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1 UVOD

Dnesni moderni vinaistvi se neobejde bez pouziti oxidu sifi¢itého z divodu
fyzikéalné chemické a biologické stability vina. Je velice diilezité, aby se oxid sificity
pouzival pii vyrobé vina srozvahou. Jelikoz pii vétSich davkdch mé prokazatelné
negativni plisobeni na zdravi ¢lovéka, naptiklad bolesti hlavy. Pravé z téchto divodi je
potieba, abychom se v budoucnosti snazily o jeho minimalizaci. Oxid sifiCity je ve

vinafstvi pouzivan také diky jeho silnym antioxida¢nim schopnostem

Antioxidac¢ni plisobeni latek je soucasnosti silnym predmétem zajmu mnohych
védéckych studii. Hlavnim divodem tohoto zajmu je schopnost nékterych latek
zabranovat poskozeni organismu tim, ze chrani dulezité ¢asti bunky pfed volnymi
radikaly. Velké mnozstvi studii potvrzuje ptiznivé pisobeni antioxidantli na lidské
zdravi. Casto se setkavame s definici antioxidanti jako 1ékii proti starnuti az jakymsi

vSelékem. Tyto tvrzeni jsou ovsem pravdivé z ¢asti.

Problematika vyzkumu antioxidantl je vSak velmi slozitd. Uvadi mnoZstvi
antioxidantt fungujicich na riznych principech, o ¢em svéd¢i i velké mnozstvi kategorii
antioxidanntd, které jsou rozd€lené na zakladé raznych kritérii. I metody stanoveni jsou
proto rozdilné a velmi Casto navzajem nekoreluji. Toto prostfedi potom davd moZnost
publikovat mnoho védéckych praci, které nékdy ukazuji jen zjisténé vysledky, z kterych
nevyplyvaji  zddné vSeobecné zavéry a jsou prakticky nezopakovatelné

a neporovnatelné.
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2 CIL PRACE

Cilem této prace je shrnout dostupnou literaturu, kterd pojednava o latkovém
slozeni hroznovych vin, pfedevsim shrnout fenolické latky. Dale také metody stanoveni
antioxidacni aktivity a polyfenoli. A shrnout divody pouziti oxidu sifi¢itého ve
vinafstvi. Prakticka ¢ast diplomové prace sleduje vliv oxidu sifi¢itého ve viné na

namétfené hodnoty antioxida¢ni kapacity a polyfenolt.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1SloZeni hroznovych vin

3.1.1 Sacharidy

Koncentrace redukujicich cukri v mostu, byva cca 145 — 250 g.I"t. Koncentrace
v suchych vinech je < 5 g.I"t. Polosladka a sladka vina obsahuji 60 — 90 g.I". Kvasinky
preferuji glukozu, coz vysvétluje, pro¢ vino obsahuje vice fruktdézy, nez glukézy.
Sachar6za neni b&zné¢ ve viné, ale malé mnozstvi mizeme nalézt v hroznech a je
hydrolyzovano na glukézu a fruktozu béhem fermentace. Pritomnost sachardzy

dokazuje, Ze do vina byl ptidan cukr (Moreno and Peinado 2012).

3.1.2 Kyseliny
Pro vétsinu vin je vhodné rozmezi celkovych kyselin 5,5 — 8,5 g.I-1. U bilych vin je
vyhodna vyssi kyselost a u vin ¢ervenych zase nizsi z divodu vhodného pH. Pro bila

vina 3,1 — 3,4 pH a pro vina ¢ervena 3,3 — 3,6 pH.

Mnoho kyselin je ve vin¢ z metabolismu kvasinek béhem vinifikace. Hlavnim
metabolitem je kyselina jantarova a kyselina octova (hlavni slozka tékavé kyselosti),
také je produkovano malé mnozstvi kyseliny mlééné. VSechny tyto kyseliny pochazi

z metabolismu kyseliny pyrohroznové (Moreno and Peinado 2012).

3.1.2.1 Kyselina vinna

Je hlavni kyselina vina spolu s kyselinou jable¢nou (Jackson 2008).

