 ), ktery mlze
odstépit atomu vodiku z organickych sloucenin, kdy nasleduje produkce vody, finalni
produkt redukce kyslikem (Danilewicz 2003).
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Obr.¢.3 Navrhované katalytické piisobeni iontd médi a Zeleza v oxidaci katechold

vedouci k produkci chinont a peroxidu vodiku ( Danilewicz a kol.,2008 ).

Danilewicz (2003) a poté Waterhouse a Laurie (2006) zkoumali navrhované
mechanismy reakci, kterymi kyslik a jeho redukéni meziprodukty reaguji se slozkami
vina, za pritomnosti iontli pfechodnych kovii. Autofi dospéli k zavéru, ze kyslik

nereaguje piimo s fenolickych slou¢eninami bez piitomnosti iontti pfechodnych kovi.

Tyto chinony, vytvofené z oxidace polyfenolt, jako primarni produkty, jsou nestalé
a mohou byt podrobeny dal$im reakcim. Chinony se mohou spontanné¢ kombinovat s
nukleofilnimi slouceninami (vCetné nékterych fenold, thioll a aminil), vzhledem k

jejich vysokemu elektrofilnimu charakteru.

Pfi reakci peroxidu vodiku s Zeleznatymi ionty vznikaji hydroxylové radikaly (HO"),
coz je zndmo jako Fentonova reakce (Obr.4). Hydroxylovy radikal je redukovany
produkt kysliku, ktery méa schopnost oxidovat téméf jakoukoli organickou molekulu,
vyskytujici se ve viné (Waterhouse a Laurie 2006). Z divodi jeho neselektivitnich

vlastnostni bude reagovat s prvni druhem na ktery narazi, v zavislosti na jeji koncentraci



(Danilewicz, 2003), jako je napfiklad ethanol, kyselina vinna, glycerol, cukry a
organické kyseliny ( Danilewicz, 2003 a Waterhouse a Laurie, 2006).

H,O, + Fe** — HO" + OH~
Obr.¢.4 Fentonova reakce

Ortho-dihydroxybenzoové kruhy jsou oxidovany na chinony v postupném pienosu
dvou atomt vodiku (Danilewicz, 2003). Za normalnich podminek stavu vina, jsou
fenolické oxidacni reakce pomalé. Na druhé strané, elektrony jsou rychle pievedeny z
fenol do semichinont pti pH 7 (Danilewicz, 2003), takze v alkalickém prostiedi vino
reaguje mnohem rychleji s kyslikem nez pfi niz§im pH. (Singleton, Trousdale, a Zaya,
1979).

4. Hlavni substraty pro enzymatickou oxidaci
Mezi hlavni substraty vyuzivané oxidativnimy enzymy jsou pievazne flavonoidy a
neflavonoidy.Kazda ztéchto skupin ma velké a vyznamné mnozstvi fenolickych

sloucenin s odliSnymi chemickymi vlastnostmi.

4.1 Flavonoidy

Flavonoidy se vyznacuji C6-C3-C6 kostrou sestavajici ze dvou fenolickych jader (A
a B) spojeny pyranovym (obsahujici kyslik) jadrem (C). Riizné stupné oxidace
heterocyklického kruhu (C) a hydroxylace/metoxylace jednoho ze tii jader vede ke
vzniku velké skupiny struktur, srozdily ve fyzikalné-chemickych vlastnostech a
stability. Nejbéznéj$i vinné Flavonoidy jsou flavanoly (kaempferol, kvercetin a
myristupetin). Jsou to zluté pigmenty s rGznou intenzitou barev. Jejich strukturu
charakterizuji dvé benzeové jadra spojend okyslicenym heterocyklem (Michlovsky,red
wine). Dalsi skupinu téchto latek tvoii flavonoly (katechin, Epikatechin a taniny) a
antokyany (kyanidin-3-glukosid, peonidin-3-glukosid, delfinidin-3-glukosid, petunidin-
3-glukosid a malvidin-3-glukosid-obr.¢.5)( Carla Oliveira,2011).

Koncentrace flavonoidi béhem zpracovani vina zavisi na mnoha faktorech.
Zakladem je jejich obsach v bobulich (85 procent vsech fenolickych latek v ¢erveném
ving). V Cerveném viné dosahuje jejich koncentrace az 1g/l, zatimco v bilych vinech
dosahuji koncentrace téchto latek do 20 procent — kolem 50 mg/l v zavislosti na stupni

extrakci, dalce kontaktu se slupkou a semeny atd.). Koncentrace flavonoidi ve viné je



siln¢ ovlivnéna praktikami vinafstvi jako jsou lisovdni a macerace, které ovliviuji

stupenn extrakce ze slupek a predevSim semen. Semena jsou bohata predevsim na
flavanoly.

Flavonoidy
Flavonoly o
#.;Ja,,_ _OH Kaempferol (R?-: Ri= H)
[ L Kvercetin (R1=0H, R?=H)
Ao -~ b\-ﬁ,‘ ~ o e ___,.-"' H:L___.-' ~ 2
# l [[ " Myricetin (R!= R?=0H)
H‘HT-'Z:::"' "H_T.-""' . o
oH O
1 1
Flavanoly

(+)-Katechin (R!=H)
(+)-Gallokatechin (R!=0H)

(-)-Epikatechin (R!=H)
R’ (-)-Epigallokatechin (R!=0H)

(-)-Epikatechin gallit (R!=H)
oH (-)-Epigallokatechin gallit (R!=0H)

OH
OH
Antokyadiny R Kyanidin 3-glukosid (R! =0H, R?=H)
L ~°% " Peonidin 3-glukosid (R!=0CH;, R?=H)
HO L w;?_:;,,|I.HH . Delfinidin 3-glukosid (R!= R?=0H)
L 1. Jh " Petunidin 3-ghukosid (R!= OF, R?= OCH;)
: T e Malvidin 3-glikosid (R!=R? =OCHj)

Obr.¢.5 Flavonoidy a jejich jednotlivé struktury (Carla Oliveira,2011)



4.2 Neflavonoidy

Neflanoidni fenolické slou¢eniny ve viné jsou rozdéleny hydroxybenzoove
kyseliny a Kkyseliny hydroskoricové, t€kavé fenoly, a ruzné slouceniny (naptiklad
lignany a kumariny). Ackoli u nebarevnych neflavoidnich slozkach je zndmé, ze posiluji
a stabilizuji barvy ¢ervenych vin intra a inter-molekularnimy reakcemi. Mohou mit také
vliv na aroma vina (volatelni fenolové kyseliny) a n¢které z nich napf. resveratrol

vykazuje silnou biologickou aktivitu.

4.2.1 Hydroxybenzové kyseliny

Jsou odvozeny od kyseliny benzoové, kyseliny hydroxybenzoové se vyznacuji C6-
C1 skeletu (Obr.¢.6). Nejbézngjsi derivaty nalezené ve viné jsou kyselina gallova
kyselina gentisova, p-kyselina hydroxybenzova, kyselina protokatechinova, kyselina
syringova, salicylovd kyselina a kyselina vanilovda. Ve viné mohou byt
hydroxybenzoové kyseliny nalezeny ptevazné v jejich volné formé.(M.V. Moreno-

Aurribas, 2009)

Z hydroxybenzoovych kyselin ma nejvétsi zastoupeni kyselina gallova. Nejen Ze
pochazi ze samotnych hroznfll, ale je také tvofen hydrolyzou hydrozylovatelnych a
kondenzovanych tanind. Hladiny HBA ve viné vykazuji velkou variabilitu v zavislosti
na moStové odriidé€ a vegetac¢nich podminek.Pozo-Bay Na et al. (2003) uvadéji hodnoty
mezi 0,3 a 1,3 mg /1 pro kyselinu gallovou ve §panélskych Sumivych vinech z bilych a
Cervenych hroznd, kyseliny protocatechinové byly hodnoty mezi 0,5 a 0,93 mg /
I,zatimco koncentrace pro kyselinu p-hydroxyskoficouvou byly v rozmezi 0-0.22 mg / I.
Pena-Neira et al. (2000) detekoval ve vin¢ z La Rioja koncentraci kyseliny gallové az
2,29 mg / 1, zatimco Sladkovsky a kol. (2004) uvad¢ji koncentrace kolem 4,8 mg / 1
vV tawny portském. Nékteii autofi uvadéji koncentraci kyseliny gallové az do 41,6 mg /1.
Nicméné, ve srovnani se skupinou hydroxyskotficovych kyselin je celkova koncentrace

HBA ve vin¢ pomérné nizka.

Celkové bylo identifikovano 7 benzoovych kyselin (C6-C1). Dvé jsou pfitomny jen
ve stopovych mmnozZstvich: kyselina saliciliva (ortho-hydroxybenzoova kyselina) a
kyselina gentisova (2,5 dyhydroxybenzoova kyselina). Kyselina salicylova a jeji nestaly

ester salicylan metylnaty jsou molekulami signalizujici odpovéd na rostlinny patogen.



Kyselina salycilovd ma protizanétlivé ucinky, ale v bobulich je pfitomna jen ve stopach

(40ug/kg Cerstvé vahy bobule, coz je zanedbatelné mnozstvi.

Kyselina gallova se v bobulich vyskytuje v mnozstvi od 2 do 13 mg/kg. Prevazné
v semenech, kde tvoii estery s katechinem. Kyseliny se lisi podle substituce jejich
benzeového jadra. V bobulich se vyskytuji ve formé glykosidu, z kterych se uvoliuji
hydrolyzou, a ve formé esterti (gallo- a egallotaniny), z nichz se uvoliuji pomoci
alkalické hydrolyzy. Pievladaji volné formy téchto latek, hlavné v cerveném vin¢, diky

vvvvvv

Acrribas, 2009)

Nejrozsitengj$i jsou odvozeniny okyseliny hydroskotficové. Byly identifikovany
v malych mnozstvi ve volné form¢, ale v zasadé¢ jsou to estery kyseliny vinné a
glykosidy. Nejéstéji jsou to kyseliny kaftarova, kutarova a fertarova — estry kyselin
vinné a kavové, p-kumarové, ferulové v uvedeném poiadi.V ptitomnosti metyl-esterazy
se estery rozpadnou na monomery. Také se hydrolyzuji béhem kvaseni. V bobulich se
nejcastéji vyskytuje kyselina kaftarova (o-difenol), kterd je pak vysoce oxidovatelnou
soucasti mostu zpusobujici jeho hitednuti. Kyselina skoficova se spoji s monoglykosidy
antokyant a vytvofi acylovatelné antokyany, esterifikaci kyseliny kavové a p-kyseliny
kumarové s hroznovym cukrem pak tvoii glukosid. V malém mnozstvi zpisobuji

produkty okysli¢enych kyselin kaftarové a kutarové zluto-zlaté zbarveni bilych vin.

