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1 UVOD

vivs we

Vice pfemyslime o tom, jak Zijeme, jak se stravujeme, co pijeme. Na to
samoziejmé musel zareagovat i potravinarsky prumysl. Mnoho produktd se
vyrabi ve ,zdravéjSi“ verzi. Stejné tak je tomu i ve vinafstvi. Hlavnim tématem
poslednich let je v tomto odvétvi snizovani oxidu sifi€itého, a to z divodu mozné
zdravotni zavadnosti této latky. Upiné vylougeni SOz bez jakékoliv nahrady véak
neni ve vétsiné pfipadd mozné.

Zdravotni hledisko je zajisté nejzavaznéjSi, ale spolu s technologickymi
nevyhodami nas tato skuteCnost nuti k zamysSleni se nad alternativami.
Bezesporu byla nahradam oxidu sifi€itého vénovana velka pozornost, zatim vSak
nebyla nalezena chemicka nebo fyzikalni metoda, ktera by byla efektivnim
prostfedkem k ochrané vina pfi minimalizaci nebo uplném vylouceni SOz, aniz by
méla negativni vliv na lidské zdravi a pokud ano, je zna¢né finanéné nebo

technicky narocna, a tudiz pro spoustu vinaft nedostupna.

Prilom v této problematice znaci probadani vysSich nasycenych mastnych
kyselin, které perfektné funguji jako alternativa k SO2 a mohou zastoupit roli oxidu
sifiCitého v antimikrobialnim pusobeni. Je jiz znamo, Ze mastné kyseliny s delSim
fetézcem pusobi jako aktivatory alkoholové fermentace (Rodriguez-Nogales, et
al., 2013). Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (Cs, Ci0 a C12) vSak
pusobi opacné — zastavuji alkoholové kvaseni a dobrou funkénost projevuji také
pfi inhibici nezadouci malolaktické fermentace (Guilloux-Benatier, et al., 1998;
Viegas & Sa-Correia, 1997). Také jsou schopny zabranit refermentaci u vin
s obsahem zbytkového cukru, mohly by se tak stat dobrym pomocnikem pfi

skladovani vina (Baron, 2013).
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2 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je prozkoumat pomérné noveé téma, které se objevilo
ve vinarském svété. Vyzkum navazal na jiz dfive vzniklou mysSlenku pouziti
nasycenych vyssich mastnych kyselin v technologii a skladovani vina. Hypotéza
byla potvrzena a nyni nastal pravy Cas pro dalSi testovani, mapovani a celkovy
souhrn. Literarni ¢ast je zaméfena na popis dil€ich subjektl a déju, které jsou
dulezité pro objasnéni principu uc€inku vy8Sich mastnych kyselin. Nemala
pozornost bude vénovana také oxidu sificitému, jelikoz je nezbytné porozumét
jeho funkci ve viné, abychom pochopili, pro€ je hledani alternativ k této latce

velkym tématem moderniho vinarského svéta.

Experimentalni ¢ast se zabyva potvrzenim uc€inku vysSSich mastnych kyselin
v rliznych variantach a v kombinaci s oxidem sifiCitym nebo bez, a to hlavné pfi
zastaveni fermentace s cilem vyroby vina zatfidéného do kategorie polosuché,
popfipadé polosladké. Vysledky experimentu jsou analyticky a statisticky

vyhodnoceny.

Vyusténim této prace by mél byt uceleny teoreticky pfehled o dané problematice
podporfeny praktickym testem s prUkaznymi vysledky, jenz nam nastini
nejvyhodnéjsi variantu vysSich mastnych kyselin a oxidu sifi€itého. Cilem je

potvrdit pouziti VMK jako bezpeclné alternativy k oxidu sificitému.

13



3 LITERARNI CAST

3.1 OXID SIRICITY
3.1.1 CHARAKTERISTIKA LATKY

Obrazek 1: Prostorovy model molekuly oxidu sificitého (Mills, 2007)

Sira je elementarni prvek nachazejici se v periodické tabulce prvkl. V pfipadé
oxidace siry vznika oxid sifiCity, pro ktery je charakteristicka ostra Stiplava vané.
Oxidace je chemicky termin oznacujici ztratu elektrond daného prvku
(Henderson, 2009).

Oxid sifi€ity vznika spalovanim siry (S + O2 — SOz2) (Michlovsky, 2012).

Oxidaci se z oxidu sifi€itého stava oxid sirovy (SO3).

SO:z2 je bezbarvy plyn, ve vodé se rozpousti a méni na kyselinu sifiitou:
SO2+ H20 — H2S0s3

(Malik, 2014)

Kyselina sifiCita se ve viné vaze na aldehydy a cukry. Postupnou oxidaci kyseliny

sifiCité vznika ve viné kyselina sirova (Smrcka, 2013).

3.1.2 OXID SIRICITY VE VIiNE

Oxid sificity je diky svym vSestrannym vlastnostem zdanlivé nepostradatelnou

pomuckou pfi vyrobé vina. Zajisté je mozné obejit se bez pfidavku SOz, takovy

postup ma vSak mnoho uskali a je tfeba dbat zvySené opatrnosti. Vino bez

pfidavku SOz lze vyrobit, ale musime vzit v potaz, ze samotné kvasinky jisté
14



mnozstvi oxidu sifi€itého vyprodukuji jiz b€hem alkoholové fermentace. Bézné se
jedna o koncentraci okolo 10 mg.I, ale muzZe byt i vétsi nez 30 mg.I. Uplna
absence oxidu sifi¢itého ve viné je tedy velmi vzacna (Rib'erau-Gayon., et al.,
2006).

V souc€asnosti je povazovano pouziti oxidu sifiCitého jako antimikrobialniho
¢inidla a antioxidantu jako nezbytny zasah pfi snaze zachovat kvalitu vina a jeho
Cerstvost. Nicméné, pfi nespravném pouziti mize byt vliv oxidu sifiCitého

negativni (Henderson, 2009).

Obsah oxidu sifi¢itého je nej¢astéji méfen jodometrickou titraci, ktera je na
provedeni sice jednoducha, ale nedava nam pfesnou koncentraci SO2, nebot
stanovuje spolu s SO: také obsah dalSich reduktond. To muize vést

k nespravnému zasifeni vin (Fic, 2015).

Oxid sifiCity se vyznacuje nékolika schopnostmi, ve viné se vyskytuje v nékolika
formach, pfiCemz nejaktivngjSi je ve formé H2SOs. Nasledujici rovnice

predstavuje tfi podoby oxidu sifi€itého vyskytujiciho se ve viné:
H20 + SO2 < H* + HSO3™ < 2H" + SO3%
Vysvétleni:

e molekularni SOz v roztoku s vodou (H20)
¢ hydrogensifi€itan, HSOz" ion
e sulfit, SO ion (Carel, 2011)

Pusobeni oxidu sifi¢itého
Biologicky ucinek

Zabraruje aktivité apikulatnich kvasinek a nezadoucich bakterii (mléénych a

octovych).

15



Antioxidacni ucinek
Dokaze vyvazat rozpustény kyslik, ¢imz chrani latky obsazené ve viné pred
oxidaci. Samotny oxid sifiCity je jen velmi malo oxidovatelny pfimo kyslikem,
reaguje s plynnym nebo rozpusténym kyslikem a oxiduje se na sirany, které
davaji vinu kovovost a tvrdost. U Cervenych vin je dulezita spoluprace SO:2 a

polyfenolu, které ucinnost oxidu sifi€itého podporuiji.

Deaktivace enzymd
Deaktivuje enzymy prenasejici kyslik, potlacuje degradaci barviv a aromatickych
latek. Pusobi hlavné na oxidazy, napfiklad tyrosinazu, kterou ni€i spolehlivé
(oxidaza hroznu). Ma také destrukcni vliv na lakazu, ovSem inaktivace tohoto
enzymu probiha obtiznéji, a to kvuli vySsi potfebé SO2 a také rezidualni oxidativni
aktivité lakazy, takze stale zlstava riziko pozdéjSi oxidace (typické pro mlada
vina z nahnilych hroznd — nejprve pfijemné aroma i chut, pozdéji rychlé starnuti,

degradace barvy a kvality) (Barori, 2013; Michlovsky, 2012).

Oxid sifiCity zabranuje zhnédnuti vina pomoci inaktivace enzymi PPO
(polyfenoloxidaza), POD (peroxidaza) a proteaza a také inhibici Maillardovy
reakce (Santos, et al., 2012).

Pdsobeni na organoleptické vlastnosti
Diky vyvazani kvasnych produktt (hlavné acetaldehydu, kyseliny pyrohroznové
a latek obsahujicich ketonovou nebo karbonylovou skupinu) zlepSuje aroma vina.
Odstranuje pach zvétralosti a ma vliv i na barvu. Oxid sifi€ity barvu vina chrani,
jelikoz zabranuje oxidaci riznych latek, které jsou odpovédné za hnédé zbarveni
vina. Zmény v barvé souvisejici s SO2 maji rlznou rychlost a jsou reverzibilni.
SO:2 reaguje na barvu nepfimo, a to pomoci blokace oxidace nebo zabranéni

destrukce polyfenold.

Antisepticky ucinek
Antisepticka funkce oxidu sifiCitého je zodpovédna za inhibici rozvoje

mikroorganism0, zabranéni vzniku refermentace, snizeni rizika bakterialniho

16



onemocnéni vina. Ve formé H2SOs, tedy jako aktivni oxid sifiCity pronika do
bunék velmi rychle a narusuje jejich rozvoj, rist (v nékterych pfipadech zamezi
podminek znovu vzchopit), rozmnozovani a zpusobuje smrt buriky. Na bakterie
pusobi SO: siln&ji nez na kvasinky. Zaroven se mohou tvofit vazby SOz a dalSich
slou€enin (napf. acetaldehyd), kdy pfechazi volny SO2 do formy vazané a stava
se tak neaktivnim. Pfi malé davce je ucinnost SOz pfechodna (Barori, 2013;
Michlovsky, 2012).

Oxid sifiCity neni pouZzivan je pro zastaveni alkoholové fermentace, ale ma také
vyrazny vliv na inhibici bakterii zptusobujicich malolaktickou fermentaci, dokonce
veétsi nez na alkoholové kvaseni zplsobené kvasinkami Saccharomyces
cerevisiae. NejbéznéjSi bakterii vyvolavajici malolaktickou fermentaci je
Oenococcus oeni, jenz se vyznaCuje vysokou citlivosti na SOz (Henderson,
2009).

Oxid sificity, a tedy i hydrogensifi¢itan (H2SOs3), maji v modernim vinarstvi
nezastupitelnou roli, jelikoz most a vino chrani pfed nepfiznivym oxidacnim
jevem a velmi pomahaji k mikrobiologické stabilité vina. Pfi pokusech o nahradu
oxidu sifiCitého vSak nebyly prokazany valné vysledky. Pfi vylouCeni pfidavku
SO2 nebylo vyrobeno bezchybné vino. V technologii vyroby vina je tedy
pouzivani oxidu sifi€itého jen téZko zastupitelné, a to i pfes nepfiznivé vlivy této
latky na lidské zdravi (Barril, et al., 2012).

Formy oxidu siri¢itého ve viné
Analyticky délime SO2 ve viné na volny a vazany oxid sifiity — soucet téchto
dvou parametri oznacujeme za veSkery (celkovy) oxid sifiCity, jehoz mnozstvi je
z hlediska zdravotni (ne)zavadnosti rozhodujici. MnozZstvi veSkerého oxidu
sifiCitého je dano zakonem (Jackowetz & Orduna, 2012; Jackowetz & Orduna,
2013).