3.1.2.2 Kyselina jable¢na
Kyselina jable¢na mutize piedstavovat asi polovinu celkové kyselosti vina (Jackson

2008).

3.1.2.3 Kyselina mlécna

Kvasinky produkuji malé mnoZstvi této kyseliny béhem kvaSeni. AvSak pokud se
vyskytuje kyselina mlécna ve vét§im mnozstvi, je to zptisobeno metabolickou aktivitou
bakterii. Nejéastéji jsou zapojeny bakterie mlééného kvaseni Oenococcus Oeni. Tato
bakterie produkuje enzym, ktery dekarboxyluje kyselinu jable¢nou piimo na kyselinu
mlécnou, proto se tento proces nazyva jableCno-mlécnd fermentace. B€zné se s nim

setkavdme u Cervenych vin a mén€ u vin bilych. Hlavni uzitek je pfeména tvrdsi
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dikarboxylové kyseliny jablecné na jemnéjsi monokarboxylové kyseliny mlécné

(Jackson 2008).

3.1.2.4 Kyselina octovd

Malé mnozstvi kyseliny octové produkuji kvasinky béhem fermentace. Jeji hodnota
ve viné se pohybuje kolem 300 mg.It, mize byt zadouci, jelikoZ zvysuje komplexnost
chuté a viing vina. Je velice dulezitd pii vzniku acetatovych esterti, které¢ davaji vinu
ovocny charakter. Pokud je oviem jeji hodnota vyssi nez 300 mg.l?! ma negativni
ucinek na organoleptické vlastnosti vina. Vysoké mnozstvi kyseliny octové je spojeno

s kontaminaci hroznl, mos$tu, nebo vina octovymi bakteriemi (Jackson 2008).

3.1.2.5 Kyselina jantarova
Je jednim z nejcastéjSich vedlejSich produktli metabolismu kvasinek. Je odolnéd proti
mikrobidlnimu napadeni v anaerobnich podminkidch a je velmi stabilni ve viné.

Nicméné jeho hotko-slana chut’ omezuje jeho pouziti pro acidifikaci (Jackson 2008).

3.1.3 Tékavé slozky
Jsou produkovany kvasinkami béhem fermentace a maji velky vliv na
organoleptické vlastnosti vina. Kombinace aroma riznych tékavych slozek ve viné

vvvvvv

které vznikly v prubehu fermentaéniho metabolismu kvasinek, jsou popsany nize.

3.1.3.1 Vys5§i alkoholy

Vyssi alkoholy maji —OH skupinu a vice nez 2 karbonové atomy. Jsou bohatou
t&kavou slozkou vina a mohou byt klasifikovany jako vyssi alkoholy (>10 mg.I"%) a nizsi
alkoholy (<10 mg.1?)

e Vyssi alkoholy:
o Propanol-1
o Isobutanol (2-methyl-1-propanol)
o Isoamylové alkoholy (2-methyl-1-propanol a 3.methyl-1-propanol)
o 2-fenylethanol
e Nizsi alkoholy:
o Butanol

o Pentanol (n-amylic alkohol)

14



o Hexanol, atd.

3.1.3.2 Karbonylové sloZky
Maji karbonylovou skupinu (-C=0) a zalezi na jejich pozici, jsou aldehydy (na

konci karbonového fetézce) nebo ketony (uprostied karbonového fetézce)

e Aldehydy:

o Ethanal (acetaldehyd)

o Propanal, hexanal, benzaldehyd, atd.
o Ketony

o 2,3-butanodion (diacetyl)

o 3-hydroxy-2-butanone (acetoin)

3.1.3.3 Estery
Obsahuji R-CO-0O-R" skupinu. Chemicky se klasifikuji do tii skupin, podle toho na,

které strané fetézce jsou R nebo R’.