Navzdory  vysokému  obsahu  okysli¢enych  neflavonoidli v Cervenych
vinech,antokyany a prokyanidiny maskuji jejich pfFitomnost. V pifipadé novych
(interspecifickych) odrid je kyselina kaftarova ptevladajici fenolovou kyselinou
v bobulich. Kyselina gallovd rovnéz dodava bobulim antiradikdlovou aktivitu, ale
nejvice ji ziejmé zajistuje kyselina kaftarova. Podnoz ma vyznamny vliv na obsah
jednotlivych sloucenin v hroznech, ale vliv roku je vyrazné vétsi. Fenolové kyseliny
jdou ve zfedéném roztoku alkoholu bézné bezbarvé, ale oxidaci mohou zezloutnout.
Z organoleptického hlediska jsou bez chuté a zapachu. Jsou prekurzory tékavych
vytvotenych mikroorganismy (kvasinky rodu Brettanomyces a bakterie). Etylfenoly
s animalnim aromatem a etyl-guajakoly se nalézaji v ¢ervenich vinech. V bilych vinech
se nachazi vynylfenoly s aromatem piipominajicim kvaSené zeli a vynyl-guajakoly.

Tyto slouéeniny vznikaji reakci kyselin p-kumaroveé a ferulové.



R,
R R>
Ha

Hydroxybenzoové kyseliny R R, R; R, MW
Kyselina gallova H OH OH OH 170
Kyselina gentisova OH H H OH 154
Kvselina p-Hydroxvbenzoovda H H OH H 138
Kyselina protokatechova H OH OH H 154
Kyselina salicvlova OH H H H 138
Kyselina syringova H OCH, OH OCH; 198
Kyselina vanilova H OCH;s OH H 168

Obr.¢ 6 Hydroxybenzové kyseliny (M.V. Moreno-Arribas, 2009)

4.2.2 Hydroskoricové kyseliny

Hydroskoficové kyseliny se se vyznacuji C6 —C3 Kkostrou a formalné patii do
skupiny fenylpropanoidu. Rtizné slouceniny pfitomné ve vin¢ jsou piedevsim derivaty
odvozené od hydroskoficovych kyselin — kyselina kavov4kyselina p-kumarova,
kyselina nerulova kyselina synapova (obr ¢.7). Tyto derivaty mohou byt pfitomny Vv Cis
a trans konjugované form¢&. Trans formy jsou vice stabilni a proto i pfevazuji. Ve viné
jsou HCA piitomny ve volné formé v nizkych koncentracich, zatimco depsidy formy tj.
estery L-(+)- kyseliny vinné pievazuji. Depsid odvozeny od Kkyseliny kavoveé.
Vsudypiitomné chlorgenové kyseliny, estery hydroskoficovych kyselin a kyselinu
chinovou ve viné nelze nalézt, ale jsou misto nich nahrazeny estery kyseliny vinné.
Mezi hydroxyskotficovyma kyselinami prevlada kyselina kaftarova (az o 50% celkovych
hydroxyskoficové kyseliny). DalSimi dilezitymi latkami jsou estery kyseliny vinné -
kyselina p-kumarova a kyselina ferulova, a trans p-kumarovy glukosid. Koncentrace
hladiny derivatd hydroxyskoficovych kyselin ve viné zavisi na mnoha faktorech, jako

jsou odridy, rastove podmineky, klima, atd. (M.V. Moreno-Arribas, 2009)



Proto neni piekvapenim, ze jsou v riznych vinech pomémé velké rozdily. Obecné plati,
ze koncentrace téchto sloucenin se pohybuje kolem 100 mg/l. Z toho kyselina p-

kumarova se pohybovala v rozmezi okolo 55mg/l a kyselina ferulovad se pohybuje

kolem 16 mg /I.
COOR,
==
R, R,
OH
Hydroxyskoficové kyseliny R, R, R; MW
Kyselina kavovi OH H H 180
Kwselina kaftarova OH H Kwselina vinna 312
p-Kwselina kumarova H H H 164
p-Kwselina kutarova H H Kwselina vinna 296
Kyselina ferulova OCH; H H 194
Kyselina Ferturova OCH,4 H Kyselina vinna 326
Kyselina sinapova OCH;,4 OCH,4 H 224

Obr.¢.7 Hydroskoticové kyseliny (M.V. Moreno-Arribas, 2009)

4.2.3 Tékave fenoly

Tekavé fenoly maji nejnizsi koncentraci mezi fenolickymi slouceninami ve viné.
Nicméng, vzhledem k jejich aktivnimu zapachu maji velky vliv na senzorické vlastnosti
vina.Pro tvorbu tékavych fenoli mohou byt rozliSeny dva zpisoby. Jednim z nich je
enzymatickd tvorba z prekurzort ptitomnych ve vin¢ a druhy ptivod je ze dieva, béhem
Vznikaji z dekarboxylaci hydroxyskoficovych kyselind, tyto slouceniny jsou potom
zodpovédné za pachuté vin. Vinylphenoly maji nepfijemny zapach. S prahovymi
hodnotami v rozmezi od 420 g /1 v poméru 10/1 smési 4-vinlyfenolu a 4-vinylguaiakolu

v bilém viné a 720 g / 1 v poméru 1/1 smési ethyl-fenoli v Cerveném viné. Tyto



slou¢eniny mohou vino velmi snadno zkazit. Jak uvadi Chatonnet et al. (1989),
kvasinky Saccharomyces cerevisce muzou dekarboxylovat jen kyselinu kumarovou a
ferulovou. Daleko u¢innéjsi kvasinky zodpovédéné za nepiijemné pachy vin s tékavymi
fenoly jsou Brettanomyces/Dekkerra, typ, ktery muze produkovat vinyl a ethyl fenoly
hydroxylovych skoficovych kyselin. Pfehled na toto téma poskytuje Rib ereau-Gayon et
al. (2000). Dalsim zdrojem tékavych fenoli je dubové dievo.(M.V. Moreno-Arribas,
2009)

4.3 Reakce hydroxyskoricovych kyselin s antokyant

Hydroxyskoticové kyseliny se ucastni ¢etnych reakci, které se vyskytuji v pribéhu
vyrobya zrani vina. Jsou to dulezité slouCeniny v oxida¢nich procesech vina. Pfi
skladovani kyslik reaguje pies vazanou oxidaci s vicinalnimi di-a trinydroxyfenoly, jako

je kyselina kavova, za vzniku odpovidajicich chinont ( Singleton 1974)

Nésledna reakce mize vyustit k oxidaci etanolu na acetaldehyd, u néhoz bylo
prokazéano, ze se Ucastni kondenzacnich reakci mezi vinnymi fenoly, jako jsou napiiklad
antokyany a flavan-3-oly, které tvoti velké mnozstvi novych, ¢aste¢né ethyl-vazanych
pigmenti. Barva cerveného vina je také siln€ ovlivnéna pritomnosti
hydroxyskoficovych kyselin. Hraji dilezitou roli v kopigmentaci, coz je interakce s
prokyanidiny (napf. katechiny, tzv. kopigmenty) tim vznika narevny komplex, ktery
znazoriiuje zintenzivnéni barvy antokyanovych roztokl ptitomnosti dalSich fenolickych

latek. (M.V. Moreno-Arribas, 2009)

5.Enzymy obecné
Enzymy jsou jednoduché nebo slozité bilkoviny s katalytickou aktivitou. Urcuji
povahu rychlost chemickych reakei a tidi vetSinu biochemickych procest Vv téle vSech

zZivich organisma (Michlovsky,2014).

Tyto biologické katalyzatory jsou vétSinou vodorozpustné, ale srazejici se
s etanolem. Jejich stabilita je v roztoku pomérn¢€ nizka. Jsou citlivé na chlad, ale taky na
teploty nad 50°C. Uvadi se,Ze vSechny izolované enzymy byly identifikovany jako
bilkoviny, a to bud’ jako proteiny nebo jako proteidy. Podle dnesni predstavy je aktivni
enzym slozity Gtvar, ktery se sklada apoenzymu a koenzymu. Odd¢li-li se apoenzym od

koenzymu, dochazi ke ztraté biologicke aktivity enzymu. Ferencik uvadi, ze enzymova



reakce probihd v nékolika etapach. Nejprve je to reakce, pii které se vytvoii komplex
enzym-substrat, dale reakce, pfi niz probiha aktivace komplexu enzym-substrat a
nasleduje chemicka pfeména substratu,kdy vznika komplex enzym-produkt Na konci
reakce se oddéluje enzym od reakéniho produktu Aktivitu enzymu ovlivnuji i fyzikalni
a chemické &initele. DileZitou Glohu v enzymovych reakci mé teplota. Pii 0° je ucinek
enzymu nepatrny. Za vysokych teplot od 50 do 80°C se vétsina enzymii inaktivuje. Pro

vétsinu enzymil je optimélni teplota pribshu enzymovych reakci od 25 do 40°C.

Na pribéh a rychlost enzymové reakce ma znac¢ny vliv koncentrace vodikovych
iontd neboli pH, ktera je pro jednotlivé enzymy charakteristickad. Optimalni hodnota
znamena pH znamena, ze pti dané koncentraci vodikovych iontt jsou funkéni skupiny
aktivniho centra enzymu nebo substratu v nejvhodnéjsim disocia¢nim stavu k vzajemné
vazbé. Dulezitou ulohu v enzymovych reakci maji aktivatory, které zvysuji ucinek

enzymil. Stimula¢ng piisobi nejvice kationty Fe?*a Cu (Farkas,1980).
Enzym se skldda ze dvou ¢asti:

Apoenzym Cisté bilkoviného charakteru a se slozitou strukturou, udava specifitu

enzymu.