17



Aktivni SO2
Drive se témér veSkera ucinnost pfipisovala volnému oxidu sifiCitému. Nyni ale
vime, Ze za jeho antimikrobialni pusobeni je zodpovédna molekularni forma
oxidu sifiCitého, tedy tzv. aktivni SO2. Vyznam aktivni formy oxidu sifiCitého
spociva tedy hlavné v jeho vlivu na mikroorganismy (Barori, 2013; Rib'erau-
Gayon., et al., 2006). Efektivita pasobeni aktivni formy oxidu sifi¢itého je vyrazné
ovlivnéna hodnotou pH — pfi stoupajicim pH koncentrace molekularniho SO:2
klesa. Jakmile je oxid sifiCity uvnitf bunky, stava se vzhledem k intracelularnimu

pH nejaktivnéjSi formou HSO3 (Divol, et al., 2012).

Tabulka 1: Nartst aktivniho oxidu sificitého (Rib'erau-Gayon., et al., 2006)

PARAMETR ZMENA PARAMETRU NARUST AKTIVNIHO SO,
Obsah alkoholu + 1 % obj. alk. 5%
Teplota +1°C 7%
pH -0,2 50 %
Volny SO>

Tato forma je zastoupena ionem kyselého sifiCitanu HSOs". Antisepticky uc€inek
volného oxidu sifi¢itého je proménny v zavislosti na pH, tedy ve vztahu k aktivni
formé. ZvySeni aktivity volného SOz s narGstem mnozstvi alkoholu neni
vyznamné. Co vS8ak stoji za povSimnuti, je narustajici aktivita volného SO:2
soucasné se stoupajici teplotou (pfi zvySeni teploty z 20 °C na 40 °C je aktivita
az Ctyrikrat vyssi). Zaroven je volny SOz aktivnéjsi, jestlize pH klesa (prostfedi je
kyselejSi). Nepfijemnost senzorického projevu volného oxidu sifi¢itého je
vyraznéjsi, je-li vino kyselejSi. Stejna koncentrace volného SOz muize byt
senzoricky pfijatelna u vina kvalitniho, ale uz ne u méné kvalitnich vzorkd. Volny
oxid sifiCity je dulezity hlavné diky své antioxida¢ni schopnosti. Dokaze vazat
acetaldehyd a neutralizovat jeho oxidativni zapach. Kromé acetaldehydu vytvafi
vazby i s barevnymi latkami, takZze ovliviiuje barvu vina — Cervena vina

zaznamenavaji pokles barvy a u bilych vin brani Zloutnuti.
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Jelikoz jiz zname i aktivni (molekularni) formu oxidu sifiCitého, musime ji
posuzovat oddélené od volného oxidu sifiitého. Rozdily ve fungovani jsou
patrné prevazné v jejich odliSné zavislosti na hodnoté pH. Pfi nizSim pH totiz
molekularni SOz dokaze bezproblémové inhibovat bakterie a kvasinky, ale volny
SO:2 je v nizké koncentraci, aby zabranil oxidaci vina. Proto se davkovani oxidu
sifiCitého stanovuje dle aktualniho obsahu volného SO2. Zaroven vSak plati, Ze
se koncentrace volného SO:2 upravuje podle poZzadované ochrany pfed oxidaci a
aktivni SO2 dle stavu mikrobialni stability. Je nutné brat v potaz i senzoricky
projev, ktery muze byt negativné ovlivnén. Prah citlivosti ma aktivni SO2 pfi 1
mg.I" (§tipani v nose). Neni vS§ak mozné regulovat volny a aktivni SO2 oddélené.
Plati, Ze pfi zvySeni obsahu volného SO:2 se zvySuje i hodnota molekularniho SO2
(Baron, 2013; Barril, et al., 2012; Fic, 2015; Grant-Preece, et al., 2013).

Vazany SO;
Vazany oxid sifiCity definujeme jako souclet vSech sifiCitanl vazanych na
slouCeniny vina, pficemz jednotlivé slouceniny nejsou senzoricky rozpoznatelné.
Dulezitym parametrem, ktery posuzujeme, je mnozstvi vazaného (a také
vesSkerého) SOz, jenz je v pfijatelné mife a nezpusobuje zdravotni komplikace.
Tato hodnota je oznaCovana zkratkou ADI a je tvofena celkovym oxidem

sifiCitym, z néhoz je vétsi ¢ast vazana (Corte, et al., 2012; Ishiwata, et al., 2003).

Vazany oxid sifi€ity je technologicky nevyznamny, ale tvofi ,pamét vina“, protoze
koncentrace oxidu sifiCitého je pfimo umérna technologickym postupim ve
vinarstvi.

v s

jednou nebo vice aldehydovou nebo ketonovou funkci). Nejreaktivnéjsi je
molekularni SO2. V mostech vyrobenych ze zdravych hroznu je témér viechen

volny SO2 vazan kyselinou pyrohroznovou, kyselinou oxoglutarovou a glukézou.

V bilych vinech je volny SO2 vazan pfevazné acetaldehydem, pak také kyselinou
pyrohroznovou a oxoglutarovou. U ¢ervenych vin dochazi k vazbé s antokyany a

fenolovymi slou€eninami. V pfipadé, Ze je surovina (hrozny) napadena hnilobou,
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byva volny oxid sifi€ity vazan i jinymi slouCeninami a dochazi k uplnému vyvazani
volného SOz (Baron, 2013).

Endogenni SO

Endogenni SO2 se vyskytuje ve vinech, do kterych nebyl pfidan oxid sifiCity
uméle, tedy technologickym zasahem. Endogenni oxid sifiCity vznika
enzymatickou €innosti kvasinek. Tato forma SOz2 je ve viné v koncentraci od 0 az
po 40 mg-I* a je ovlivnéna dirosti fermentacniho prostiedi (vice &iré — vice
produkce endogenniho SO2), obsahem metioninu a cysteinu, kmenem kvasinek
(vysoka tvorba endogenniho SOz u kmenl kvasinek citlivych na SOz, nizsi
produkce u uméle vyselektovanych kmenu) (Bizaj, et al., 2012; Rib'erau-Gayon.,
et al., 2006).

Vysledky Pezleyho studie (2015) ukazuji, Ze mnozstvi endogenniho volného
oxidu sifi€itého vyprodukovaného kvasinkami béhem alkoholové fermentace je
nedostate¢né pro ochranu vina pfed nezadouci oxidaci v pribéhu kvaseni a

zrani.

3.1.3 LIMITY OXIDU SIRICITEHO VE VINE

Mnozstvi oxidu sifi¢itého ve viné je uréeno nafizenim (ES) 606/2009 s ucinnosti
od 10. 7. 2009. Hodnota veSkerého oxidu sifiCitého je v ramci Evropské unie
hlidana a kontrolovana prislusnymi organy (Tabulka 2). Limity pro volny SO:2

nejsou stanoveny.
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Tabulka 2: Maximalni povolené mnozstvi SO2 ve viné (Sedlo, 2009)

Maximalni povolené

IS VATE mnozstvi SO, [mg.|7]
L Bilé 200
Tiché vino = -
Cervené 150
Tiché vino s obsahem Bilé 250
zbytkového cukru min. 5 g.I* Cervené 200
Pozdni sbér 300
» L Vybér z hroznu 350
Privlastkové vino — — . —
Vybér z bobuli, vybér z cibéb 400
Ledové, slamové 400
., Vsechny kategorie 185
Sumivé vino e . .
Ostatni Sumiva vina 235
S obsahem zbytkového cukru
It 150
Likérové vino max. 5 9.
S obsahem zbytkového cukru
. 9 200
min. 5 g.l

3.1.4 MOZNOSTI SNIZENIi SO-

Technologické postupy
Jak jiz bylo feCeno, koncentrace oxidu sifiCitého (zejména ve formé vazané) je
dlkazem pfistupu k vyrobé vina. Proto by mélo byt vino vyrabéno s rozvahou a
se snahou maximalizovat dobré vlastnosti suroviny, a to bez nadbyte¢nych

enologickych zasahu.

Zakladnim predpokladem pro spravné hospodafeni s oxidem sifiitym je
pribézna analyza suroviny — hroznu, mostu a pozdéji vina. Diky ziskanym
parametrdm je mozné Iépe urcit vhodnéjsi natasovani a davku SOz (Michlovsky,
2012). UrCeni pfihodného momentu sifeni a pfiméfené davky oxidu sifiCiteho
zajistuje spravné fungovani této latky, tedy i nejvétsi ucinnost pfi minimalnim
pfidavku. PFi takovém rozhodovani je velmi dulezité zohlednit fazi, ve které se
vino momentalné nachazi (napf. fermentace), zamérné probihajici nebo
potlaCované jableCno-mlécné kvaseni, pfedpokladana spotfeba vina (archivace,

okamzita spotfeba). Je ovéfeno, Ze Setrné zachazeni s vinem v kazdé fazi vyroby
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pomaha celkové kvalité vysledného vina a tudiz vede k menSi potfebé sifeni
(Henderson, 2009).

Sur lie
DalSi metodou, jak snizit potfebu oxidu sifi¢itého, je sur lie. Tento zpusob vyroby
vina je zalozen na leZzeni mladého vina na kvasni¢nich kalech (Lesko, et al.,
2011). Vyuziva se tak redukéni sily kvasinek, ¢imz je potfeba SO:2 snizena. P¥i
takovém zpusobu vyroby vina vznikaji mannoproteiny, slou€eniny, jenz vazou
antokyany a pomahaji tak k zajisténi stability barvy. Tato metoda s sebou v8ak
nese jista rizika — napfiklad vznik nezadouciho sirovodiku (nedostate¢né
mnozstvi vazebnych sloucenin, pfeména SOz na elementarni siru atd.). Jestlize
je prostfedi az pfilis reduktivni, stava se vhodnym pro vznik tzv. sirky a vyskyt

kvasinek Brettanomyces spp. (Baron, 2013; Rib'erau-Gayon., et al., 2006).

Malolakticka fermentace

Hlavni u€inek malolaktické neboli jable€no-mlééné fermentace je odkyseleni vina
a zména jeho charakteru a aroma. Kromé téchto funkci pusobi také na bakterialni
stabilitu vina, a to velmi pfiznivé. Princip zvySovani bakterialni stability pomoci
MLF je zalozen na potlaceni rlstu jinych bakterii, nez-li téch, které jsou za
malolaktickou fermentaci zodpovédné. Déje se tak kvuli spotfebé Zivin v médiu
(viné). DalSi mikroorganismy se tedy potykaji s nevlidnymi podminkami pro
existenci. Mohou vznikat také bakteriociny, jeZ jsou toxické pro nékteré mikroby.
Jiz probéhla MLF v jisté fazi vyroby vina se zabrani vypuknuti nezadouci MLF
v lahvi. Spravné probéhla a kontrolovana malolakticka fermentace vede diky

zvySeni bakterialni stability vina k mensi potfebé oxidu sifi¢itého (Baron, 2013).
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Chemické metody pro snizovani SO:

Tabulka 3: Chemické metody pro snizovani SOz ve viné (Barori, 2013; Santos, et al., 2012)

PRIDANA
LATKA

EFEKT/POTENCIALNIi EFEKT

DMDC Inhibice rastu MO

NEVYHODY

Méné ucinné proti bakteriim ve
srovnani s kvasinkami

EEICEIEINWA Inhibice rastu bakterii, kontrola MLF

Nemaji vliv na rast kvasnic

Inhibice rdstu mikroorganismu,
antioxidacni aktivita, nema vliv na
spotfebu dusikatych sloucenin,
muze poskytnout lepsi smyslové
viemy

Fenolické
slou€eniny

MoZné negativni zmény v barvé
a aroma vina

Kyselina

, Antioxidacni aktivita
askorbova

Vliv na chut, kratké plsobeni,
vedlejSi produkt — H20>

Kontrola vyvoje mlé¢nych a
octovych bakterii, méni
metabolismus kvasinek, které pak
produkuji mensi mnozstvi etanolu

Koloidni
stribro

Obsahové zmény, nezastavuje
Saccharomyces cerevisiae,

Inhibice enzym(, které se Ucastni
vyroby bunééné energie; narusuje
také funk&nost bunéénych
membran

Vanilin

CHEMICKA METODA

Citlivost je rozdilna u rlznych
druhd, nékteré mikroorganismy
ho méni na alkohol a derivaty
kyselin (Brettanomyces spp.),
nutna vysoka koncentrace — vliv
na aroma