1. Alkoholové acetaty: ve které kyselina R-COO™ pochazi z kyseliny octové.
Jsou nejvice tekavé typy esterd.

2. Ethylové estery odvozené z kyselin: kdyz R” je etanol. Jsou vice ¢i méné
t€kavé v zavislosti na tékavosti kyseliny, ze které jsou odvozeny. Hlavni
ethylové estery jsou

o Vinan, malat, laktat, monoethyl a diethyl sukcinat
o Kratké a stfedni fetézce mastnych kyselin ethyl esterti (Cs-Cio)
3. Ostatni estery, v€etn€ pyruvatu, laktati, vinanli a sukcinat alkohold, jinych

nez ethanol (Moreno and Peinado 2012).

3.1.4 Fenolické latky

Polyfenoly maji riizné vlastnosti, ale ty nejzajimavéjsi z vinaiského hlediska jsou:

e Baktericidni a antimykoticka aktivita

e Senzorické vlastnosti: Barva, chut' (hofkost), plnost (sviravost) a aroma

(tekave fenoly)
Klasifikace polyfenolickych slouc¢enin
1. Jednoduché fenoly- obsahuji jeden benzenovy kruh
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e (C6-CI1 hydroxybenzoové slouc¢eniny
e (C6-C3 skoficové slouceniny
2. Flavonoidy (C6-C3-C6)- maji obecnou strukturu se dvéma benzenovymi kruhy,
ale 1181 se podle substituenti
e Flavonoly
¢ Flavanonoly
e Flavanoly
e Antokyany
3. Polymerizované fenolové slouceniny: tfisloviny, které na sebe mohou vzéjemné

pusobit s proteiny béhem macerace

4. Drobné fenolové slouceniny: napiiklad stilbeny (Moreno and Peinado 2012).

Obsahuji je jak bila, tak i cervend vina. Reaguji s velkym mnozstvim kysliku.
Nejlépe vsak reaguji polyfenoly. Déli se do dvou skupin: flavonoidy a neflavonoidy.
Nejvice bézné flavonoidy ve viné jsou flavonoly (kvercetin, myricetin akaempferol),
flavan-3-oly (katechin, epi-katechin a taniny) a anthokyany (cyanidin-3-glukosid,
peonidin-3-glukosid, delfinidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid, a malvidin-3-
glukosid). Koncentrace flavonoidu je velice ovlivnéna zpracovani hroznd (lisovani,

macerace...) (Oliveira, Ferreira et al. 2011).

vvvvvv

jelikoz pfispivaji  k organoleptickym vlastnostem vina, jako je barva, sviravost
a hotkost. Mimo to mnohé z nich vykazuji antioxidaéni aktivitu (Paixao, Perestrelo et

al. 2007).

Fenolické slozeni bilych a cervenych vin se lisi, jelikoz se li§i vyroba bilych
a Cervenych vin. U Cervenych vin dochazi k maceraci a z toho divodu maji bila vina

mens$i obsah polyfenoli a tim i antioxidaéni aktivity (Roussis, Lambropoulos et al.

2008).
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Tabulka 1. Fenolické slozky vina (RiceEvans, Miller et al. 1996)

Bilé (mg.I') |Cervené (mg.I'%)

Katechin 35 191
Epikatechin 21 82
Kyselina gallova 7 95
Kyanidin 0 3
Malvidin-3-glukosid |1 24
Rutin 0 9
Kvercetin 0 8
Myricetin 0 9
Kyselina kavova 2,8 7,1
Resveratrol 0 1,5

Fenoly jsou béhem vyroby vina nachylné k enzymatické i neenzymatické oxidaci. Tyto
oxidativni procesy mohou vést k hnédnuti vina, které neptiznivé ovliviiuje jeho
senzorické vlastnosti a vyzivovou hodnotu. Aby se zabranilo t€émto procesiim, pfidava
se do vina oxid sifi¢ity. Velkd c¢ast SOz je vazana karbonylové slouceniny

(napt. acetaldehyd) (Abramovic, Kosmerl et al. 2015).
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Obrazek 1. Struktura fenolu

3.1.4.1 Fenolové kyseliny a jejich hydroxylové derivdty
Jsou dvé skupiny fenolovych kyselin: hydroxylové derivaty kyseliny benzoové

a derivaty kyseliny skotficové (Michlovsky 2014). Jejich koncentrace jsou v tadu
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100-200 mg.It v &erveném ving a 10-20 mg.I! vbilém vingé (Ribaereau-Gayon,
Dubourdieu et al. 2006).