Koenzym, jednodusi struktury, je nepostradatelny pfi katalytické aktivité enzymu a

vymeénuje napt. chemické skupiny se substratem.
Klasifikace enzymu je sice ptesnd, ale slozitd. Enzym muze byt oznacovan:

a) Doporu¢enym podstatnym jménem
b) Sytematickym jménem

c) Poradovym Cislem slozenym ze Ctyf Cislic

6.Oxidativni enzymy v hroznech s jejich klasifikace

Enzymaticka oxidace fenold, a to zejména v piitomnosti atmosférického kysliku a za
pfitomnosti polyfenoloxidas (PPO), probiha v ¢asnych stadiich zpracovani hroznt a je
dobfe znamo, ze je pfi¢inou zhnédnuti i v potravinach Wang, 1990). V intaktnich
buiikach cerstvého ovoce se fenoly nachéazi prevazné ve vakuolach a oxidoreduktizy v
cytoplazmg. Z toho divodu se pfi poranéni buiiky na vzduchu spusti enzymatické

oxidace zpusobujici zhnédnuti (Wang, 1990) .



Oxidativni hnédnuti pii vyrob¢ vina je dobfe zndmy jev, ktery miiZze nastat
v riznych fazich procesu vinifikace. Jak jiz bylo feCeno, enzymatickd oxidace
fenolickych latek probihd v ptitomnosti kysliku béhem predfermentacnich operaci,
v disledku pusobeni hroznovych oxidativnich enzymu. Hlavni oxidoreduktazy
zodpovédné za oxidaci mostu pii zpracovani hrozni jsou polyfenoloxidazy (PPO) a
peroxidazy (POD) (Li et al., 2005). Oxidativni zhnédnuti zptasobené POD se zda byt
nevyznamnym, ackoli néktefi vyzkumnici zjistili, Ze pii vzajemném ptsobeni s PPO se

zvySovala degradaci fenoli (Robards et al., 1999).

Podle vyboru ndzvoslovim Mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie (NC-

IUBMB), jsou tyto enzymy soucasti tfidy E.C.1- oxidoreduktéazy.

EC 1.10.3 je podtiida, kterd zahrnujici enzymy, které pouzivaji katecholy nebo
ptibuzné slouceniny jako donory elektront a kyslik jako akceptor elektronii, coz vede
k oxidaci donoru za vzniku vody. Do této kategorie patii katechol oxidaza (EC
1.10.3.1), lakaza (EC 1.10.3.2) a ortho -aminofenol oxidaza (ES 1.10.3.4).

Katechol oxidaza je také zndma jako difenoloxidaza, fenoloxidaza, polyfenoloxidaza
a tyrosinaza, nicméné, lakadza je také zndmd jako para-difenoloxiddza. Oxidativni
enzymy této skupiny vice ¢i méné vyznamné pro oxidaci mostu patii tedy tyrosinaza,

lakaza, lipooxygenaza a peroxidaza.(Carla Oliveira,2011)

6.1 Tyrosinaza
Tyrosinaza je pfirozen¢ produkovéna v hroznovych bobulich a miize katalyzovat

oxidaci monofenolu a katechold.(wang,1990)

Oxidaéni enzym tyrosindza mé dva druhy aktivity: aktivita fenol ortho-hydroxylaza
(kresolaza) , pii kterém je monophenol pfeménén na katechol prostfednictvim kysliku,
a aktivita katecholaza, kdy je katechol oxidovan na hnédy pigment melanin (Sanchez-

Ferrer, Rodriguez-Lo6pez, Garcia-Céanovas, a Garcia-Carmona, 1995).

Tyrosindza ma jako substrat v mostu téméf vyluéné kyselinu skoficovou a jeji estery
s kyselinou vinnou tzv. depsidy (kyselina kaftarova a kyselina kutarova). Transformuje
kyselinu kaftarovou na jeji pfislusny chinon. Vlivem enzymu kresolasové aktivity
(monofenolmonoxynaza) kyselina kutarova dava vznik stejnému chinonu jako kyselina
kaftarova. Tyto oxidacni reakce jsou velmi rychlé, pfinejmensim zacatkem kontaktu

mostu se vzduchem muze rychlost spotieby kysliku piekrocit 2 mg/l za minutu, zatimco



ve viné je fadové mezi 1 az 2 mg/l za den. Z toho vypliva, ze v praxi vinifikace bilych
vin neni mozné vyloucit urcitou spotrebu kysliku mostem pied jeho ochrannou oxidem
sifi¢itym. Pokles rychlosti spotieby kysliku v mostu béhem jeho postupné saturace
vyplivd z vyCerpani substratu, kyseliny kaftarové, mnohem vice neZ z inhibi¢niho
pusobeni vzniklych produkti oxidace. Dodani kyseliny kaftarové obnovi rychlost

pavodni spotieby (Michlovsky,2014)
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Obr.¢ 8. Mechanismus t¢inku hroznové tyrosinasy na hydroskoficové kyseliny (Mayer
a Harel, 1979). (1) aktivita kreolasa (a: kyselina kumarova, b: kyselina kdvova) (2)

aktivita katecholaza: (a) kyselina kavova; (b) chinon (Pascal Ribereau, 2006)

6.2 Lakaza

Lakaza je enzym s aktivnim médnatym centrem, ktery produkuje vyhradné Bortritis
cinerea. Lakaza je produkovana plisni a je schopna oxidovat Siroké spektrum substratu,

zejména 1,2- a 1,4-dyhydroxibenzeny (Wang,1980).

Aktivita tohoto enzymu je 30 krat vys$$i nez u tyrosinasy. Navic je stabilni pfi
obvyklém pH a neni inhibovana SO2. Také muze reagovat s rtiznymi fenolickymi
substraty, stejné jako s jinymi tfidami chemickych slou¢enin, véetné chinon-glutathionu

komplexu (Salgues et al., 1986). Vazn¢jsi oxidace se proto ocekava v mostech



vyrobenych z hroznt infikovanych vice ¢i méné plisni Bortritis. Ve vinafstvi mohou byt

pfijata riizné typy strategii, jak omezit oxidacni jevy.

Lakéza se vyznacuje destrukcéni aktivitou polyfenoldi, vcéetné antokyanii. Toto
pusobeni je nazorné pii silné enzymatické aktivit¢: béhem nékolika hodin je Cersty
cerveny most preménény na nahnédly odvar, ,kaStanovy bujon“ podle obvyklého
vyjadfovani. Na rozdil od tyrozinazy dokéze oxidovat daleko vetsi spektrum substrati,
je daleko odolné&jsi vaci oxidu sifi¢itému, jeji pusobeni je rovnéz rychlé, ale trva

mnohem déle (Michlovsky, 2014)

Jiz malé procento bortritidou postizené hrozny vazné naruSuje aromatickou kvalitu
bilych vin.Zpusobuje vEtsi nestalost fermenta¢nich vini. Tyto dusledky plisné $edé jsou
na aroma bilych vin obavanégjsi nez vlastni oxida¢ni zakal. Mené intenzivni pisobeni
nékterych mladych a trochu drsnych tfislovin. Delsi plisobeni béhem mésicti nebo let
vyzravani v tancich nebo baricich nebo i v lahvich zpasobuje zrychlené starnuti,
vyCerpani nebo vysychani piijemnych vin v jejich prvni stadiich vyvoje. Znalost a

zvladnuti aktivisty lakazy ve vinech plati pro vS§echny vinifikatory.(Michlovsky,2014)

Laboratorni stanoveni stop aktivity lakdzy je soucasti vSech zdkladnich
kontrol.Vyznam lakazy vedl upfesnéni jejiho stanoveni na hroznech a mostech jesté
pfed bonifikaci. Lak4za se stanovuje i pro jeji vlastni roli, i jako celkovy markér
BORTRITIS, jako ukazatel celkovych disledkii hniloby. Existuji pfistroje pouzivané
pro automatické stanoveni uz pii pfijemce hrozni ke zpracovani ve sklepé€. Jsou
zalozeny na dvou principech“ bud na spotiebé kysliku v standardizovanych
podminkach po inhibici jinych oxidativnich enzymi jako je tyrozinaza (systém Salgues-
Oliveri, piistroj od Société Seres), nebo stanovenim specifické barevné reakce mezi
lakazou a syringaldazinem (systém Grassin-Dubourdieu, pfistroj od Societé Bio-Serae).
Jsou rovnéz sady vizudlniho pozorovani aktivity lakdzy (Bortrytest, Botrykit), které jsou
pohodIné;jsi, ale méné presné nez kolometrické stanoveni v laboratofi (Blouin). Ve
vSech ptipadech kvalita vysledku , tj. shoda mezi méfenim a souborem analyzované
partie, zavisi siln¢€ na kvalité€ vzorkovani: je nezbytné vykonat né€kolik odbérii (3 az 10)
z jedné nadoby.Je tifeba podotknout, Ze podstata lakazy se nachazi ve slupce, zatimco
obvyklé vzorky moStu dostavame napt. do refraktometru, jsou témét vyluéné tvoreny
Z duzniny, kde je lakazy nejméné. Tato operace vzorkovani slupek je zdlouhava a

namahava, je vSak nezbytnd pro pifesné vyuziti analytického pfistroje. Spravné



stanoveni aktivity lakdzy nesta¢i pfené predlozit zdvaznost Skod vyplivajicich
z botrytického postizeni. Béhem let bylo zjisténo, ze nckteré partie hrozni, na prvni
pohled témé&f zdravé, zatimco jiné podle vzhledu velmi poskozené hnilobou vykazovaly
nizkou aktivitu lakazy. Lakaza se vytvarti ve slupce velmi rychle, jesté pred viditelnymi
poskozenimi, po Case se zmirnuje, zatimco se dalsi Skody zplsobované botrytidou
akumuluji v hroznech. Tyto rozdily mezi vzhledem, stanovenim a skute¢nym
poskozenim jsou zdrojem nevycCerpatelnych neplodnych diskuzi. Lakaza je markérem
aktivity Botrytis v daném momentu a nestaci charakterizovat souhrn hnilobnych
procest. Jeji stanoveni zlstava presnym opera¢nim nastrojem ke tfidéni sklizenych
hroznd ma partie podle zdravotniho stavu“ dokonaly, primérny, nedostate¢ny a stava
se tak predmétem upravenych enologickych postupli. Potfebné hodnoty pro
stejnouenologickou kvalitu se musi ménit podle odridy, ro¢niku, typu vina. Vysledky
se vyjadiuji v jednotkach lakdzy. Mosty ze zdravych bobuli zietelné neobsahuji lakazu.
Ta pochézi z nahnilych bobuli a mize nevyskytovat v koncentraci od 1 az do n¢kolika
desitek jednotek v 1 ml, a to podle stadia rozvoje houby, odridy a klimatickych
podminek, které ovliviwji jeji obsah v bobuli. Takze pied objevenim se konidiofort
Botrytis vykazuji nahnilé bobule nizkou lakazni aktivitu (1 az 2 jednotky ml), tato
aktivita vyrazné stoupa se sporulaci (na 15 az 20 jednotek ml) a pokracuje dale
nariistanim koncentraci béhem vadnuti bobule (tab. 3(. Je vzdy obtizné urcit univerzalni
préh enologické tolerance na zadvadnost sklizenych hroznti, zavisi na vyZadované Grovni

kvality nebo dokonalosti vina.(Michlovsky,2014)
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Obr.¢. 9 Oxidaéni mechanismus zdravého hroznového mostu tyrosindzou a napadeného

hroznového mostu plisni Sedou lakazou (Pascal Ribereau-Gayon, 2006)

6.3 Lipooxygenaza

Pokud se drti rostlinna tkan (pfedevsim listi, ale také ovoce), jsou produkovéany
pachy typu zelenych listi ¢i posekané travy. Tento jev byl v hroznech prokézan
Rappem et. Al. (1979).