Konzervace, s SO2 naruSuje pH
homeostazy kvasinek a plisni,
zastaveni kvaseni

Kyselina
sorbova

Zédny antioxidaéni ucinek, riziko
rozkladu na 2-ethoxy-3,5-
hexandien — vznik vady "vliiné
po pelargoniich"

[BV{orde)0 Ml Inhibice rustu bakterii, kontrola MLF

Nizka aktivita proti G- bakteriim,
neaktivni ke kvasinkam, vaze se
s polyfenolickymi sloZzkami
Cerveného vina, riziko tvorby
zakalu vina
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Fyzikalni metody pro snizovani SO: ve viné

Tabulka 4: Fyzikalni metody pro snizovani SOz ve viné (Santos, et al., 2012)

APLIKOVANY
JEV

EFEKT/POTENCIALNI EFEKT NEVYHODY

Eliminace patogennich MO,

Pulsujici .
y zkraceni doby macerace,

<
2 lektricka pol
E e (';CES)pO e zvySeni extrakce fenolickych
W latek, urychleni zrani vina
~E ZvySuje extrakci fenolickych
Ultrazvuk . . P
3 slou€enin, urychluje zrani vina
"§ Ultrafialové Eliminace patogennich MO, Ve srovnani s bilym vinem je v
N zareni obohacuje vino o stilben ¢erveném viné méné ucinngjsi
E V zavislosti na situaci maze
VvsokV tlak Eliminace patogennich aktivovat nékteré enzymy, coz
ysoxy mikroorganism{ muze vést ke snizeni obsahu

antokyanu a €innosti antioxidant(

3.1.5 VYHODY A NEVYHODY OXIDU SIRICITEHO VE VINE

Tabulka 5: Vyhody a nevyhody oxidu sifi¢itého ve viné — shrnuti (Guerrero. & Cantos-Villar, 2015)

VLASTNOST VYHODA NEVYHODA

Inaktivace enzym0 zpusobujicich

Antioxidacni hnédnuti, inhibice Maillardovy
ucinek reakce, zachyceni kysliku, reakce s

peroxidem vodiku, redukce chinon(

Efektivita zavisi na hodnoté pH

Zabranéni vzniku kvasinkového

Antimikrobialni zakalu, zabranéni refermentace,
ucinek prevence proti vzniku ethylfenold,

biogennich aminl a rdznych pfichuti

Efektivita zavisi na hodnoté pH,
koncentrace 30-50 mg.It je
neucinna proti nékterym MO

Pfi vy8Si koncentraci nepfijemné
Komplexnéjsi chut’ chuté a viné, riziko vzniku
merkaptanl a sirovodiku

Senzoricky
projev

Alergické reakce — dermatitida,
kopfivka, angioedém, bolesti
bficha, prijem, zGzeni pridusek,
anafylaxe

Zdravi

24



3.2 RIZIKA SPOJENA S OXIDEM SIRICITYM

Bez pfidani oxidu sifiCitého je vino vystaveno nebezpeci negativniho ovlivnéni
kvality vina. Je zfejmé, Ze naCasovani a mnozstvi pridavku oxidu sifiittho musi
byt podfizeno stylu a slozeni vina, do kterého se SO pfidava. Je sice mozné
vyrobit vino bez pfidavku oxidu sifiCitého, presto se vSak bude ve viné vyskytovat

alespon v minimalni koncentraci (vznik béhem fermentace) (Henderson, 2009).

Nékdy se oSetfeni pomoci SO:2 jevi jako jedina varianta pfi zasahu proti vadé Ci
chorobé vina a pfidavku se tedy nelze vyhnout. OvSem i pfili§ vysoka koncetrace

oxidu sifi€itého nese riziko vzniku vady vina, proto je snahou udrzet obsah SO:2

v minimalni koncentraci.

3.2.1 VZNIK CHOROB A VAD

NeoSetfené vino je nachylné k mnoha chorobam a vadam:

Tabulka 6: Choroby vina pri nedostatku SO2 (Michlovsky, 2012)

CHOROBA PRICINA PROJEV PREVENCE OSETRENI
e . Doplfovani
Kisove kvasinky - nadob, | Doplnéni nadoby
prodychavaji alkohol Bily povlak na R S
. N skladovani vina | vyplaveni bilého
na kyselinu octovou a hladiné vina . . o
CO, pod inertnim povlaku, sifeni
plynem
Octové bakterie,
pfistup vzduchu, vznik Zdravé hrozny,
Octovaténi tglfavyc_h .kyselln (cast_o Typické octové C|_ste_a ]
jiz ve vinici), alkohol = aroma hygienické
substrat pro vytvareni prostfedi vyroby
octu
Bakterie (L. brevis, L. Sifeni rmutu Pfidavek SO2
cellobiosus) Pach — mysi nebo mostu, aktivni uhli,
Kvasinky mo¢ vycisténi a sifeni Cerstve vinné
(Brettanomyces) mladého vina kvasnice
Kvasinky T SHERA T, Stoceni a filtrace
L Animalni tény, konzervace g oy
Animalni Brettanomyces (k Yo . , vina, zvyseni
. . % .- .. | pach kofiského prazdnych .
tény rozmnozovani potrebuji L . volného SO2 na
potu/sedla dfevénych sudl . 1
cukr) ; min. 40 mg.|
pomoci SOz
Sterilni filtrace,
NEELOY Mnozeni MO, nizky deglnfekce S
a . veskerého Sterilni filtrace,
o obsah alkoholu, Zakal v .
bakterialni . zafizeni, sifeni
. zbytkovy cukr o S
zakaly pfirozeny vyvoj
Skoleni vina
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Tabulka 7: Vady vina pfi nedostatku SOz (Michlovsky, 2012)

Zména barvy

_ nahnédié Kontrola obsahu SOz, Silné sifeni,
Oxidaza PFistup vzduchu, tonv. tvoicka doplfiovani nadob s stabilizace
nizky obsah SO: Y, tYP vinem, skladovani vina | obsahu volného
zména aroma : ,
pod inertnim plynem SO2

(shnilé jablko)

Pristup vzduchu —
oxidace —
hnédnuti (mira

Hnédnuti Zména barvy

Viz prevence oxidazy

vina ot — hnédnuti
zavisi na obsahu
polyfenolu)
] P¥ili§ intenzivni . -
RSN (onzervace | Oxidace SO, | . WYmyti/napinéni Aktivni uhli,
kyseliné L . dfevéného sudu vodou .
N dfevénych sudu na H2S04 « NP odkyseleni
sirové i pfed napInénim vinem
pomoci SO2

3.2.2 NEZASTAVENA FERMENTACE A REFERMENTACE

Alkoholova fermentace je hlavnim procesem utvarejicim vino (Hui, et al., 2007).
Je tedy zfejmé, Ze je vénovano mnoho usili k prozkoumani tohoto jevu. Ne vzdy
ale vinafi mohou nebo chtéji ponechat kvaseni volny pribéh a nechat kvasinky
svou praci zcela dokoncit. Proto se Cim dal Castéji objevuji snahy o nalezeni
vhodnych prostifedkl k zastaveni fermentace a ponechani zbytkového cukru ve
viné. Problematika alkoholové fermentace a ovliviiujicich faktorl je pfili§ slozita,

tato prace je zamérena predevsim na fazi zastaveni kvaseni.

V nékterych pfipadech se jevi podminky pro alkoholovou fermentaci jako
naprosto idealni — vyS8Si obsah kyselin, nizSi pH, dostatek dusikatych latek
v mostu. Takové prostfedi zabezpecluje bezproblémové kvaseni, ale zaroven
zpusobuje mikrobialni nestabilitu, jelikoZ kvasinky jednodu$e zesili a stanou se
tak i vice odolnymi vuci nepfiznivym vlivim, tedy i k oxidu sifi¢itému. Pokud je
v mos$tu dostatek (nebo i pfebytek) dusikatych latek, které kvasinkam slouZzi jako
zdroj zivin, maji kvasinky vice sily k rozmnozovani a nabyti imunity. Jejich cilem
je fermentaci dokonéit a vytrvat az do stavu zcela suchého vina — bez
zkvasitelnych cukrud. Proces si mizeme predstavit jako zadany pracovni ukol, pro
ktery maji kvasinky — pracovnici — dokonalé podminky, dostate¢ny pohon a

nedokonceny projekt — kvasici most. Dokud budou mit energii, neskonci s praci,
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a to ani v pfipadé, Ze narazi na pokus o jejich inhibici, napfiklad oxidem sifiCitym.
V takovém pfipadé se mlze jako feSeni jevit sterilni filirace, ovSem nasledny stav
vina (sterilni) nelze mozné zcela ubranit opétovné infekci a nasledné
refermentaci neboli opétovnému rozkvaseni. Takové jevy jsou ve viné
nezadouci, obzvlast v pfipadech, kdy chceme ponechat jisté mnozstvi
zbytkového cukru a vino zafadit do kategorie polosuché (popfipadé polosladké,
sladké). V poslednich letech byl vyvinut pfipravek obsahujici vy$Si mastné
kyseliny, ktery by mohl vyfeSit problematiku refermentace a zastaveni
alkoholového kvaSeni (Baron, 2013). Tato latka je hlavnim tématem celé

diplomové prace a bude ji vénovana pozornost nize.

3.2.3 ODOLNOST KVASINEK

Nejvice testd bylo provedeno s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae. Je jiz
davno znamé, Ze SOz ma vliv na rlst kvasinkovych bunék, sporulaci a zotaveni.
Schopnost kvasinek odolavat oxidu sifiCitému se liSi dle faze, ve které se pravé
nachazeji. Buriky jsou odolnégjSi v exponencialni fazi, kdezto v pozdéjsi
stacionarni fazi je jejich odolnost znacné nizSi. Kvasinky dokazi tolerovat oxid
sifiCity jen po velmi kratkou dobu, dokud nedojde k jejich trvalému poSkozeni. Pfi
vysSich teplotach se zintenzivriuje antimikrobialni aktivita oxidu sifi€itého. Je
nutno podotknout, Ze i vina oSetfena pomoci SOz (a specialné pfi zastaveni
kvaseni) mohou obsahovat i pfi nasledném zrani v sudech vétsi obsah kvasinek,

které mohou zpUsobit nezadouci refermentaci.

Rezistence kvasinek k oxidu sifi€¢itému ma tzv. polygenni charakter (maly vliv na
fenotyp, kvantitativni znak). Tento znak je dédi¢ny, a to i v pfipadé nepfitomnosti
SO:2 v daném prostfedi. Odolnost vi&i oxidu sificitému je Casto doprovazena
rezistenci na ostatni fungicidy (napf. kyselina sorbova, kyselina benzoova). Bylo
provedeno nékolik riznych testl odolnosti kvasinek k SOz, stale v§ak neni tato
problematika dukladné prozkoumana. Mizeme vSak fici, ze rezistence kvasinek
k SO2 je velmi variabilni a liSi se jak mezi druhy, tak i mezi kmeny. K vysoce
tolerantnim patfi kvasinky Zygosaccharomyces bailii a Schizosaccharomyces

pombe. Kmeny Saccharomyces cerevisiae jsou ve srovnani s ostatnimi k SO2
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pomérné tolerantni, pfesto je jejich odolnost velmi riznoroda. K citlivym
kvasinkam vuci SO2 fadime Kloeckera apiculata a Hansenula anomala (Divol, et
al., 2012).

3.3 DUVODY ZAJMU O ALTERNATIVY K SO;
3.3.1 OXID SIRICITY A JEHO VLIV NA LIDSKE ZDRAVI

Oxid sifiCity patfi do skupiny sifiitanu a v potravinach je oznaCovan kédem E220.
SifiCitany v potravinach plni nékolik funkci (napf. inhibice enzymového i

neenzymoveho hnédnuti, antimikrobialni aktivita atd.).

Obsah sifi¢itana v potravinach se pohybuje od 10 mg.kg*az po 1000 mg.kg* —

nejvice jsou obsazeny v suseném ovoci, ovocnych stavach a vinu.

Védecky vybor pro potraviny (SCF) ur€il hodnotu ADI (akceptovatelny denni
pfijem) na 0-0,7 mg SO2/kg télesné hmotnosti ¢lovéka. Urcit prGmérny denni

pFijem je vSak velmi problematické.

U obecné populace neni znam vyskyt precitlivélosti na sifiitany, ale u lidi trpicich
astmatem se vyskyt nezadoucich reakci po poziti sifi¢itant odhaduje na 4-66 %
(rozdil je dan rtznou formou poziti — roztok, inhalace atd.) (Ministerstvo

zemé&délstvi, 2012).

Prestoze je pfi vyrobé vina oxid sificity velmi dilezity, narustaji obavy o zdravotni
zavadnost této latky, a to hlavné kvuli potvrzenym alergickym projevim
zpusobenych SO2. Tyto obavy vedou mezinarodni vyzkumna stfediska k usili
nalézt nahradni feSeni. Takova badani maji prfedpoklad dostateCné znalosti
vlastnosti a podminek pouziti SO2. Vzniklo nékolik studii alternativ k oxidu
sifiCitému, které by se mély vyvarovat nevyhod SO2. Otazkou stale zlstava
ucinnost alternativnich latek ve viné (Fredericks, et al., 2011; Guerrero. & Cantos-
Villar, 2015).

Pfes vS8echny vyhody oxidu sifi¢itého jsou sifi€itany (odvozené slouceniny od
SO2) spojené v nékterych pfipadech s alergickymi reakcemi spotfebitell. VétSina

jedincu, ktefi jsou citlivi na takové latky, reaguji na mnozstvi 20-50 mg pozitych
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sifiCitand. Mohou zazit fadu pfiznakl, a to v€etné dermatitidy, kopfivky, bolesti
bficha, prujmu, zuzeni pridusek a anafylaxe, pfiCemz nejCastéjsi projevy u lidi
se zvySenou citlivosti na sifiCitany jsou dermalni problémy a potize cest
dychacich. Nezadouci reakce na sifiCitany se projevuji pfevazné u lidi trpicich
astmatem, u zdravych jedincu jsou takové projevy velmi vzacné. Astmatici, ktefi
uzivaji steroidy, nebo maji vysSi senzitivitu dychacich cest, mohou spadat do
pfipadd zvySeného rizika vzniku alergické reakce na potraviny obsahujici
sifiitany. U takového typu lidi maze byt alergicka reakce na sifi€itany zavazna,
jelikoz derivaty oxidu sifiCittho mohou zpusobit aktivaci proto-onkogend,
inaktivaci tumor-supresorovych genu, a dokonce muze hrat roli v patogenezi SO2

spojené s rakovinou plic (Santos, et al., 2012).

3.3.2 TECHNOLOGICKE HLEDISKO
Zatim se oxid sifiCity jevi pfi vyrobé vina jako nezastupitelna sloucenina, a to i
pfiliS reduktivni charakter vina a pfi neopatrném davkovani také prekroCeni

zakonem povoleného mnozstvi.

Kromé toho je jiz dnes jasné, Ze se u kvasinek rozviji rezistence k oxidu
sifiCitému. Tato skuteCnost neni nijak prekvapiva, kdyz si uvédomime, ze kazdy
organismus ma pud sebezachovy, diky némuz muze aktivovat obranny

mechanismus a pokousi se tak prezit i v nepfiznivych podminkach.

V pfipadé, je-li cilem vyrobit vino se zbytkovym cukrem, je nutné zastavit
alkoholovou fermentaci jesté pred prokvasenim do stavu suchého vina, musime
tedy inhibovat kvasinky a v nejlepSim pfipadé zajistit takovou stabilitu vina, aby
bylo minimalizovano riziko refermentace. Pokud pomineme pouziti oxidu
sifiCitého, skyta se nam jesté metoda podchlazeni, ktera je energeticky velmi
naroCna. Dale se slibné jevi filtrace, jeZ je pro mensi vinarstvi ve vétsiné pfipadl
prilis nakladna a nevhodna. Ovéem kombinaci téchto metod (i s pouzitim SO2) je

mozné dosahnout pozadovaného vysledku (Barori, 2013).
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3.3.3 ZPOHLEDU EKONOMIE

Dalsim nezanedbatelnym divodem, pro€ je dllezité najit alternativu k tak
zasadni latce, jako je oxid sifiCity, je také vzestup trendu vin s vySSim zbytkovym
cukrem (Mitchell & Hall, 2008). Pfi vyrobé takovych vin je potfeba zastavit
alkoholovou fermentaci jesté prfed uplnym prokvasenim (tedy nez je zpracovan
vSechen cukr v mostu), coz je Casto nelehky a velmi nakladny ukol. Nedokonale
prokvasena vina nebo vina s vySSim zbytkovym cukrem jsou vhodnym médiem
pro rlist a mnozeni mikroorganisml, které mohou zpuUsobit nevratna

organolepticka poskozeni (Bartowsky, et al., 2002; Nehme, et al., 2008).

Pokud shrneme veskeré faktory ovliviujici vyrobu vina s vy$Sim obsahem
zbytkového cukru, naznac¢i nam to velkou pracnost, s ¢imz se logicky poji i vySSi
naklady a vysSi prodejni cena vysledného produktu (Babikova, et al., 2012;
Baron, 2013). Takové metody jsou nedostupné a nerealné pro mensi vinarstvi.
Pfi dalSich pokusech o nalezeni alternativy k SO2 by méla byt tato skuteCnost
brana v potaz. Komplementarni metody k oxidu sifiittmu by mély byt vyvijeny
tak, aby financni zatéz vznikla s aplikaci takového pfipravku nebo postupu nebyla

az prilis velka, a to ani pro mensi a stfedni podniky.

3.3.4 SNAHY O ALTERNATIVY K OXIDU SIRICITEMU

Nazory na vyhody a nevyhody oxidu sifiitého se rdzni, bezpochyby najdeme
pfiznivce i odplrce, nesmime vSak zapomenout plvodni zamér, a to feSeni
problému, ktery je zfejmy — oxid sifiCity je alergen. Proto by mély vést snahy
moderniho vinafského svéta k vyrobé ,zdravéjSiho“ vina sco nejméné
cizorodymi latkami a s obsahem nejlépe takovych, které jsou pro lidské télo
prirozené. VyS$Si mastné kyseliny se v tomto pfipadé jevi jako naprosto idealni —
bézné se vyskytuji v matefském mléce nebo napfiklad v ofechu. Zaroven jsou
dostatecné antimikrobialné aktivni, takZze dokazi zastavit alkoholovou fermentaci
a udrzet mikrobialni stabilitu ve viné, a to pfi redukci davkovani oxidu sifi¢itého
(Baron, 2013).
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3.4 NASYCENE VYSSi MASTNE KYSELINY

Jak jiz bylo fe€eno, problematika alkoholové fermentace a jejiho zastaveni je
dosti slozita. SouCasné s timto faktem se do obecného povédomi ¢im dal vice
dostava skuteCnost, Ze je oxid sifiCity (a sifiCitany) alergen, a tudiz latka
zdravotné zavadna. Tato fakta znacné pfispivaji k motivaci pro hledani
alternativnich latek. V poslednich letech byly vyzkumy uspésné, jelikoZz bylo
zjisténo, Zze moznym doplrikem, ktery by vyrazné obsah SO: ve viné snizil, jsou
nasycené vysSi mastné kyseliny, respektive kyseliny se stfedné dlouhym

fetézcem (anglicka zkratka MCFA).

3.4.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny se 4-26 uhliky. Maji vétSinou sudy
pocet uhlikovych atomu (z ddvodu syntézy z dvouuhlikatych jednotek — acetyl-
CoA). Existuji volné mastné kyseliny nebo jsou soucasti lipidu (ve formé esterl s

alkoholy — glycerolem, sfingosinem nebo cholesterolem).

Déli se na nenasycené mastné kyseliny (obsahujici jednu a vice dvojnych vazeb)

a nasycené (neobsahujici dvojné vazby).

Podle délky uhlikového fetézce je délime na mastné kyseliny s:

e kratkym retézcem (Cs—Ce)
e se stfedné dlouhym fetézcem (Cs—Cu1o)
e dlouhym fetézcem (C12—Cus)

e velmi dlouhym fetézcem (> Cas)

Dle struktury jsou mastné kyseliny délené na linearni nebo rozvétvené. A podle
moznosti syntézy v lidském téle na esencialni a neesencialni mastné kyseliny
(Murray, 2002).
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Kyselina kaprylova
Kyselina kaprylova neboli oktanova (CsHis602) ma osm atomu uhliku. Pfirozené
se vyskytuje v kokosovém ofechu a matefském mléce. Jedna se o olejovitou
kapalinu malo rozpustnou ve vodé. Vyuziti muze mit napfiklad pfi 1é¢bé
bakterialnich infekci, je ucinna proti kvasinkam a plisnim v organismu. (Nair, et
al., 2005).

O

/\/\/\)J\OH

Obrazek 2: Chemicka struktura kyseliny kaprylové (Calvero, 2007)

Kyselina kaprinova
Kyselina kaprinova neboli dekanova (CioH2002) obsahuje deset atomu uhliku.
Jeji nazev je odvozen od latinského slova capra (Cesky ,koza“), jelikoz se
prirozené vyskytuje v kozim mléce (Anneken, et al., 2002). Kyselinu kaprinovou

pfirozené obsahuje mléko a kokosovy olej (Nair, et al., 2005).

O

/\/\/\/\)J\OH

Obrazek 3: Chemicka struktura kyseliny kaprinové (Calvero, 2007)

Kyselina laurova
Kyselina laurova (téZz laurinova) neboli dodekanova (Ci2H2402) je mastna
kyselina obsahujici dvanact atomd uhliku (Murray, 2002). Pfirozené je obsazena

v palmojadrovém a kokosovém oleji (Budinova, 2016).

O

/\/\/\/\/\)J\OH

Obrazek 4: Chemicka struktura kyseliny laurové (Wikipedia, 2006)
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3.4.2 VYZNAM NASYCENYCH VYSSICH MASTNYCH KYSELIN VE
VINE

Zkoumani VMK pro jejich fungicidni ucinky ve viné zapocalo jiZz pfed mnoha lety.
(Bardi, et al., 1999). U nékterych byla zjiSténa schopnost aktivace ¢i podpory
alkoholové fermentace — jedna se o mastné kyseliny Cis a Cis (Rodriguez-
Nogales, et al., 2013; Son, et al., 2009), u mastnych kyselin s krat§im fetézcem
(Cs, Cio a Ci12) byla objevena naopak schopnost inhibice alkoholové a
malolaktické fermentace (Guilloux-Benatier, et al., 1998; Garbay, et al., 1995;
Sacorreia, 1986; Viegas & Sa-Correia, 1997; Callul, et al., 1991; Cabral, et al.,
2001).

Kyseliny Cs, Cio a Ci2 maji fungicidni vlastnosti a jsou v jisttm mnozstvi
syntetizovany samotnymi kvasinkami (jako vedlejSi produkt syntézy lipida (Taylor
& Kirsop, 1977)) béhem alkoholové fermentace (Lafon-Lafourcade, et al., 1984).
Mnozstvi téchto slou€enin uvolnénych do kvasiciho média (tedy mostu) je zavislé
na kmenu kvasinek a dalSich podminkach alkoholové fermentace — napfiklad
teploté, pH, pfistupu vzduchu (Jones, et al., 1981; Krauss & Forch, 1975; Garbay,
et al., 1995). V nékterych pfipadech mohou zpUsobit problematicky priabéh a
dokonceni alkoholové fermentace nebo pfedCasné zastaveni (Viegas & Sa-
Correia, 1997; Viegas & Sa-Correia, 1991; Sajbidor, et al., 1992; Pina, et al.,
2004). Inhibi¢né pusobi kromé fermentace alkoholové také na jable¢no-mlécné
kvaseni. Jednotlivé mastné kyseliny vSak nejsou tak ucinné jako smeés ve
spravném pomeéru oktanové, dekanové a dodekanové kyseliny (Baron, 2013;
Divol, et al., 2006).

v wviv s

rozpustna nez ostatni kyseliny, kvuli tomu je jeji toxicita v moStu nebo viné
snizena. Také vétsi délka fetézce dekanové kyseliny nenaruSuje buriky tak
efektivné jako mensi molekuly. Kromé toho, vétsi molekuly maji v mensi
koncentraci sklon ke tvorbé srazenin (Correia, et al., 1989; Lafon-Lafourcade, et
al., 1984; Viegas & Sa-Correia, 1991; Viegas, et al., 1989; Viegas, et al., 1994).