Do této reakce jsou postupné zapojeny Ctyii enzymatické aktivity. Za prvé,
acylhydrolésa uvoliluje mastné kyseliny z membranovych lipidi. Dale lipoxygenasa
katalyzuje fixaci kysliku na tyto C;g nenasycené mastné kyseliny. Tyto enzymy tvofi
prednostné hydroperoxidy v Ci3 formé z linolovych a linoleovych kyselin. Ziskané
peroxidy se pak St€pi do Cg aldehydt. Nékteré z nich jsou redukovany na jejich
odpovidajici alkoholy alkoholovou dehydrogenasou hroznt.Tyto alkoholy jsou

odpovédné za jejichodpovidajici pachy. Vzhledem tomu,, Ze enzymy jsou napojeny na



membranové frakce, koncentrace aldehydd je pfimo imérnd intenzité pevnych latek
z macerace. NaruSeni buinééné struktury hroznu béhem ptedfermentacnich operaci je
doprovazeno jinou, mnohem vice aktivnéjsi enzymatickou oxidaci. Rychlost spotieby
kysliku se pohybuje od 0,5 do 5 mg /lI/ min, v zavislosti na puvodu a vlastnostech
mostu.Tato zména je zpusobena oxidaci fenolickyh slouc¢enin. (Pascal Ribereau-Gayon
2006)
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Obr.¢.10 Enzymaticky mechanismus tvorby aldehydi a C6 alkoholli, odpovédné za
travnaté chuté (Crouzet,1986). (1) [acyl] hydroldza; (2) lipoxygendza v piitomnosti
kysliku; (3) §tépici enzym peroxid; (4) alkoholdehydrogenaza (Pascal Ribereau-Gayon
2006)



7. Mechanismus aktivity oxidativnich enzymu
V hroznovém mosté, enzymatické hnédnuti do znacné miry koreluje s obsahem
hydroskoficovych kyselin, pfevazné s kyselinou kaftarovou a kutarovou a je

podporovano flavan-3-oly.(Wang,1990)

Pii drceni hrozn se okamzité uvolni polyfenoloxiddzy (PPO) a rychle oxiduji
hydroskoficové kyseliny na benzochinony. Mezitim se benzochynony produkované
enzymatickou Cinnosti ticastni dalSich reakci v zavislosti na jejich elektronické afinité a
redukénich vlastnostech. Pravé oxidanty, chinony, mizou oxidovat latky, které maji
nizsi potencial (polyfenoly, kyselina askorbova, SO2). Chinon je pak zpét redukovan na
jeho ptivodni katechol. Jako elektrofily, chinony mtizou také reagovat s nukleofily, jako
jsou amino derivaty (Kutyrev a Moskva, 1991). Rychlost spotieby kysliku se pohybuje
od 0.5 do 5 mg /I/ min, v zavislosti na ptivodu mostu. Tato zména je z nejvetsi Casti

zpusobena oxidaci fenolovych slouc¢enin (Pascal Ribereau-Gayon, 2006).

Pii oxidaci mostu je pocatecni spotieba kysliku orto - dyhydroxybenzenu zpomalena

ptidanim thiolt, jako je cystein (Cys), nebo glutation (GSH).(Carla Oliveira, 2011).

Glutation ma merkato skupinu -SH s nukleofilnim centrem a volnym elektronovym
parem. Na této merkapto skupiné se vytvoii vazba s elektrofilnim jadrem chinonu. To
vede Kk regeneraci vicinalniho (sousedského) hydroxy jadra kyseliny kavové. M vedle
sebe opét dvé -OH skupiny. Tak vznikne produkt (GRP), ktery jiZ neni substratem pro
tyrozindzu. Nicméné lakéza oxiduje daleko vetsi spektrum substrati. MiZe dal oxidovat
produkt (GRP)obr.4. Je-li kdispozici esté dalsi mnozstvi glutationu, vede tato oxidace k
vytvofeni druhého produktu GRP2. Vyc€erpani glutationu a dalSich nukleofili vede k
hnédnuti. Pomér glutationu ke kyseliné kavové by mohl byt ukazatelem zvySené
nachylnosti urcitého kultivaru k oxidaci. Pohybuje se v rozmezi od 1.3 do 12.7 v

bobulich a od 0.6 do 10.5 v mostu (WJ. du Toit,2006).

Most miize byt také rozdélen do tfi skupin podle obsahu hydroskotficovych kyselin:
Pomér hydroskoticovych kyselin ke glutationu je od 0,9 do 2,2, coz vede k nepatrnym
zméndm barvy v dasledku rychlému vytvofeni GRP a v disledku vysoke koncentrace
glutationu. Pomér hydroskoticovych kyselin ke glutationu je od 1.1 do 3.6, coz vede ke
stfedné zbarvenému mostu. GRP je vytvofen s kyseliny kaftarové. GRP-0-chinon bude
dal pokracovat v reakcich, jakmile dojde kdepleci glutationu. : Pomér

hydroskoticovych kyselin ke glutationu je od 3.8 do 6, coz vede k tmavé zbarvenym



mostim, z dtvodid deplece glutationu a vysoké koncentraci o-chinond kyseliny
kaftarové (WJ. du Toit,2006).

Ptislusné proporce glutationu a hydroskotficovych kyselin se jevi jako ustiedni
problém enzymatického hnédnuti. Stanoveni hydroskoficovych kyselin (kaftarové a
kutarové), GRP a jejich chinoni pii oxidaci série bilich most riznych odrud, spojené
s analyzou barvy oxidovanych mosti umoznilo odliSit rdzné tfidy mostd podle

molarniho poméru hydroskoficovych kyselin ke glutationu (AH/GSH):

a) Mosty velmi malo citlivé k hnédnuti (AH/GSH < 1), kdy se hydroskoticové
kyseliny rychle oxiduji, zatimco GRP se akumuluje v prostiedi a proto je spotfeba

kysliku nizka a barva se prakticky nevyviji.

b) Mosty vice citlivé k hnédnuti (1 < AH/GSH < 1), nebo velmi citlivé k hnédnuti
(AH/GSH > 3), kde GRP dosahuje po nékolika minutach oxidace maximum, potom
rychle klesd a nastava z chinont oxidaéni reakci regenerace pivodniho substratu, po
které okamzit€¢ nasleduje nova oxidace, projevujici se zvysSenou spotiebou kysliku.
V tomto piipad€ pouze prvni etapa enzymatické oxidace spotiebuje kyslik, takZe tato
spotfeba zavisi jak na koncentraci substratu PPO a poctu recyklaci v moStu, tj. od
mnozstvi molekul oxidovanych sdruzenou oxidaci. Tato schopnost oxidovat mize byt
stanovena pouze piesnou spotiebou kysliku mostem v kontrolovanych podminkéach, ale
rovnéZ podle vyvoje hydroskoficovych kyselin, GRP a jejich chinonii béhem této

oxidace (Michlovsky,2014)

7.1 Glutation

Glutathion je dulezitym slouc¢eninou v mostu. Glutathion je tripeptid skladajici se ze
tii aminokyselin (cystein, kyselina glutamova, glycin). Jeho cysteinovy zbytek reaguje
¢astecné s chinony vyplyvajici z oxidace fenolli. Novy derivat (GRP) se oxiduje jen
Vv pfitomnostim 14kazy produkované houbou Botrytis, zatimco hroznova tyrosinaza tuto

vlastnost nema. Nedokaze jiz dale oxidovat tyto noveé vzniklé produkty.

Jako cystein, glutathion obsahuje rozhodujici thiol (-SH) skupinu, ktera z né&j ¢ini
ucinny antioxidant. Prakticky neexistuji zadné Zivé organismy na naSi planeté-
zivocichové nebo rostliny, jejichz buiiky neobsahuji néjaké mnozstvi glutationu. Védci
spekulovali, Ze glutathionu byl nezbytny pro samotny vyvoj zivota na Zemi.

Glutathionu mé& mnoho roli; V Zadném ptipadé nefunguje jako samostatna jednotka. Je
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ve kterych seskupeni na thiol cysteinové Casti bunéénych membran chrani proti
peroxidaci; a konjugacni reakce, ve které glutathion (piedev§im v jatrech), se vaze s
toxickymi chemikaliemi, aby je detoxifikovaly. Glutathion je také dulezity pii tvorbé
cervenych a bilych krvinek a tim celého imunitniho systému. klinické vyuziti
glutathionu zahrnuje dale prevenci toxicity kysliku v hyperbarické oxygenoterapie,
zpracovani olova a otravy z jinych tézkych kovu, snizeni toxicity chemoterapie a
ozafovani v 1écb¢ rakoviny a zvrat Sedého zakalu a tak neni je jasné, ze ma velkou

funkei i v mostu. (Http: // www. Dcnutrition com / aminokyseliny /.)
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Obr.¢ 12 Struktura glutathionu a jeho reakce s chinony vyrobené oxidaci fenolt

7.2 Chinon vznikly z kyseliny kaftarové a jeho mozné vlastnosti
a) Mize se vazat s ,.chininovymi pastmi“ moStu a zejména s glutationem — velmi
reduktivnim tripetidem ktery nese skupinu — SH a jehoz nékteré odridy muzou

obsahovat az 100mg/kg. Ziskanym produktem je kyselina S-glutationyl-2-kaftarova,



puvodné¢ nazyvana GRP — grape reaction produkt (Cheynier a kol., 1986). Tato
oxidoreduk¢ni reakce regeneruje funkci o-difenylu, tyrozinaza je vici tomuto derivatu
glutationu neaktivni, ale ten mtze byt oxidovan lakazou. Chinon kyseliny kaftarové se
muze vazat i s jinymi reduktory mostu, jako je kyselina askorbova, zdvojena oxidace
regeneruje kyselinu kaftarovou. Stejné jako jsou zvySené koncentrace glutationu (GSH)
a kyseliny askorbové, spotieba kysliku mostem nezpiisobuje akumulaci chinonti, ani

hnédnuti mostu

b) Chinon kyseliny kaftarové mize téz vstoupit do zdvojenych oxidaci s flavonoidy
stejn€ jako s GRP, vznikaji chinony flavonoidi a chinony GRP. Chinon se zase vaze

s glutationem a vznika kyselina di-S-glutationyl kaftarova neboli GRP2.

¢) Chinon kyseliny kaftarové je posléze schopny kondenzovat se s o-difenoly,
predevsim s vlastni kyselinou kaftarovou. Barva a nerozpustnost vzniklych produktd se
zvySuji spolu se stupném kondenzace. Chinony flavanoll vstupuji téz do kondenza¢nich

reakci, které vyusti v produkty intenzivné zbarvené, pozdé&ji nerozpustné (Pascal

Ribereau-Gayon, 2006).
O OH
0
~ 80, + 2H,0 -
C
A\l
2H + 80,
(o-chinon kyseliny kaftarové) 0
o
On o . 8 Lt
oM TS 0— )
o /I)l- ! a4
no " A

o=
o= o . - I
"N s oM
NH
$ 071/\..‘ SH \)1/\ r;')\/
) oM OH ° |
- O OH o.
Yo O Glutation
~ *
o

(2-S-Glutationylkaftarova kyselina )

Obr.¢.13 Kondenzaéni reakce oxidované kyseliny kaftarové (Vinaisky obzor,2007/6)



8. MoZné ochrany mosti pred oxidaci

8.1 Oxid siFicity

Oxid sificity (SO») je Siroce pouzivan od lisovani k plnéni do lahvi, a to zejména u
bilych vin, za Gcelem ochrany mostu a vina. Antimikrobidlni a antioxidacni aktivity
Skodlivych kvasinek a bakterii ve viné. SO, maji také moznost podilet se na ptidavnych
reakcich s karbonylovymi slouc¢eninami za vzniku nevolatilnich bisulfitovych adukti,a
tim zabrani nepfijemnym senzorickym vlastnostem. Koncentrace pfidané SO, do vina
se obvykle pohybuje v rozmezi od 50 do 200 mg / 1. Ve ving, existuje rovnovaha mezi
molekularni a iontovou formou oxidu sifi¢itého. Pfi pH vina, 94 az 99% existuje v
iontové formé& jako hydrogensifi¢itanem HSO ;3 - a tak pouze maléd ¢ast je pfitomna

jako volny SO, (Carla Oliveira, 2011)
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oxidaci. Abysme znicCily aktivitu tyrozinazy, je nutné dodat do mostu 50 mg / 1 oxidu
sifi¢it¢tho. V pfipad€, ze jsou hrozny zdravé, zablokujem touto davkou vSechny
enzymatické oxida¢ni mechanismy. Vys§i davkou se k inaktivaci tyrosindzy siii jen
piépadé velmi zbarveného mostu z lisu, ktery obsahuje chinony (Pascal Ribereau-
Gayon, 2006)

Oxid sifi¢ity je nutné aplikovat jednou jedinou davkou a co mozné nejhomogenngé;ji.
Je nutné vyvarovat se mensi davce nez 50 mg_l, protoZe oxidacni jevy a hnédnuti mostu
se potom jen odkladaji, most potom spotiebuje veskery kyslik, ktery obsahuje. Nejhorsi
moznou metodou je postupné pridavani malych davek SO, . Celkové mnozstvi kysliku
spotfebovaného v téchto podminkdch mostem vystavenym ptsobeni vzduch je potom
vyssi neZ u nazasifeného mostu a findlni zbarveni je prakticky stejné jako bez zasifeni.
Sifeni hroznu podporuje extrakci fenolovych sloucenin ze slupek (Pascal Ribereau-
Gayon, 2006).

8.2 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova (vitamin C) a jeji opticky izomer, kyselina erythorbova byla
pivodné alternativou k sifi¢itaniim. Byla Siroce pouzivana jako antioxidant pii vyrobé
zvlasté bilého vina, predevSim pro jeji chemické vlastnosti (redukéni charakter a

kapacitu zachycujici kyslik). Podporou jejiho pouzivani bylo také jeji schvaleni pro



pouziti vyroby vina (Marks, 1990 ). Nicméné€, mnoho studii prokézalo, ze kyselina
askorbova muze hrat spise prooxida¢ni nez antioxidantni roli, a to v zavislosti na jeji
koncentraci ve viné ( Bradshaw a kol.,2003). Mnoho vysledk nedavnych vyzkumu v
modelovych systémech bilych vin ukazulo, Ze v piipadé pouziti kyseliny askorbove v
kombinaci s SO, muize zpusobit zrychlenou spotiebu SO, a tim urychlit vznik Zlutych
pigmentt (Bradshaw a kol.,2004).

Navic,kyselina askorbova mutize mit vedle svych silnych redukénich vlastnosti
zaroven i silny oxida¢ni ¢inek. Rodopulo a Merzanjan Gvadéji, ze kyselina askorbova
se muze usp&$né pozit ve vinech, které se uz nebudou provzdusnovat, jinak vznika v jeji
pritomnosti ve viné silna oxidace. Kyselina askorbovd se dehydrogenuje, dava dva
atomy vodiku a redukuje chinony. Vlivem askorbatoxidoreduktasy enzymovou oxidaci
kyseliny askorbové vznika vznika kyselina dehydroaskorbova a voda. Naproti tomu pfi
neenzymové oxidaci se vytvari kyselina monodehydroaskorbova a peroxid vodiku,
ktery je schopen pii aerobnich podminkach oxidovat i ty slozky vina, které se kyslikem
neoxiduji. Proto se kyselina askorbova nemda ptidavat dovina pii soucasném sifeni
v aerobnich podminkéach. Mize nastat i rozklad kyseliny askorbové, ktera potom ztrati
svoje biologické a redukujici vlastnosti. Kielhofer a Wurdig uvadéji, ze kyselina
askorbova se oxiduje vzduSnym kyslikem za vzniku peroxidu vidiku a za pfitomnosti
iontli zeleza intenzivné oxiduje kyselinu sifi¢itou. Podle jejich udaji klesl obsah
kyseliny sifi¢it¢ ve viné ze 128 na 106 mg/l, v pfitomnosti kyseliny askorbové az na 28
mg/l. Ukézalo se, Ze kyselina askorbovd se mulze s vyhodou pouzivat pouze
Vv anaerobnich podminkach bez pfistupu vzduchu pfi lahvovani vina. V soucasné dobé
jiz neni pouziti kyseliny askorbové pii vyrobé vina rozsifené a dokonce ve francii neni

povolené (Farkas, 1980)

8.3 Chlazeni mostii, které sniZuje rychlost oxida¢nich reakci

Lisovani celych hrozni pod 0 C v procesech kryoextrakce vyrazné¢ omezuje
oxidaéni jevy. Narust znakkt ovocitosti u suchich bilich vin touto metodou v porovnani
s lisovanim pfi okolni teploté naznacuje nejen vyznamnéjsi uvoliovani aromatickych
slozek a jejich prekurzord v diisledku zmrazovani a rozmrazovani slupek, ale provazi
také omezeni oxidativnich jevii béhem lisovani pfi teploté blizké nule. Odkalovani
omezuje oxidazni aktivity v mostu, ale nesta¢i zabranit hnédnuti moStu. V Cerstvém

pted kyslikem nechranéném mostu ziistava stale dost aktivity rozpusSténé tyrosinazy, a



tak rychle hnédne. Odkalovani je naopak prostiedkem pro odstranéni produktl oxidace,
zejména kondenzovanych forem flavonoidl vznikajicich béhem oxidaci. Ohfev mostu
teoreticky umoziuje destrukci oxidaz, ale musi nastoupit rychle po vylisovani vzestup
teploty by mél byt co nejrychlejsi. V praxi se v8ak malo pouziva (Pascal Ribereau-
Gayon, 2006)

8.4 Ohi'ev mostii na teplotu 60°C po dobu nékolika minut

Zahtivani rmutu pfed lisovanim. Ohfev muze Castecné nahradit pasobeni oxidu
sifiCitého. Zahfivanim rmutu se dosdhne inaktivace oxidacnich enzymii, dale sniZeni
poctu kvasinek a bakterii a vedle toho c¢aste¢ného vyluhovani barviv. Tento zplsob
umoziiuje snizit mnozstvi pouzivaného oxidu sifi¢itého. Nevyhodou jsou vysoké

naklady a to, Ze zahfivanim miiZze byt ovlivnéna chut’.

8.5 Vyroba vina bez pristupu vzduchu v interni atmosféie

Zjistilo se, ze oxidaci je mozné zabranit zpracovanim hrozni a vyrobou vina v intrni
atmosféfe. Pokusy se konaly pii lisovani na lisu Vaslin v atmosféfe oxidu uhli¢itého.
Vylisovany most prokvaSoval v kovovém tanku a atmosféfe co2, takze se vyloucila
moznost oxidace. Ve srovnani s kontrolnim vinem probéhla ve viné vyrobeném bez
pfistupu vzduchu jable¢no-mlécnéa fermentace rychleji a obsah t€kavych latek byl niZsi.
Pti nasledujicim uskladnéni vina se vSak ukazalo, ze vino nadéle vyzaduje prostredi
oxidu uhli¢itého. Zda se, Ze interni atmosféra chrani 1 oxida¢ni enzymy, protoZe jakmile

se vino nechalo v bézné atmosféte, nastala silna oxidace (Farkas, 1980)

8.6 Pouziti bentonitu

Ptidani bentonitu do moStu pfed fermentaci umoznilo ¢astecné sniZzeni davky oxidu
sifi¢itého. Bentonit pfidany do mostu pfed kvaSenim ma schopnost adsorbovat
polyfenoly, které¢ zplisobuji hnédnuti vina. Adsorbuje pfitom i ¢ast oxidacnich enzymu
z mostu a vina. V mostech do kterych se pfidava bentonit, je tedy mozné snizit davku

oxidu sifi¢itého (Farkas, 1980).