Uginnost mastnych kyselin je samozfejmé pfimo ovlivnéna fazi, ve které jsou do

mosStu Ci vina aplikovany. V pfipadé, Ze jsou pfidany do kvasiciho mostu, je
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metabolicka aktivita kvasinek velmi rychle potlatena a kvasinky uhynou, tim se
alkoholova fermentace zpomali nebo zcela zastavi. Pfi aplikaci do hotového vina
jsou vy8Si mastné kyseliny prevenci proti nezadouci malolaktické fermentaci
nebo také funguji jako obrana pfed nechténou refermentaci. DalSim rozdilem
mezi pusobenim na alkoholovou a malolaktickou fermentaci jsou konkrétni VMK.
Zatimco pro bakterie Oenococcus oeni jsou toxické pFedevsim kyseliny
kaprinova a laurova a jejich estery, na kvasinky zpusobujici alkoholovou
fermentaci ucinkuje nejvice kyselina kaprinova, a to i pfes jeji horsi rozpustnost
(Babikova, et al., 2012; Garbay, et al., 1995; Guilloux-Benatier, et al., 1998).

3.4.3 PRINCIP FUNGOVANI

Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fFetézcem pronikaji (pasivni difuze (Liu, et
al.,, 2013)) do kvasinek pfes plazmatickou membranu a uvnitf jsou jako
nedisociované molekuly rozpustény ve fosfolipidové vrstvé membrany, pficemz
jsou deaktivovany dalSi lipid-lipid a lipid-proteinové interakce a specialné
uspofadana membrana je zménéna. To ma pro bunku fatalni nasledek, jelikoz
membranové lipidy a jejich uspofadani hraji dulezitou roli pfi udrzovani normalni
funkce plazmatické membrany (Vanderrest, et al., 1995). SniZi se intracelularni
pH, zvySi se permeabilita membrany a zméni se transportni systém. Zaroven
jsou v burnice akumulovany toxické anionty. Do buriky mohou vnikat razné latky,
které kvasince Skodi. PoSkozena kvasinka ztrati moznost pfeménovat glukézu
na etanol a nasledné uhyne. Zjednodu$ené Ize fici, Ze mastna kyselina pronikne
do kvasinky, pfemeéni jeji strukturu, burika se stane propustnou a nefunkéni, coz
vede Kk jejimu usmrceni (Viegas, et al., 1985; Cabral, et al., 2001, Legras, et al.,
2010; Alexandre, et al., 1996).

Jednim z faktoru, ktery by mohl mit vliv na mechanismus plasobeni VMK ve viné
by mohl byt druh kvasinek. Pfi testovani bylo zjisténo, Ze rlizné druhy potfebuji
rizné davky vysSich mastnych kyselin (Barori, 2013).
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Obrazek 6: Deformace buriky po aplikaci VMK

3.4.4 ZDRAVOTNi NEZAVADNOST

Nasycené vySSi mastné Kkyseliny (respektive kyseliny se stfedné dlouhym
fetézcem — Cs, C10 a Ci12) nejsou zdravotné zavadné. Jiz bylo zminéno, Ze se
pfirozené vyskytuji v nékterych olejich nebo také v ofeSich a matefském mléce.
PFi snaze snizovat davku oxidu sifi¢itého kvUlli jeho neblahému vlivu na lidské
zdravi se jevi tato vlastnost VMK jako velka vyhoda. A to i pfesto, pouzijeme VMK

jen jako doplnék k SOz, a nikoliv jeho uplnou nahradu (Baron, 2013).

3.4.5 POUZITi V PRAXI

Smés vysSich mastnych kyselin muze znaéné snizit potfebu sifeni. Bylo
prokazano, Zze davka 150 mg.I* SO2 a 9 mg.I't VMK ma stejnou ucinnost jako
250 mg.I"t samotného SO:2 (Rib'erau-Gayon., et al., 2006). Pfidavané mnoZstvi
vy$Sich mastnych kyselin by nemélo presahnout 10 mg.It a davkovani by mélo
probihat 24 hodin pfed sifenim (Baror, 2013).

V poslednich letech probéhlo nékolik studii zabyvajicich se u€inkem nasycenych
vy8Sich mastnych kyselin ve viné. Co se tyCe alkoholové fermentace, byl
prokazan vyssi uhyn pfi kombinaci vy$Sich mastnych kyselin a oxidu sifi¢itého, a
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to pfi rizném objemu oSetfovaného vina. Aplikace probéhla v dobé, kdy mél
kvasici most obsah zbytkového cukru 50 mg.It. Jiz samotné VMK mély
vyznamny vliv na mnozstvi odumfelych kvasinek, ale v takovém pfipadé je vétsi
riziko refermentace, tato problematika bude popsana nize. NejlepSiho vysledku
bylo dosazeno u aplikace VMK 40 mg.I", a to s i bez oxidu sifi¢itého. Takova
davka je vSak v bézném provozu pfilis vysoka. Pro zastaveni kvaSeni je
dostacujici davka 10 mg.I"* v kombinaci s SO2. Zarover doslo k nizsi potrebé
oxidu sifi¢itého, protoze narusené bunky ho vstfebavaji efektivnéji. Tak se snizi i
obsah vazaného SO2. Souhrnné feCeno — vysSi procento usmrceni kvasinek pfi
nizSi koncentraci SO2 (Baron, 2013). Zastaveni alkoholové fermentace pomoci
VMK, pficemz by vysledné vino obsahovalo zbytkovy cukr, bude vénovana

experimentalni cast této prace.

Kromé alkoholové fermentace bylo zkoumano také souvisejici téma
refermentace vin se zbytkovym cukrem. | v téchto pfipadech dosahovalo o$etieni
vin pomoci VMK pozitivnich vysledkud. Doba, kdy vino nebylo znehodnoceno, se

s VMK prodlouzila az na dvojnasobek (Barori, 2013).

U spontanni malolaktické fermentace nebyly vysledky az tak ohromuijici, ale stale
plati, Ze jsou VMK vhodnym doplfikem k SOz, protoZe podpofi jeho funkénost a

tim snizi jeho potfebné mnozstvi (Capucho & Sanromao, 1994).

3.4.6 TOXICITAMASTNYCH KYSELIN VE VINE A VZNIK REZISTENCE
Toxicita mastnych kyseliny (Cs, C10) se béhem kvasného procesu zvySuje, a to
pomoci ethanolu a nizkého pH — to podporuje jejich vnikani do burky, coz ma za
nasledek snizovani pH uvnitf bunky. BEhem odezvy transkriptomu (souhrn vSech
RNA vznikajici v burice (Rédei, 2008)) dochazi také k aktivaci mechanism, které
se podileji na vzniku rezistence kvasinek k mastnym kyselinam. Sou€asné tedy
v burice funguji protichtdné mechanismy — jeden bunku zpfistupfuje a
deformuje, druhy naopak aktivuje obranny systém a zvySuje rezistenci (Legras,
et al., 2010).

Kombinace mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem (Cs, Cs a Ci0 —

mnozstvi kazdé kyseliny 3 mg.I') zpusobi rapidni potlaceni kvasinek.
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Koncentrace kvasinek klesla po aplikaci takové smési z 8.10° bunék na mililitr na
4.10* bunék na mililitr, a to béhem ¢tyf dnl. Degradace cukrd byla zcela
zastavena. Problém nastal po nékolika tydnech, kdy se pocet kvasinek opét zvysil
a zacCala refermentace. Tento jev nastal pravdépodobné kvuli esterifikaci
mastnych kyselin. Estery maji nizSi inhibicni uc€inek nez kyseliny, ze kterych jsou
odvozeny. Kvasinky se tak mohly snaze pfizpUsobit prostfedi (Baron, 2013;
Comitini & Ciani, 2007; Geneix, et al., 1983).

Propustnost membrany vyvolana pfevazné kyselinou oktanovou méla dle studie
Cabralové (2001) za nasledek zvySeni obsahu kyseliny olejové (Ci7) uvnitf
buriky. DoplInéni kyseliny olejové do prostifedi zpusobi snizeni netésnosti buriky,
takZze je permeabilita membrany nizSi a kvasinka se opét stava odolngjsi.
Rezistence bunék k vy§Sim mastnym kyselinam se tedy zvySuje (Liu, et al.,
2013). Kyselina oktanova pusobi na alkoholovou fermentaci sice inhibi¢né,
zaroven vsak spousti obranny mechanismus bunék, které se vac&i ni stavaji
rychleji odolnéjSi nez vuci ostatnim mastnym kyselinam se stfedné dlouhym
fetézcem. Tento jev zatim neni dikladné prostudovan (Cabral, et al., 2001,
Peddie, 1990; Borrul, et al., 2015).

3.4.7 REZIDUA NASYCENYCH VYSSiCH MASTNYCH KYSELIN VE
VINE

Tato Cast patfi bezesporu k vyhodam, které nese pouziti vy$Sich mastnych
kyselin ve vinafském primyslu. Velka ¢ast pfidanych VMK je absorbovana nebo
asimilovana kvasinkami. Zbytek je pak esterifikovan a zlstava ve viné jako
reziduum, vtomto pfipadé ale mluvime o zanedbatelném mnozstvi. VysSi
mastné kyseliny se fixuji na téla uhynulych kvasinek, ktera jsou v procesu vyroby
z vina postupné odstranéna. Nebyl zjistén vyznamny rozdil rezidui VMK a esteru
u vin oSetfenych pomoci VMK a u vin bez aplikace této latky. Zaroven nebyl
zaznamenan zvyseny vyskyt t€kavych latek (Baron, 2013; Rib'erau-Gayon., et
al., 2006; Viegas, et al., 1985).
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3.4.8 VLIV NA SENZORICKE (ORGANOLEPTICKE) VLASTNOSTI
VINA
Baron (2013) uvadi, ze vliv vy§Sich mastnych kyselin na senzoricky projev vina
je takfka nulovy. Vysvétluje to eliminaci smési vySSich mastnych kyselin, jenz se
fixuji na téla kvasinek. Chut’ a viiné samotné smési mastnych kyselin je nejCastgji
popisovana jako mydlova, parafinova, pfipominajici Zlukly tuk, mokrou kizi nebo
celuldzu. Pfi bézném davkovani (do 30 mg.l") jsou mastné kyseliny ve viné jen
téZce rozpoznatelné, do davky 6 mg.I"t zcela nerozpoznatelné. Dle prizkumu
byla jejich pfitomnost zaznamenana az od mnozstvi 16 mg.I"t a spolehlivé pak

od koncentrace 30 mg.I™.

Tabulka 8: Citlivost hodnotitelti na pridavek smési VMK ve viné (Barori, 2013)

PR'D[fn‘g_EIf]VMK CITLIVOST HODNOTITELU OD[E/OZ]VA

Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

2 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

3 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

4 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

5 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

6 Ne Ne Ne Ne Ne Ano Ano 29

16 Ne Ne Ano Ano Ano Ano Ano 71

30 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano 100

80 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano 100
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4 PRAKTICKA CAST

Hlavnim cilem experimentu bylo sledovani a potvrzeni ucinnosti vySSich
mastnych kyselin jako inhibitoru alkoholové fermentace s cilem vyroby vina s
vysSim zbytkovym cukrem a za uclelem snizeni potfeby oxidu sifi¢itého.