8.7 Hyperoxidace

Obecn¢ plati, Ze ne vSechny enzymoveé oxidace vyskytujici se v bilém hroznovém
mostu jsou na finalni produkt Spatné. Napiiklad hyperoxydace bilého moStu snizuje
potencial enzymatické oxidace vina dvéma zptsoby: (zmizeni tyrosinasy a vycerpani

oxidovatelnych fenolickych substrati béhem oxida¢ni reakci, (Ribéreau-Gayon,



Dubourdieu, 2006 ); a tvorba GRP, ktery je odolny vici dalsi oxidaci. To ma za
nasledek vina s nizkym obsahem polyfenold a vysokym obsahem GRP. Tato vina jsou
pak mnohem stabilnéjsi nez ty, které jsou vyrobeny z ne-oxidované stavy, ve kterych
jsou vysoké koncentrace polyfenol, majici vysoky potencia enzymatické oxidace.
Nicméné, beéhem zpracovani cerveného vina dopad endogenni enzymové oxidace je
zna¢né omezena, ale na druhé strané chemicka oxidace (ne-enzymatické oxidace) siln¢

ovlivituje proces zrani vina (Wang a kol.,1990)

Muler Spath jako prvni opnoval nezbytnost sifeni bilych mosta pied alkoholovou
fermentaci. Jeho race potom zfetelné¢ dokazaly, Ze nesifeni mosti spolu s pfidavkem
¢istého kysliku do mostu jesté pred odkalenim zlepSuje stabilitu barvy bilych vin, aniz
by to zpusobovalo chutové vady oxidatitivniho typu. Tento postup nazyvany
hyperoxidace pozistavd z oxidace polyfenoli mostu, aby se tak vysrdzely béhem

odkalovani a eliminovaly jesté pted alkoholovou fermentaci.

Stabilizace barvy bilich vin oxidaci mosti je podle odridy bé&Zn€ znama.
Hyperoxidace byla rovnéz s uspéchem vyzkouSena pro odbarveni a zhodnoceni mosta
Pinot noir a Mlynarka v Champagne (blanck). Naopak vliv této operace na aromatické
kvality vin se hodnoti rozdilné v zavislosti na odridé a na degustacni poroté. Nekdy je
hodnocena jako prospé$na nebo bez vlivu na aroma alsaskych a némeckych odriad
Chardonnay a Chrupka bila. Hyperoxidace neboli jednoduse chybéjici ochrana mosti
pied oxidaci zna¢né postihuje aroma Sauvignonu (Dubourdieu a Lavigne), obsah 4-
metyl-merkaptopentanonu (4AMMP) ve vinech je tim mensi, ¢im byl most méné chranén

pred oxidaci.

Oxidace mostii méa depresivni U¢inky na aroma i dalSich odriid (napf. Semillon),
jejichz aroma se blizi aroma Sauvignonu svym podilem sirnych sloucenin. Zda se, Ze
nejlepsi vina Chardonnay se ziskavaji s omezenim oxidace mosta (Pascal Ribereau-

Gayon, 2006).

9.1 Jiné nahledy na enzymatickou oxidaci
V hroznového mosté, enzymatické hnédnuti do zna¢né miry koreluje s obsahem
hydroskoficovych kyselin, predevsim s kyselinou kaftarovou a kyselinou kutarovou, a

je podporovana flavanoly (Rigaud a kol., 1991). Kyselina kaftarové nebo kyselina p-



kumarova je oxidovana polyfenoloxidazou za vzniku g-chinont kyseliny kaftarové
(CTAQ), coz jsou silné oxidanty, které mohou oxidovat jiné slouceniny. To mé za
nasledek velké zmény v senzorickych a barevnych vlastnostech vina zavisejicich na
typech fenoli a reaktivni situaci (Cheynier a kol. 1995) Mezitim budou o-chinony
produkované v enzymatické oxidaci pokracovat v dalsich reakcich podle jejich
redoxnich vlastnosti a elektronickych vztaht: (1) Za prvé, hydroxylace monofenolt do
g -difenolt a difenoltt do o-quinoni se vyskytuje s rychlou oxida¢né-redukéni reakei
chinond s né&jakou jinou molekulou fenolu, vedouci k tvorbé dimert nebo k regeneraci

pavodnich fenolu, ktera je katalyzovéana kyselinou (Wang, 1990).

(2) Vzniklé chinony mohou také polymerovat a kondenzovat s mnoha jinymi
slouceninami (v¢etné fenolickych a ne-fenolickych druh) a nakonec tvofit hnédé
pigmenty, coz je urychlovano pii vysSich hodnotach pH (Wang, 1990). O-quinony
mohou oxidovat skoro jakykoliv substrat s niz§im potencialem, jako jsou napfi. jiné
druhy fenold, kyselina askorbova a SO, ¢imz jsou vtomto procesu tyto chinony

redukovany zpét na jejich pivodni fenoly.

Jako elektrofily,chinony mohou reagovat s aminovymi derivaty a vodou; na druhé
strané, o -quinones mohou také reagovat s odpovidajicimi hydrochinony,
pravdépodobné podstupujici pomalé reakce kondenzace a polymerizace a to vede
k tvorbé hnédych pigmenti (obr.1) (Robards a kol., 1999).

Nicméné Glutathion (GSH) bude mit vliv na proces oxidace mostu skrz reakci
s CTAQ, ¢imz vznikne 2-S -gluthathionyl kaftarova (GRP). GRP nemtize byt oxidovan
katecholasou, ¢imz do urcité miri omezi oxida¢ni zmény barvy, coz znamena, ze urcita
koncentrace GSH v hroznovém most¢ muze regenerovat chinony, vznikajici pfi
enzymatické oxidaci, a tim snizit mnozstvi hnédych pigmentt (Rigaud a kol., 1991). Na
druhé stran€, interakce mezi katecholdsou a SO, miize zabranit produkci GRP. To miize
mit za nasledek udrzovani mnohem déle vetSiho mnozstvi volné kyseliny kaftarové a
kyseliny p-kutarové s vysokym potencialem enzymatické oxidace. Kromé toho GRP je
ptipraven k oxidaci lakdzou nebo CTAQ. Meéd také reaguje s GSH a dokonce
konkuruje CTAQ, a tim do jisté miry snizuje efektivni obsah GSH a zvySuje riziko

enzymatického oxidace hroznového mostu (Rigaud a kol., 1991).



10 Oxidace a redukce v mostu

Pfi zpracovani hroznt, pfi vytvareni, zrani, nasklepovani a starnuti vina probihaji
oxidacni a reduk¢ni procesy, které ve velké mife ovliviiuji charakter a chut’ vina. Oba
tyto déje spolu souvisi, a proto je nazyvame oxidacné-redukcni procesy. Intenzitu
oxidace a redukce mtizeme méfit, jeji jednotka je redox potencidl. Velikost redox
potencialu zavisi na poméru oxidované a redukované Casti urc¢ité latky, dale na poc¢tu

elektronli a na konstanté systému Eg. Zavislost tohoto vztahu mizeme vyjadfit rovnici:
Eh = E, + 0,058/n * log Ox/Red
Kde Eh je elektrodovy potencial, Eo-standartni elektrodovy potencial, n-pocet elektront

Z rovnice vyplivad Zze se zvySovadnim oxidace stoupd i hodnota potencidlu a naopak,
prevlada-li redukce, hodnota potencidlu klesa. Je-li systém oxidovan na 50%, pak

En=Eo. Stupen oxidace a redukce zavisi i na hodnoté pH. (Farkas,1980)

Béhem vinifikace potencial klesé ve fazi fermentace az na asi 100mV a stoupé az k 300
az 400mV béhem raznych technologickych manipulaci(stieni, nakvaSovani,
remontadZ). Provzdusnéné vino bude mit zvySeny oxidoredukéni potencial, zatimco vino
uchované v lahvi, to znamena bez piistupu vzduchu, bude mit oxidoredukéni potencial
niz8i, a ten bude postupné klesat. Kyslik oxiduje vino obtizné. K oxidaci dochazi
prostiednictvim takovych slou€enin, jako jsou zelezo, méd’, reduktory, kyselina

askorbova.(Michlovsky,2014)

Proména oxidované formy latky na redukovanou se nazyva redukce a proména
redukované latky na oxidovanou oxidace. Pfi redukci latka elektrony pfijima a pfi
oxidaci je odevzdava. Podle nékterych autorii je biologické okyslicovani a redukce
pfemistovani vodiku nebo elektronii, oxidace je ztrita vodiku a redukce pfipojeni

vodiku (Farkas,1980).

Jedna z uvah biologicke oxidace vychazi z aktivace a ptenosu vodiku organické latky.
Mechanismus pienosu aktivovaného vodiku k aktivovanému kysliku se uskuteciiuje

pusobenim biokatalyzatorti, a to dehydrogenasami a oxidasami.

Pti vytvafeni, zrani a starnuti vin probiha oxidace i redukce. Jsou mezi sebou spjaty a

nemohou se posuzovat oddélené. Jestlize jedna latka oxiduje, druha se musi redukovat.



V pribéhu kvasného procesu prevlada ve viné redukce a redox potencial se snizuje.

Pozdé¢ji se redox potencidl zvySuje a prevlada oxidace.

Ztab.¢ 1 vidime, ze hned po vylisovani, dokud byla pfitomna kyselina askorbova,
neobsahoval most chinony vibec, nebo obsahoval pouze jejich stopy. | redox potencial
byl nzsi a barva mostu byla svétle zelend. Jestlize se most udrzuje za ptistupu vzduchu,
Klesd obsah kyseliny askorbové, zvySuje se obsah chinonii a snizuje se podil
tiislovinovych latek. Zvysil se redox potencidl a barva mosStu se zménila ze svétle

zelené na temné skoficovou.

Ttisloviny Chinony K. Askorbova [Rozpusteny| Eh |pH | Barva mostu

(ml 0.1N KMnO, i ,

na 50 ml mostu) kyslik (mV)
Doba Celkové mg/1-! moitu

mnozst.
Pii lisovani| 5.6 0o 0 10,5 stopy 320,5|3.1 | nazelenaly
Polhod. |54 stopy 1.3 325 386,6|3.1 | slamove. zluty
Po3ihod. |48 07 2.5 0.8 5,20 4156 [3.1 | sv. skoficov.
Po6hod. |42 15 6.7 0.3 6,32 435,6 |3.1 | skoficovy
Pol12hod. | 3.6 2,5 102 stopy 7.27 4753 (3.0 tm. skoficov.