Experiment probihal v roce 2015.

4.1 DESIGN EXPERIMENTU

Prakticka ¢ast prace byla provadéna v listopadu 2015 u kvasiciho mostu z odrady
,Laurot® (rosé). Cilem tohoto experimentu bylo potvrdit nebo vyvratit ucinek
vySSich mastnych kyselin pfi zastaveni alkoholové fermentace. Mé&feni a kontrola
vyvoje zastaveni kvaSeni byla porovnavana u dvaceti Ctyf rlznych variant a
kombinaci vysSich mastnych kyselin a oxidu sifiCitého. Vyvoj alkoholové
fermentace a jejiho zastaveni byl kontrolovan po dobu deseti dnt od aplikovani
VMK a SOz2. Prubéh byl monitorovan kazdodennim méfenim obsahu zbytkovych

cukrl, vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

4.2 MATERIAL
4.2.1 MOST

Vychozim materialem byl most z odridy ,Laurot’, jenz byl ur€en pro vyrobu vina

rosé. Hrozny, ze kterych byl most vyroben, byly posbirany 2. 11. 2015.

Alkoholova fermentace byla zahajena po odkaleni, tedy 4. 11. 2015 a probihala
v nerezovém tanku. Ctrnact dni po odkaleni byla ast mostu z nerezového

tanku odebrana a rozdélena do dvaceti Ctyr variant (18. 11. 2015).

4.2.2 OXID SIRICITY

Oxid sificity byl pouzZivan ve své pevné formé — jako K2S20s (,pyrosulfid), ktery
byl vSak z praktického hlediska kvantitativné pfeveden na Cistou formu. Davky
oxidu sifi¢itého pak byly 0, 20, 30, 40, 50 a 60 mg.I~.
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4.2.3 SMES VYSSICH MASTNYCH KYSELIN

Pro tento experiment byl zvolen stejny pomér jednotlivych VMK pro vSechny
varianty SO2,ato Cs: Ci0: C12=20:70:10. 100 mg VMK (v pfislusném poméru)
bylo rozpusténo ve vodném roztoku hydroxidu draselného (objem 1 I). Davky
smési VMK byly pak 0, 5, 10 a 20 mg.I".

4.3 METODIKA

Jak jiz bylo fecCeno, pro tento experiment byla vybrana odrida ,Laurot’
zbytkového cukru, podle jehoZz hodnoty bylo rozhodnuto o nacasovani aplikace
vys§Sich mastnych kyselin a oxidu sifi¢itého. Prubézny stav byl kontrolovan
pomoci ALPHA analyzatoru. U experimentu byl urCen start pokusu na datum 18.
11. 2015, kdy obsah zbytkového cukru ¢inil 25,6 g.I.

V tomto momenté byly zméreny zakladni analytické parametry mostu (Tabulka
9) a ¢ast mostu byla rozdélena do 24 sklenénych lahvi o objemu 0,75 |, pfiemz

jedna lahev znamenala jednu variantu (vzorek).

Poté byla aplikovana smés vysSich mastnych kyselin v koncentracich 0, 5, 10 a

20 mg.I"* (kazda koncentrace byla zastoupena Sestkrat).

24 hodin po aplikaci vysSich mastnych kyselin byl do vzorkd nadavkovan oxid
sifiCity, a to v koncentracich 0, 20, 30, 40, 50 a 60 mg.I* (viz Tabulka 10 a
Obrazek 7).

Varianta bez pfidavku vysSich mastnych kyselin a oxidu sifi€itého slouZila jako

kontrolni vzorek.

Tabulka 9: Zakladni analytické parametry moStu pfi startu experimentu (18. 11. 2015)

PARAMETR ‘ HODNOTA
Titrovatelné kyseliny 9,43 g.It
pH 3,12
Obsah alkoholu 11,15 % obj.
Obsah zbytkovych cukru 25,6 g.I1
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4.3.1 VARIANTY A KOMBINACE VMK A SO

Tabulka 10: Varianty a kombinace VMK a SOz

VMK/SO;
[mg.l"

24 Kazda varianta
o objemu 0,75 |

Experiment 1 T,

Davka VMK [mg.|']

0 §20§30 0 §20§30 0 §20§30 0 §20)30

Davka SO, [mg.I"] 40 | 50 | 60

40 | 50 § 60 40 | 50 § 60 40 | 50 § 60

Obrazek 7: Schéma variant
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4.3.2 CASOVA OSA PRUBEHU EXPERIMENTU

 Start pokusu

18. 11. 2015 » Méfeni vychozich analytickych hodnot
- 1+ Nadavkovani VMK
| 19.11.2015 | - Aplikace SO,
[ 20. 11. 2015 1 Kontrolni méfeni volného a vazaného SO,

19. - 28. 11. 2015 * Pribézné méreni obsahu zbytkového cukru

29.11. 2015 » ZaveéreCné méfeni obsahu zbytkového cukru

1.12. 2015 * Kontrolni méfeni volného a vazaného SO,

Obrézek 8: Casova osa priibéhu experimentu

Po aplikaci VMK a SO:2 byl kontrolovan vyvoj obsahu zbytkového cukru, a to
metodou dle Rebeleina kazdych 24 hodin po dobu 10 dnl. Konec méfeni
zbytkového cukru pfipadl na 29. 11. 2015. Obsah oxidu sifi€itého (ve formé volné
i vazané) byl zméfen v poCateCni a zavéreCné fazi experimentu, méfeni bylo

pouze orientacni.

Vysledky budou statisticky vyhodnoceny nize.

4.3.3 LEGENDA K UDAJUM V GRAFECH

Tabulka 11: Legenda k tdajim v grafech

ZKRATKA VYSVETLIVKA ZKRATKA VYSVETLIVKA

HFA O bez pfidavku VMK SO0 bez pfidavku oxidu sifi€itého

HFA 5 aplikovano 5 mg.I-* VMK SO, 20 | aplikace 20 mg.I-* oxidu sifi¢itého
HFA 10 aplikovano 10 mg.I* VMK SO, 30 | aplikace 30 mg.I* oxidu sifi¢itého
HFA 20 aplikovano 20 mg.I* VMK SO, 40 | aplikace 40 mg.I* oxidu sifi¢itého

Cukry | obsah zbytkového cukru [g.I"] SO, 50 | aplikace 50 mg.I-* oxidu sifi¢itého

Termin méfeni 20. - 29. 11. 2015 SO, 60 | aplikace 60 mg.I"* oxidu sifi¢itého
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4.4 METODY
4.4.1 METODA DLE REBELEINA

Mnozstvi redukujicich cukri je stanoveno jodometricky na zakladé rozdilu
spotfeb thiosiranu sodného na titraci médnatého kationtu o definované
koncentraci (slepy pokus) a jeho zUstatku po reakci s redukujicimi cukry vina bez

odstranéni interferujicich latek.
Postup:

Do 250 ml kuzelovité banky odméreno 10 ml roztoku 1 a 5 ml roztoku 2, pficemz
byl souCasné pfipravovan slepy pokus (stejny postup, ale namisto vina byla
pouzita destilovana voda). Obsah bariky byl promichan krouzivym pohybem, poté
se ke smési pfidaly 2 ml zkouseného vina (obsahuje-li vino vice nez 28 g.I*
redukujicich cukrq, je nutno jej pfislusné naredit). Smés byla pfivedena k varu a
vafena po dobu cca 1 min (do hnédého zbarveni). Pak byla smés neprodlené
ochlazena pfidavkem 25 ml destilované vody a dochlazena na laboratorni
teplotu. Pak bylo pfidano 10 ml roztoku 3, 10 ml roztoku 4 a 10 ml roztoku 5.
Neprodlené poté byla smés titrovana roztokem 6 do zmény barvy z modrofialové

na mlé¢né bilou, ktera se neméni po dobu 2—-3 minut.

e Roztok 1: 41,92 g CuSOs, 5H20 a 10 ml 0,5 mol.I'* H2SO4 v 1000 ml
destilované vody

e Roztok 2: 250 g vinanu sodno-draselného a 80 g NaOH v 1000 ml
destilované vody (rozpoustime oddélené)

e Roztok 3: 300 g Kl a 100 ml 1M NaOH v 1000 ml destilované vody

e Roztok 4: 16% kyselina sirova

e Roztok 5: 0,5% Skrobovy maz

e Roztok 6: 13,7772 g Na2S203, 5H20 + 50 ml 1 mol.l-1 NaOH v 1000 ml

destilované vody

Rozdil mezi spotfebami titracniho Cinidla u slepého pokusu a konkrétniho vzorku

udava mnozstvi redukujicich cukrl v jednotkach g.I". (Balik, 1998)

44



4.4.2 ALPHA ANALYZA

Pfistroj ALPHA je kompaktni FTIR analyzator vyuzivajici vzorkovaci techniku
ATR, ktera vyznamné zjednoduSuje uUpravu vzorku pfed analyzou. Tento
Analyzator slouzi k rychlému ur€eni mnoha kvalitativnich parametr( vina, které
automaticky vypocita dany software. Mezi parametry, které pfistroj méfi, patfi:
alkohol, hustota, pH, fruktdéza, glukéza, zbytkovy cukr, veSkeré titrovatelné
kyseliny, pH a dalsi (Malik, 2014). Pro tento experiment byla tato metoda
vyuzivana pro zméfeni zakladnich parametrd mostu a pfi pribézném kontrolnim

mérfeni obsahu zbytkového cukru ve viné.

4.4.3 JODOMETRICKA TITRACE
Tato metoda je zaloZena na principu redukce roztoku jédu na jodid v neutralnim
prostfedi. Odmérny roztok jédu reaguje s volnym oxidem sifiCitym ve viné, ktery
nasledné jod oxiduje. Vazany oxid sifiity se ve viné musi nejprve vyvazat
z karbonylovych slouc€enin v alkalickém prostredi.
Postup:

a) volny oxid sificity
Do koénické barky (250 ml) bylo odméfeno 50 ml testovaného vina pomoci pipety
tak, ze se pipeta stale dotykala dna banky. Neprodlené bylo pfidano 10 ml 16%
roztoku H2SOs4, 5 ml 0,5% Skrobového mazu a smés byla ihned titrovana
roztokem jodu do modrého zabarveni, které musi vydrzet 30 sekund. Spotfeba

titraCniho Cinidla vynasobena aktualnim faktorem roztoku a konstantou 12,8

udava koncentraci volného oxidu sifi¢itého v jednotkach mg.I2.

b) veskery oxid sifiCity
Do konické bariky (250 ml) bylo odméfeno 25 ml roztoku NaOH (1 mol.I'Y) a
pipetou pfidano 50 ml testovaného vina tak, ze pipeta se stale dotykala dna
banky. Po 15 minutach stani bylo pfidano 15 ml 16% roztoku H2SO4, 5 ml 0,5%

Skrobového mazu a smés byla ihned titrovana roztokem jodu do modrého

zabarveni, které vydrzi 30 sekund. Spotfeba titracniho Cinidla vynasobena
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aktualnim faktorem roztoku a konstantou 12,8 udava koncentraci vesSkerého
oxidu sifi¢itého v jednotkach mg.It (Balik, 1998).