Tab ¢. 1 Zmény v obsahu tfislovin a kyseliny askorbové v moStu plisobenim
polyfenoloxidas.(Farkas,1980)

Piirozené redukéni latky v mostu jsou i organické kyseliny. Cim je jejich obsah vyssi,
tim je odolnéjsi proti okysliceni, a naopak, ¢im je jejich obsah niz§i, tim vino snadng&ji
podléha oxidaci. Optimalni uc¢inek katecholoxidasy nastava v mostu pH 6.8. Pti pH 3,1,
které je ve vin€ bézné, je jeji t€inek poloviéni. Na aktivitu oxidaénich enzymi, zvIasté
polyfenoloxidazy a peroxidasy, mé vliv i teplota. Pii nizké teploté do 10°C je aktivita
siln¢ inhibovana. Optimalni aktivita je pfi 20°C. Vysoké teploty 70 az 90°C nici
oxidacni enzymy. Také déle trvajici niZsi teploty, napiiklad dlouhotrvajici plsobeni
teploty 40°C, ni¢i oxida¢ni enzymy. Stupeii oxidace se muze snizit i vhodnym
technologickym zasahem, tfeba odstfedovanim mostu, pfi kterém se odstrani z mostu

¢ast pevnych castic. Je znamo, Ze oxidacni enzymy pfilnou na vznasejici se necistoty



V mostu, tj. na pomleté slupky a tfapiny hrozni, a pti vhodnych podminkach vstupuji do
oxidacnich reakci. Odstfedénim a odstranénim kalovych latek se odsrani i pfevazna cast
oxidaCnich enzymi, takze most a budouci vino jsou odoln€jsi vici enzymovym
oxidacim. Mnozstvi oxida¢nich enzymil v mostu a v budoucim vin€ se miize snizit také
pfidanim bentonitu. Podle praci Milisavljevi¢ovych odstrani bentonit pfidany do mostu
znacnou Cast oxidacnich enzymil, takze mosty oSetiené bentonitem jsou daleko méné
nachylné k oxidaci. Podle Ribéreau-Gayona jsou latky, které pusobi redukéné, jesté
malo prozkoumany. Miize se vSak predpokladat, ze ve vin¢ jsou urcité derivaty cukru,
které pusobi redukéné. Mimo to muize byt ve viné redukton, kyselina reduktorova a
kyselina askorbova (vitamin C), ktera je zna¢né redukéni. Podle Genevoise jsou ve
vinech derivaty kyseliny vinné, které maji jesté vyrazné¢jsi redukeni G€inek nez vitamin
C. Silny redukéni ti€inek ma v mostu a ve viné kvasny proces, Zjistilo se, Ze na zacatku
kvaSeni mostu se rychle snizuje mnozstvi kysliku. Pfitom rychle klesd i Redox
potencidl. Byvd to v obdobi bouflivého kvaSeni, kdy se kvasinky velmi aktivné
rozmnozuji. Pfi rozmnoZzovani spotfebuji kvasinky vetSinu rozpusténého kysliku, a tim
se potom znacné snizi REDOX potencidl. Joslyn sledoval zmény redox potencialu pfi
kvaeni. Zjistil, 7e pii teploté 24°C hodnota redox potencialu velmi vyrazn& klesa, pi
bouflivém kvaSeni se sniZzuje na minimum a koncem kvaseni se opét zvySuje. Vysledky

jsou shrnuty v tab. 14.2.(Farkas, 1982)

11 Vliv zpracovani hrozni na oxidaci

Pt1 vinifikaci suchych bilych vin je pro kone¢nou kvalitu produktu rozhodujici fizeni
predfermentac¢nich operaci, to je zpracovani hroznti a mostd. Jejich role je
mnohonasobnd. V pomérné¢ kratké dobé musi s omezenim ztrat tekutin vylisovat a
vycCifit mostl pfi této prilezitosti musi rocvnéz napomoci difuzi v mostu nékterych
slozek ze slupek, zejména ovocné viin€ hroznu a jejich prekurzori. Soucasné tu je nutné
omezit rozpos§téni sloucenin, které ptinaseji bylinné pachy a hoikost a jsou spojené s
pevnymi ¢astmi hroznutl je tfeba rovnez vyvarovat se tvorbé substanci, které by mohly
narusit stabilitu ziskanych ovocnych viini, zejména oxidovanych nebo oxidovatelnych

fenolovych sloucenin, které maji schopnost zakryvat nékteré aroma.(Michlovsky,2008)

Jesté predtim, neZ popiSeme rizné pouzivané postupy a jejich disledky na sloZeni
mosStu a vin, je tieba ujasnit si principy spravné fizené reakce extrakce neboli
lisovani.Veskera vinifikace je fetézec elementarnich operaci" kazdd musi byt vedena

snahozu 0 ulehéeni téch dalsich. Cifeni mostil se provadi a dosahuje tim snaze, ¢im je



most ziskany pfi vystupu z cedici kadé nebo z lisu relativné méné zatizeny ¢éasticemi z
hrozni. Po nevhodném lisovdni naopak piedstavuje odkalovani nepiekonatelny
problém, ktery sebou pfinasi piili§ zakaleny most. Jiz pfi projektovani sklepu se ¢asto
nepocita s touto nezbytnosti. Mimoto produkce kali pii lisovani neni jedinym
problémem komplikujici odkalovani. Je svédectvi o brutdlnim mechanickém zpracovani
hroznli, které zpisobuje pfili§ velkou difuzi slozek mosth s bylinnymi znaky

(Michlovsky, 2014)

Uvedené cile se dosahnou tim snéze, ¢im vice jsou splnéné nasledujici podminky:
a) mechanické tlaky na hrozny jsou malé

b)mechanické akce schopné rozmackat slupky jsou omezené

C) vzestup tlakd je pomaly a postupny

d) objem mostu vylisovaného pii nizkém tlaku je velky

e)lisovani mostu probiha pfti teplot¢ méné nez 20 C

f) rozruSovani vyliski béhem lisovani neni casté

g) most se ponechava na vzduchu co mozna nejménél je nutné dat ho rychle z dosahu

vzduchu a co nejrychleji ho zakvasit

12. Experimentalni ¢ast

12.1 Pouzity material
Pro tuto praci jsme pouzily 24 vzorkli v riiznych obdobich sklizné ¢ily v riznych

stupnich zralosti.K dispozici jsme méli 1 vzorek cabernetu franc, 7 vzorku hibernalu,



12.2 Chemikalie
4-methylkatchol pochazel od Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Ma. Ostatni
pouzité chemikalie byly p.a. kvality od lokalniho dodavatelti (Lachema, Penta).

12.3 Uprava vzorku

Zmrazené bobule byly homogenizovany v mixéru a nechany pomalu roztat
v piimétené¢ velkém igelitovém sacku. Poté byl ru¢né vylisovan most a odstiedény
kalové castice (3000 X g; 6 min). S co nejmensi ¢asovou prodlevou byla stanovena

aktivita polyfenoloxidasy a dal$i analytické parametry.
Stanoveni titru kyselin a pH podle skript. Cukernatost stanovena refraktometricky.

12.4 Spektrofotometrické stanoveni polyfenoloxidasy

Katalyticka aktivita polyfenoloxidasy byla stanovena méfenim pfirtistku absorbance
pii 420nm zptusobenym oxidaci 4-methylkatecholu na piislusny 4-methyl-1,2-chinon.
Do 1,5ml eppendorfky s 950 ul inkubaéniho pufru a substratu (50 mM fosfatovy pufr
obsahujici 100mM 4-methylkatecholu o pH 6,5) bylo piidano 50 pl vzorku mostu,
protiepano a pielito do méfici kyvety. Reakce probihala za laboratorni teploty a
absorbance byla méfena v 30 sekundovych intervalech po dobu 3 minut. Z naméfenych
hodnot absorbance byl vypocitan piiriistek absorbance za minutu. Vysledky jsou
vyjadieny jednotkach aktivity predstavujici zvySeni absorbance o hodnutu 1 za minutu,

vztazenou na 1 ml mosStu.

12.5 HPLC stanoveni kyselin a cukri

Vzorky mostu byly fedény 10x demineralizovanou vodou.

Instrumentace: Binarni vysokotlaky systém Shimadzu LC-10A

Systém controler: SCL-10Avp

2 pumpy: LC-10ADvp

Kolonovy termostat s manualnim néstiikovym ventilem Rheodyne: CTO-10ACvp
DAD detektor: SPD-M10Avp

Software: LCsolution

Podminky separace:



Kolona: Watrex Polymer IEX H form 10pm; 250x8 mm + 10x8mm

Teplota separace: 60°C

Objem nastriku vzorku: 20ul

Pratok mobilni faze: 0.75 ml/min

Isokraticka eluce

Mobilni faze: 2 mM H2S04

Detekce:

Sacharidy: 190mn

Kyseliny: 210mn.

HPLC stanoveni kyselin a cukru

Sacharidy stanovovany pii 190nm, organické kyseliny pfi 210nm. Stanoveni

jednotlivych analytii bylo provedeno na zékladé externi kalibrace.

12.6 Vysledky analyzy
g/l
Vinna

CF 20.1X 8,82
Hib 70X 7. 71
Hib 141X 7,31
Hib 21.1X 6,74
Hib 26.1X 6,63
Hib B.X 6,03
Hib 12.X 6,41
Hib 19.X 5,84
Lau 70X 38,10
Lau 141X 38,08
Lau 211X 9,97
Lau 6.X 8,61
Lau 12.% 10,57
Lau 19.% 8,52
Lau 268.% 3,68
RM 141X 7,54
RM 21.1X 6,28
RM 29.1X 7,24
5g 14.1X 5,34
5g 211X 742
sg 6.X 7,23
sg 11.X 8,22
W 141X 8,38

WE

210X

6,22

gfl

Celkova

lableéna
3,08
6,24
5,57
3,31
2,64
3,25
3,06
2,03
4,67
5,04
3,69
3,32
2,88
3,03
4,12
4,04
2,85
2,49
9,24
8,51
6,43
5,34
1,55
2,52

L-Jabletna

3,04
6,15
5,43
3,45
2,58
3,12
2,98
1,97
4,64
5,00
3,65
3,29
2,85
2,95
3,82
3,96
2,80
2,36
8,62
8,12
5,83
4,94
1,45
2,26

=2l gfl
Citrdnova
D-lableéna

0,04 0,13
0,09 0,14
0,15 0,14
0,06 0,12
0,05 0,10
0,13 0,14
0,08 0,12
0,06 0,09
0,03 0,13
0,04 0,15
0,04 0,09
0,03 0,07
0,03 0,07
0,08 0,10
0,29 0,15
0,08 0,20
0,05 0,17
0,13 0,22
0,62 0,30
0,39 0,43
0,60 0,13
0,40 0,23
0,10 0,17
0,26 0,22

g/l

Glc

95,17
84,61
96,35
98,89
110,88
107,21
112,15
106,82
87,94
91,45
87,03
96,56
112,60
86,55
85,85
98,11
90,45
112,93
69,97
88,65
92,20
106,69
84,80
100,08

104,37
94,19
110,34
113,46
128,90
123,81
121,56
121,06
93,76
100,66
94,96
105,37
120,36
100,25
93,20
105,90
97,00
120,72
68,04
90,22
93,58
103,81
90,11
97,98

U/ ml

PPO

0,265
0,458
0,337
0,289
0,186
0,214
0,124
0,098
0,659
0,712
0,598
0,378
0,142
0,174
0,156
0,874
0,523
0,497
0,987
0,784
0,345
0,418
0,719
0,417



CF

Hib
Hib
Hib
Hib
Hib
Hib
Hib
Lau
Lau
Lau
Lau
Lau
Lau
Lau
RM
RM
R
Sg

sg

S8

Sg

WZ

Wz

20.01x
70X
141X
21,01
26.1%
B.x
12.X
19.%
7K
14.1%
211X
6.
12.X
19.%
26.X%
141X
211X
29.01x
14.1%
211X
6.x
11.%
141X
211X

‘RS

22,3
18,6
20,9
21,6
23,4
22,5
23,4
23,3

19
20,5
20,1
20,8
23,7
21,9
20,5
20,6
21,8
23,2
15,1
18,8
20,6
21,7
18,7
20,8

Y|

21,6
17,3
19,9
20,7
22,8
21,8
22,8
22,7
17,7
19,5

19
19,8
23,2
21,1
19,5
19,6

21
22,6
13,2
17,5
19,6
20,9
17,4
19,8

pH

3,12
2,94

3,1
2,94
3,05
3,19
3,02
2,89
2,83
2,74
2,79
2,93
2,73
2,92
3,06
3,01
3,02
3,21
3,25

3,2

3,2
3,16
3,08
3,39

g/l
kyseliny
titraéné
9,54
12,60
11,21
9,34
8,46
7,73
8,50
720
13,31
14,13
12,75
10,51
11,95
10,76
11,01
9,73
2,09
747
12,36
11,09
10,05
8,99
717
6,28

mg/1
FAN
formol

14,2695
78,05692
179,6782
36,4665
44 394
117,6553
31,83614
71,97736
30,92821
63,3292
93,5445
53,98302
69,209
85,81916
163,3332
171,234
B8, 788
199,773
219,443
194,4059
337,7115
329,784
276,7296
197,9951

g/l

/1

Glu + Fru

HPLC-kyseliny

12,42
14,87
13,72
10,8
9,7
9,84
9,98
8,22
13,48
13,89
14,21
12,41
13,88
12,04
13,63
12,3
9,67
10,28
16,05
17,47
14,57
14,46
10,31
9,32

199,5
178,38
206,7
212,4
239,38

231
233,7
227,9
181,7
192,1

182
201,9

233
186,8
179,1

204
187,4
233,6

138
178,9
185,38
210,5
174,9
193,1

Tab ¢.2 + Tab.¢ 3 ukazuje podrobné vysledky analyzy zkoumanych vzorkd, zkterych

budou vytvoreny grafy jednotlivich vztaht slozkdm mostu k aktivité polyfenoloxidasy.
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Graf.¢.1 Aktivita PPO v zavislosti na koncentraci dusiku. Zde se ukazuje, ze

koncentrace dusiku neni na urovni aktivité PPO zavislé.
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Graf ¢.2 Aktivita PPO v zavislosti na cukernatosti. Graf ndm ukazuje snizujici se

aktivitu PPO se zvySujici se cukernatosti.
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Graf ¢. 3 Aktivita PPO v zavislosti na HPCL kyselinach. Graf ukazuje, ze HPLC

kyseliny aktivitu PPO rapidné neovliviiuji.
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Graf. ¢.4 Aktivita PPO v zavislosti na Ph mostu. V tomto pokus mélo vétSina vzorkl
pH 3.1. Aktivita PPO se projevovala v riiznych trovnich jednotlivych vzorkl variabilné

i ptes podobnou hodnotu pH.
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Graf &.5 Aktivita PPO v zavislosti na “RS. Zde je jasné prokazano, e se zvy3ujici se
koncentrace °RS aktivita PPO klesa.
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Graf ¢.6 Aktivita PPO v zavislosti Titracnich kyselinach. Z grafu plyne, ze vliv
titracnich kyselin aktivitu PPO je zanedbatelna.
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Graf ¢.7 Aktivita PPO v zavislosti Glukdze + fruktdze. Z grafu je patrné, Ze aktivita

PPO ma klesajici tendenci se zvysujici se koncentrace Glukozy + frukézy.



1.200

1.000

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

Vinna-PPO

A y =-0.014x + 0.539
* R?=0.005
R 4
(34
*
¢ ¢ Vinna-PPO
* o
o\’§ —— JInHeiHasn (Vinna-PPO)
* e PS
'Y & ~
** ¢
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Graf ¢.8 Aktivita PPO v zavislosti. VV tomto grafu s nasbiranych vyse uvedenych dat

aktivita PPO na koncentraci kyselin€ vinné nezavisi.
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Graf ¢.9 Aktivita PPO v zavislosti na celkové jable¢né kyselin¢.Na tomto grafu se

aktivita PPO mirn€ sniZuje se snizujici se koncentraci celkové jablecné kyseling.
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Graf ¢.10 Aktivita PPO v zavislosti na L-Jable¢né kyseling. Nevidim zde zadnou velkou

zavislost této enzymatické aktivity (PPO) na mnoZzstvi kyseliny L-jablecné.
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Graf ¢.11 Aktivita PPO v zavislosti na D-Jable¢né kyseliné. S vySe uvedenych hodnot
vzorkd uvedeny graf neukazuje Zadnou souvislost mezi koncentracemi téchto

parametra.
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Graf ¢.12 Aktivita PPO v zavislosti na kyseling citronové. Tento graf ukazuje, ze

aktivita PPO klesa spolu s klesajici koncentraci kyseliny citrénove.
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Tab.13 Aktivita PPO v zavislosti na koncentraci glukdzy. Na tomto grafu jde vidét, Ze

s mirnym narustem koncentrace glukdzy enzymaticka aktivita klesa.
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Graf ¢. 15 Aktivita PPO v zavislosti na koncentraci fruktozy. Graf ndm jasné ukazuje
snizujici tendenci aktivity PPO s rostouci koncentraci fruktézy. Vétsina cukernatych
parametrii nam ukazuje snizujici aktivitu PPO se zvySujici se koncentraci téchto latek.
Mohlo by to souviset s tim, ze se zvySujicim se stupném zralosti se obecné aktivita PPO

snizuje.
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Graf ¢.16 Aktivita PPO v zavislosti na datumu odbéru jednotlivych odrad. Tento graf

potrvuzuje, ze zvysujicim se stupiiem zralosti se PPO aktivita snizuje.




13 Zavér
jejich mechanismu a s ni souvisejici oxidace mostu. Z prace je patrné Ze hydroskoticové
kyseliny a jejich derivaty jsou hlavnimy substraty oxidativnich enzymu. Tyto enzymy

prostiednictvim kysliku snadno oxiduje a zptisobuje zhnédnuti mostu.

Nejcastéj$imi substraty pro tyto enzymy jsou kyselina kaftarova a kyselina ferulova,
jenz jim tyto enzymy z jejich struktury odeberou vodik a vzniknou tak jejich na
ptislusné chinony. ProtoZze se jedna o oxidoreduktazy, kyslik je katalyzatorem téchto
zpusob ochrany mostu pted oxidaci. Zajimava by mohla byt kombinace bentonitu a tim
mensi mnozstvi pouziti oxidu sifi¢itého. Ohfev mostu je pfilis riskantni a provadi se jen
u silné znecisténych mosta. Je prokdzano, Ze pokud jsou dodrZeny spravné postupy,

aktivité tyrozinazy se da upln¢€ vyhnout.

Problematictéjsi je to s aktivitou lakdzy, protoze pfitomnost tohoto enzymu
zpusobuji hrozny napadené zhoubnou plisni $edou. Je mozné udélat maximum napf.
zelenymy prcemy a nejmodernéj$imy technologickymi postupy, ale to co ovlivnit nelze
je nepfiznivé klima ur€itého roku. Navic se tato pliseni da v rannych stadiivh tezko
rozpoznat.Ideaalni by byla laboratof, kterd by byla soucésti vinafského provozu pro
presné stanoveni lakézni aktivity v moStu. Takovy most totiz potiebuje daleko vetsi
ochranu, protoze jeji aktivita dokaze dlouho pietrvavat i ptes vetsi davky SO,, coZ uz

vzhledem zacatku celého procesu vinifikace zptisobovat velké problémy.

Prakticka cast byla zaméfena na stanoveni aktivity polyfenoloxidasy jednotlivych
vzorki s nékolika jednotlivymy slozky mostu. Bylo k dispozici sedm vzorkd Hibernalu
Vv riiznych stupnich zralosti, sedm Laurotd, tfi Rulandské modré, ¢tyii Sauvignony, dva
vzorky Veltlinského zeleného a jeden Cabernet franc. Podle vysledkt jsem zjistil, ze
podle stupné zralosti nejmensi aktivitu PPO vykazovala odrida Laurot. Co se tyce
jednotlivych parametra ¢i slozek mostu, ukézalo se, ze velkou zavislost na snizujici se
aktivit¢ PPO vykazovaly zvySujici se koncentrace fruktozy, glukozy, cukernatosti. Dale
veétsi zavislost klesajici tendence aktivity s klesajici koncentraci kyseliny citronové.
Ackoliv se to zda byt piekvapivé, tak obecné kyseliny nemély na aktivitu PPO vyrazny

vliv. Je jasné, ze odbér jakychkoliv jinych vzorkt by mél jiné hodnoty v zavislosti na



mnoha faktorech. Obecné¢ se da fict, Ze ze zvySujicim se stupném zralosti

polyfenoloxidasni aktivita Klesa.
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