4.5 VYSLEDKY

Tabulka 12: Zména obsahu zbytkového cukru v zavislosti na terminu

EXPES&"ENT VYVOJ OBSAHU ZBYTKOVEHO CUKRU [g.I"]

VMK | SO, | 2011 | 2111 | 2311 | 2411 | 2611 | 2811 | 29.11
0 0 219 | 203 | 171 | 143 | 147 | 131 | 133
0 20 | 223 | 222 | 194 | 193 | 188 | 174 | 173
0 30 | 249 | 244 | 218 | 216 | 201 | 201 | 198
0 40 | 247 | 245 | 244 | 245 | 247 | 247 | 238
0 50 | 255 | 252 | 254 | 249 | 243 | 243 | 243
0 60 | 253 | 248 | 251 | 254 | 251 | 248 | 246
5 0 29 | 212 | 221 | 209 | 203 | 203 | 199
5 20 | 244 | 240 | 235 | 235 | 228 | 225 | 211
5 30 | 245 | 242 | 247 | 245 | 238 | 238 | 22,9
5 40 | 247 | 245 | 252 | 249 | 250 | 250 | 252
5 50 | 248 | 250 | 253 | 253 | 252 | 252 | 244
5 60 | 249 | 250 | 244 | 251 | 247 | 250 | 243
10 0 239 | 230 | 233 | 228 22 22 | 213
10 20 | 256 | 250 | 248 | 248 | 239 | 241 | 238
10 30 | 249 | 242 | 246 25 249 | 249 | 237
10 40 | 249 | 256 | 252 | 251 | 249 | 253 | 248
10 50 | 248 | 252 | 251 | 251 | 253 | 252 | 250
10 60 | 254 | 245 | 258 | 254 | 251 | 256 | 250
20 0 250 | 248 | 231 | 231 | 230 | 239 | 228
20 20 | 252 | 250 | 248 | 253 | 251 | 255 | 248
20 30 | 256 | 250 | 253 | 245 | 256 | 256 | 251
20 40 | 25,7 | 255 | 255 | 255 | 251 | 252 | 252
20 50 | 253 | 240 | 252 | 251 | 252 | 252 | 252
20 60 | 250 | 240 | 251 | 251 | 252 | 252 | 248
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Tabulka 12 ukazuje souhrn vysledkd méfeni zbytkového cukru v zavislosti na
Case. Barevné (Zlutd) jsou znazornény varianty, u kterych byla alkoholova
fermentace zastavena téméFf okamzité a doslo jen k nepatrné zméné obsahu

zbytkového cukru.

Tabulka 13: Kontrolni méreni oxidu sificitého

VAr?'AI'f'lTA Volny SO; [mg.I] ‘ Veskery SO[mg.I] | Vazany SO,[mg.I]
0 0 30 5 49 20 19 15
0 | 20 28 8 59 34 31 26
0o | 30 24 7 65 40 41 33
0o | 40 28 14 78 52 50 38
0 | 50 39 16 05 64 56 48
0 | 60 50 17 102 71 52 54
5 0 16 4 62 22 46 18
5 | 20 24 8 65 36 41 28
5 | 30 29 8 73 39 44 31
5 | 40 41 9 84 53 43 44
5 | 50 50 21 92 62 42 41
5 | 60 49 26 107 71 58 45
10 | o 28 5 49 24 21 19
10 | 20 25 7 62 35 37 28
10 | 30 27 10 68 40 41 30
10 | 40 36 16 88 55 52 39
10 | 50 45 19 102 70 57 51
10 60 49 24 104 71 91 47
20 | 0 21 5 59 24 38 19
20 | 20 29 9 71 44 42 35
20 | 30 34 15 78 48 43 33
20 | 40 40 21 92 58 52 37
20 | 50 49 22 106 64 57 42
20 60 56 25 117 72 61 47
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Termin*HFA; Priiméry MNC
Soucasny efekt: F(30, 264)=252,12, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

27
26
25
24 +
e
= 23+
(@]
22 +
21t 1
=% HFA
0
20 | 1 == HFA
5
ol ... .___|FF
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 = HFA
Termin 20

Graf 1: Vyvoj zbytkového cukru v zavislosti na terminu a mnoZstvi VMK

Zgrafu 1 je znatelné, Ze uCinek vySSich mastnych kyselin pfi zastaveni
alkoholové fermentace je prokazatelny. Cim vy$si byl pridavek vys$sich mastnych

kyselin (HFA), tim byla zména obsahu zbytkového cukru mensi.
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HFA*"S02"; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(15, 264)=1428,5, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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HFA 60

Graf 2: Uéinnost SOz v zavislosti na mnozstvi VMK

Z grafu 2 Ize vycist, Ze davka od 40 mg.I"* oxidu sifi¢itého dokaze alkoholovou
fermentaci zastavit nebo alesporn do zna¢né miry zabrzdit, a to i bez VMK, coz
potvrzuje i graf 3 a 4. Zajimava je vSak davka 20 a 30 mg.I"* oxidu sifi¢itého —
v kombinaci s vy$$imi mastnymi kyselinami v koncentraci 10 a 20 mg.I* se jevi
inhibice kvaseni velmi slibné. Podrobnéji jsou tyto varianty zobrazeny nize (Graf
3 a Graf 4).
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Graf 3: Vyvoj obsahu zbytkového cukru pii davce 20 mg.I**t SO
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Graf pro davku 30 mg.l-1 SO2

1 2 3 4
Denni méreni 20. - 29. 11. 2015

—&-VMKO —@-VMKS5

5

6 7 8 9

VMK 10 —@—VMK 20

Graf 4: Viyvoj obsahu zbytkového cukru pii davce 30 mg.I't SO

50

10

11

11



26
25
24
23
22
21
20
19
18
17
16
15
14
13
12

Obsah zbytkového cukru [g.I-1]

Graf pro davku 0 mg.I* SO,
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Graf 5: Vyvoj obsahu zbytkového cukru u variant bez pfidavku SOz
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Graf pro davku 60 mg.It SO,
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Graf 6: Vyvoj obsahu zbytkového cukru pii davce 60 mg.I't SO
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Jestlize se podivame na Graf 6, je zcela jasné, Ze i pfi nizkém nebo nulovém
pridavku VMK bylo alkoholové kvaSeni vyrazné zpomaleno az zastaveno. | proto
jsou pro tento experiment zajimavéjSi davky SO2 kolem 40 mg.I*. Naproti tomu
Graf 5 ukazuje ucinnost vysSich mastnych kyselin bez pfidavku oxidu sificitého.
Jak bylo pfedpokladano, se zvysujici se davkou aplikovanych vysSich mastnych

kyselin roste u€innost této smési pfi zastaveni alkoholové fermentace.

Termin*"SO2"; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(50, 264)=177,30, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 7: Vyvoj obsahu zbytkového cukru v zavislosti na SOz a terminu
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"S02"; Priiméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 264)=8724,5, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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20,5

SO2

Graf 8: Uginnost oxidu sificitého

Graf 8 potvrzuje, Zze se zvySujici se davkou oxidu sifiCitého je alkoholova
fermentace zastavena efektivnéji. Davky 40, 50 a 60 mg.I"t mély téméF shodnou
ucinnost — zména obsahu zbytkového cukru se u téchto koncentraci liSila jen

minimalné (v fadu nékolika miligramu).
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HFA; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 264)=7761,4, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 9: Uginnost vy$sich mastnych kyselin

Graf 5 je perfektni ukazkou efektivity vysSich mastnych kyselin jako inhibitoru
alkoholové fermentace. Z grafu miazeme vycist, Ze davka 10 mg.I'* VMK kvaseni
potlaCi az zcela zabrzdi. Zména obsahu zbytkového cukru byla u této
koncentrace minimalni. Jesté vétsi ucinnost méla logicky vyssi davka VMK, tedy
20 mg.'! — u této davky byla zména obsahu zbytkového cukru naprosto

nevyznamna.
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9%

Termin*HFA*"'SO2"; Primeéry MNC
Soucasny efekt: F(150, 264)=46,823, p=0,0000

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertik. sloupce oznag. +/- sm. chyby
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Graf 10: Vyvoj obsahu zbytkového cukru v zavislosti na mnozstvi VMK, SO2 a ¢as



V grafu 10 jsou porovnany vSechny faktory, které by alkoholovou fermentaci a jeji
ukazatel — tedy obsah zbytkového cukru — ovlivnit (v tomto pfipadé zabrzdit). Pro
prehlednost byly vynechany koncentrace 50 a 60 mg.I"! oxidu sifi¢itého, jelikoz
ucinnost takové davky byla prokazana jiz v pfedchozich grafech. Pro tento
experiment je dilezit&jsi vliv vysSich mastnych kyselin, ktery je potvrzen i v tomto
souhrnném grafu. Jiz od davky 5 mg.lt VMK Ize pozorovat zpomaleni
alkoholového kvaseni, a to i pfi nulovém pridavku oxidu sifiCiteho. Nejucinnéji se
samoziejme jevi varianta s nejvysSSi davkou vysSSich mastnych kyselin a vySSimi
davkami oxidu sifi¢itého, ale priikazné vysledky dokazuje i aplikace 10 mg.I*
VMK v kombinaci s 20, 30 a 40 mg.I"* oxidu sifi¢itého. Takova koncentrace je pro
vinarsky provoz zcela optimalni, a to i v pfipadé, ze je cilem vyroby vino

v kategorii polosuché a snad i polosladkeé.

56



5 DISKUZE

V literarni Casti jsou proti sobé postaveny dva zakladni kameny této diplomové
prace. Na jedné strané byla objasfiovana problematika oxidu sifiCitého, tedy
Na strané druhé byla pozornost vénovana moderni alternativé, ktera by mohla
rapidné snizit davky oxidu sifi€ittho — mluvime zde o smési vy$Sich mastnych
kyselin — oktanové, dekanové a dodekanové. Piestoze bylo jiz pfed mnoha lety
zZjisténo, Zze mastné kyseliny mohou pulsobit na alkoholovou fermentaci jak
aktivaéné (Cis a Cis (Rodriguez-Nogales, et al., 2013)), tak inhibi¢né (Cs, Cioa
C12 (Sacorreia, 1986)), plnou pozornost si tyto slou€eniny ziskaly aZ v poslednich
letech (Baron, 2013; Babikova, et al., 2012). Zrak je upfen hlavné na mastné
kyseliny, které by mohly alkoholovou (pfipadné i malolaktickou) fermentaci
inhibovat — tedy na kyseliny kaprylovou, kaprinovou a laurovou. Zajem o latky,

které by mohly dopomoci k redukci oxidu sificitého ve viné, je logickym vyusténim

vvvvvv

Literarni ¢ast je pouze shrnutim jiz zjisténych informaci, jelikoz princip fungovani
mastnych kyselin, v jaké podobé je dnes znam, je ve své podstaté pomérné
jednoduchy. Muze nas to vSak navést k zamysleni, co se s napadenou burikou
skuteCné déje, jaky je detailni pohled na cely proces. Vime, Zze je bunka
zdeformovana, znacné mezery jsou vSak ve vyzkumech mezi aplikaci vySSich
mastnych kyselin a onou deformaci a naslednym uhynem buriky (kvasinky). Ve
vicero pracich a studiich je funk&nost mastnych kyselin Cs, C10 a Ci2 potvrzena
(Budinova, 2016; Baron, 2013; Babikova, et al., 2012; Viegas, et al., 1989;
Viegas, et al., 1985), nikde se v8ak nedoc¢teme, co se s burikou déje ihned po
aplikaci VMK.

Vys8S8i mastné kyseliny v8ak maji i své nevyhody. Studie dle Liua (2013)
predstavuje efekt vy$Sich mastnych kyselin nahromadénych béhem kvaseni jako
nezadouci — zpUsobi totiz kvasinkam Saccharomyces cerevisiae stres, ktery
vede Kk jejich usmrceni a tim padem nezadoucimu zastaveni alkoholové

fermentace.

Co je vSak pozitivem — jednomyslnost studii zabyvajicich se vyzkumem vyssich
mastnych kyselin jako inhibitoru alkoholového kvaseni, at' se jedna o zastaveni
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kvadeni zdmérné &i nechténé. Mlazeme fFict, Ze hypotéza byla potvrzena a nyni
je ten pravy €as pro posun vpied. Bylo by zajimavé ponofit se do problematiky
hloubéji, prozkoumat konkrétnéji déje, které probihaji v burice tésné po aplikaci
VMK. Je Skoda, ze v této diplomoveé praci, at uz v literarni reSersi nebo praktické
Casti, nebyl vétSi prostor pro detailngjSi popis procesu, zaroven je to vSak

motivace pro dalSi studie a vyzkum.

Struktura experimentalni Casti této prace byla pomérné jednoducha, avSak
vysledky prukazné. Efektivhost vysSich mastnych kyselin byla potvrzena.
Handicapem experimentu se stal Uzky, respektive témér zadny, zabér faktoru,

které by na ucinnost vySSich mastnych kyselin mohly mit vliv.

Vysledky potvrzuji jiz dfive vyif€enou vhodnou davku VMK pro vyrobu vina, tedy
10 mg.It (Barori, 2013), pficemz by davka oxidu sifi¢itého mohla byt snizena o
nékolik desitek miligramud na litr. Otazkou vSak zUstava, jaka by potfeba sifeni
pozdéji a zda by takova davka dokazala zajistit mikrobialni stabilitu vina, aniz by
doSlo k refermentaci. Tato problematika souvisi také s moznym vznikem
rezistence kvasinky, ktera si v nevlidném prostfedi mize vybudovat vlastni
obranny mechanismus. Dle Cabrala (2001) jsou kvasinky, které byly pfi svém
vzniku vystaveny subletalnimu vlivu kyseliny oktanové, déle odolné k inhibicnimu
vlivu mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem. Dale uvadi velmi zajimavy
poznatek o tzv. ,zkfizené rezistenci®, kdy je burika sice napadena VMK a jeji
permeabilita je zvySena a muze tak do jejiho téla proudit etanol, ktery by mohl
byt pro kvasinku smrtelny, ale mirny stres, ktery etanol v bunice vyvola, donuti
kvasinku aktivovat obranny mechanismus, ktery vyuZije k tomu, aby byla kyselina
oktanova rychleji transportovana z buriky ven. ZaleZitost toxicity a doby u€innosti

vysSich mastnych kyselin ma tedy ve svém probadani jisté rezervy.

Neodbihejme vSak od tématu a vratme se k diskusi experimentalni ¢asti této
prace. Jak jiz bylo fe€eno, experiment byl jasné prukazny, a to i pres jisté chyby
v méfeni, kterym se za danych podminek neslo vyhnout. Re$enim v takové
situaci by bylo doplnit méfeni o dal$i metodu, napfiklad HPLC (kapalinova
chromatografie), ktera by vysledky zpfesnila. Mluvime v8ak o chybach v fadu
desetin, coz je pro dané ucely zanedbatelna odchylka. Experiment by také mohl

byt doplnén o jednoduchy test mikrobialni stability, kdy by bylo pozorovano, pfi
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jaké koncentraci VMK je mozné ubranit vino pfed nezadouci refermentaci.
Poskytlo by nam to celistvéjSi pohled na vyvoj vina a ucinnost vysSich mastnych
kyselin ve vétSim Casovém rozmezi. Poté by bylo mozné zhodnotit dobu trvani
inhibiéniho efektu vys§Sich mastnych kyselin. A napfiklad s vyuZitim senzorického
hodnoceni by pak pozorovani vySSich mastnych kyselin ve viné mohl takovy

rozsahlejsi experiment vést ke komplexnéjSim a ucelenéjSim vysledkim.

Budinova (2016) ve své praci uvadi, Zze davka 20 mg.I'* VMK bez pfidaného SO:
nebyla dostate¢né ucinna a tudiz pro vinafe nevyhodna, coz by mohly potvrdit i
vysledky této prace. V ¢em se vSak vysledky rozchazeji, je varianta s 5 mg.I*
VMK a 60 mg.I"t SO2. Zatimco v této praci byla davka (i samotného SO2) v tomto
mnozstvi pro zastaveni alkoholové fermentace zcela dostacuijici, v pfipadé prace
Budinové se jevila jako méné efektivni. Tento rozdil by mohl byt vysvétlen riznym
obsahem zbytkového cukru, pfi kterém byly VMK a SOz nadavkovany, pfi¢emz

v tomto experimentu byl obsah zbytkového cukru o cca 10-15 g.I' nizsi.

Je velmi obtizné diskutovat vysledky, které maji jen malo moznosti k porovnani,
pficemz i vtéch nékolika moznych srovnatelnych pfipadech bylo dosazeno

obdobnych zavéra.
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6 VIZE DO BUDOUCNA

Problematika vysSich mastnych kyselin (pfipadné kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem) aplikovatelnych do vina (mostu) za ucelem inhibice alkoholové
fermentace, refermentace nebo zvySeni mikrobialni stability vina byla nastinéna
jiz pfed mnoha lety. V dnedni dobé vyzkumy znacné pokrocily, stale vSak
mluvime o ne zcela probadané oblasti vinafského pramyslu. Vy$Si mastné
kyseliny se jevi jako slibny doplnék k oxidu sifiitému, jehoz davkovani muze byt
pomoci této latky vyrazné snizeno. Prostor pro dalsi zkoumani nam poskytuje jev
vzniku rezistence, s €imz souvisi sniZujici nebo zvysujici se toxicita jednotlivych
vysSich mastnych kyselin. Je znamo, Ze kvasinka dokaZe aktivovat obranny
mechanismus a pfizpusobit se tak nepfivétivému prostfedi, stale vSak bojuje
s protichudnym mechanismem, ktery dovoluje Skodlivym vlivim napadnout

buriku.

Neméné dulezitou Casti, ktera by stala za detailnéjSi rozbor, je doba ihned po
aplikaci vysSich mastnych kyselin. Nabizi se nam otazka, co se presné s bunkou
déje hned po aplikaci a mezi kone¢nym dulsledkem, tedy uplnou deformaci
kvasinky. Jednalo by se o pozorovani v fadu hodin — cca jeden den po aplikaci
VMK. Nahled, ktery nam poskytuje nékolik pfedchozich studii, mize byt

povazovan jako motivace pro dalSi vyzkum.

V navazujicich vyzkumech by bylo také zajimavé hodnotit, sledovat a nasledné
porovnat rizné vlivy, okolnosti a Cinitele, které by vy$Si mastné kyseliny mohly

podpofit nebo naopak inhibovat — napfiklad rizné rody, kmeny &i druhy kvasinek.

Velka mezera je vyzkumech tykajicich se organoleptickych vlastnosti vysSich
mastnych kyselin a jejich hladiny senzorického vnimani. Nékolik studii jiz
probéhlo, ale je problémem, Ze vSechny dosud provedené studie (Ferreira, et al.,
2000; Gomez-Miguez, et al., 2007) vychazi z vodné-alkoholického roztoku. Za

uvahu by stalo zvazeni vyzkumu s cilem stanovit prahy citlivosti pfimo ve viné.
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7 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na potvrzeni alternativni latky k oxidu sifiCitému.
Abychom vSak mohli néjakou zaruCenou a léty osvédCenou metodu nahradit
nebo upravit, je potfeba dokonale porozumét principu fungovani — v nasem
pripadé tedy efektu oxidu sifi¢itého ve viné. Klady a zapory jsou shrnuty v literarni
Casti, pfipomenme tedy jen nejpodstatnéjsi fakta — oxid sificity dokaze zastavit
alkoholovou fermentaci a zajistit mikrobialni stabilitu vina, ale riziko vzniku
rezistence kvasinek a dalSich mikroorganismu je nezanedbatelné, stejné tak jako
mozna zdravotni zavadnost (viz kapitola 3.1.5). Neni tedy divu, Ze redukce SO:2

patfi k nejdiskutovanéjSim tématiim sou€asného vinafského svéta.

VysSi mastné kyseliny Cs, Cio a Ci2 (respektive mastné kyseliny se stfedné
dlouhym fetézcem) byly studovany jiz pfed nékolika lety (Guilloux-Benatier, et al.,
1998; Garbay, et al., 1995; Sacorreia, 1986; Viegas & Sa-Correia, 1997; Callul,
et al.,, 1991; Cabral, et al., 2001) a jejich schopnost inhibice alkoholové
fermentace a pfipadné i zastaveni nezadouci malolaktické fermentace byla jiz

v nékolika studiich potvrzena (Baron, 2013; Budinova, 2016).

V této diplomové praci je pozornost sméfovana ke zméné obsahu zbytkového
cukru, podle které byla zhodnocena mira efektivity vy$Sich mastnych kyselin pfi
zastavovani alkoholové fermentace. Bylo prokazano, Zze mnoZzstvi oxidu sifiCitého
i pfi snaze vyrobit vino v kategorii polosladké (cca 25 mg.I"! zbytkového cukru),
muize byt diky vy$§im mastnym kyselinam snizeno az o nékolik desitek
miligram(. Idealni koncentrace pfidavané smési vysSich mastnych kyselin je 10
mg.I%, pficemz takova davka a zplsob aplikace je pfijatelny, jednoduchy a nebyl
by finanéné nakladny. Smés mastnych kyselin tak pfedstavuje novou metodu
vyroby vina s vySSim zbytkovym cukrem, ktera neni technologicky narocna a je
tak vhodna i pro mensi vinafe. Zaroven s sebou nese jen minimum rizik, jelikoz
vyS$8i mastné kyseliny jsou pro Clovéka pfirozené a zdravotné nezavadné.
Mnozstvi rezidui, které po aplikaci VMK ve viné zUstanou, se liSi jen nepatrné od
vin, do kterych VMK nadavkovany nebyly. Senzoricky se pfi Setrném davkovani
nijak neprojevi. Smés vysSich mastnych kyselin se tedy jevi jako idealni moderni

pomocnik pfi vyrobé vina.
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8 SOUHRN

Snahy o snizeni mnozstvi oxidu sifiCitého ve viné jsou pfedmétem vinafského
zajmu jiz nékolik let. Vyzkumy provadéné v poslednich letech prokazaly u€innost
nasycenych vyssSich mastnych kyselin jako inhibitoru alkoholové fermentace, a to

i pfi vyrobé vina s vyssSim zbytkovym cukrem.

Princip fungovani mastnych kyselin Cs, Cio0 a Ci2 je jednoduchy. Pronikaji do téla
kvasinky, kde nasledné zmeéni jejich strukturu a burika se tak stane propustnou
pro dalSi latky a tim padem je nefunkéni — kvasinka pfestane pracovat a

alkoholova fermentace je zastavena.

Smés vysSich mastnych kyselin Cs, Ci0 a C12 v poméru 2:7:1 dokaze pfi aplikaci
10 mg.I"* snizit potfebnou davku SO o nékolik desitek mg.I*X. Vysledky dokazuiji,
Ze aplikace 10 mg.I't smési vy$Sich mastnych kyselin v kombinaci s 30-40 mg.I:

SO:2 je stejné Gcinna jako davka 60 mg.It SO-.

Kromeé prokazatelného ucinku pfi zastaveni alkoholové fermentace se smés VMK
jevi slibné i jako prevence pred refermentaci (obzvlasté u vin s vy§8im zbytkovym

cukrem).

Klicova slova: mastné kyseliny se stfedné dlouhym Fetézcem, alkoholova
fermentace, kyselina oktanova, kyselina dekanova, kyselina dodekanova, oxid

sificity
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9 SUMMARY

Efforts to reduce sulphur dioxide in wine have been the subject of wine interest
for several years. Research over recent years has shown the effectiveness of
saturated higher fatty acids as an alcohol fermentation inhibitor, even in the
production of wine with higher residual sugar.

The principle of the function of Cs, Cio and Ci2 fatty acids is simple. They enter
the body yeast, which subsequently change their structure and the cell will
become permeable to other substances, and thus is not working - yeast stops

working and alcoholic fermentation is stopped.

The mixture of higher fatty acids of Cs, Ci0 and Ci2 in the ratio 2 : 7 : 1 can during
application of 10 mg.I* reduce the necessary dose of SO2 to several tens mg.| 2.
The results show that administration of 10 mg.I"* of a mixture of higher fatty acids
in combination with 30-40 mg.I"* SO2 is as effective as a dose of 60 mg.I"t SO2

itself.

In addition to the demonstrable effect of stopping alcohol fermentation, the HFA
(resp. MCFA) mixture appears to be promising before referral (especially for

wines with higher residual sugar).

Key words: middle chain fatty acids, alcoholic fermentation, octanoic acid,

decanoic acid, dodecanoic acid, sulphur dioxide
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