Rs5 COOH

R4 R2

R3

Obriazek 2. Fenolické kyseliny a jejich derivaty (Ribérau-Gayon et al., 2006)

Tabulka 2. Fenolické Kyseliny a jejich derivaty (Ribérau-Gayon et al., 2006)

Derivaty kys. benzoové | R2 R3 R4 R5 Derivaty kys. skoficové
kys. p-hydroxibenzoova | H H OH H kys. p-kumarova

kys. protokatechova H OH OH H kys. kdvova

kys. Vanilova H OCH3 OH H kys. ferulova

kys. Gallova H OH OH OH

kys. Syringova H OCH3 OH OCH3 kys. sinapova

kys. Salicylova OH H H H

kys. Gentisova OH H H OH

Derivaty kyseliny benzoové

Jedna se o mensi slozku, zejména u mladSich vin. Kyselina gallova je stabilni
béhem zrani vina a je velice snadno viditelnd chromatografickou analyzou u starSich
gervenych vin. Primémy obsah derivatu kyseliny benzoové: 70 mg.1"! v derveném viné

a 10 mg.I"t u vin bilych (Waterhouse 2002).

Derivaty kyseliny skoficové

Hlavni fenolické latky v hroznovych mostech a bilych vinech. Tyto latky jsou také
prvni, které mohou byt oxidovdny a nasledn¢ zpusobovat hnédnuti vina. Nejcastéjsi
derivaty kyseliny skoficové v hroznech a viné jsou: kyselina kumarova, kyselina
kavova, kyselina ferulova. Obsah hydroxylovych derivati kyseliny skotficové obvykle

jsou: 130 mg.I"t u bilych vin a 60 mg.1™ u vin dervenych (Waterhouse 2002).
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3.1.4.2 Flavonoidy

Skladaji se ze stfedového skeletu se sumarnim vzorcem Cg-C3-Cs. Tato vychozi
struktura se nazyva fenylbenzopyran, neboli flavan. Ve vétsiné piipadt jsou flavanoidy
vazany s jednou nebo vice molekulami glukézy do glykosidi. Piitomnost téchto
molekul glukézy dava vétsi rozpustnost flavonoidi ve vodné-alkoholickém prostiedi,

coz je vino. (Michlovsky 2014).

Flavonoidy bézné& ptedstavuji > 85 % celkového obsahu fenolickych latek (> 1 g.1™%)
v ¢ervenych vinech. U bilych vin zastupuji < 20 % z celkového obsahu fenolickych

latek (< 50 mg.1%) (Stratil, Kuban et al. 2008).

Nejrozsitengjsimi flavonoidy jsou flavonoly, coz jsou Zluté barvivo ve slupce jak
bilych tak ¢ervenych hroznti. Méné€ bézné jsou potom flavanonoly, které jsou mnohem
svétleji barvy. Jejich obsah je cca 100 mg.l? v erveném viné a 1-3 mg.I? ve ving

bilém (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006).

3.1.4.3 Antokyaniny
Anthokyaniny jsou Cervené pigmenty obsazené pievazné ve slupce, méné Casto
v duzning (odridy ,,barvirky*) bobuli révy vinné. Jsou téZ ptitomny ve velkém mnoZstvi

v listech révy vinné, predevsim na konci vegetacniho obdobi.

Zakladem jejich struktury je tzv. flavyliovy kation, sloZzeny ze dvou benzenovych
jader, kterd jsou spojena nenasycenym kationickym oxygenovanym heterocyklem.
Flavyliovy kation je derivatem 2-fenyl-benzopyryliového jadra. V zavislosti na vyskytu
substituentl (OH a OCH3) na bo¢nim benzenovém jadie bylo identifikovano pét

ruznych molekul anthokyanidint (aglykont) v hroznech a vinech.

Tyto molekuly jsou daleko vice stabilni jako glykosidy (zvané anthokyaniny) nez
jako aglykony bez cukerného zbytku (zvané anthokyanidiny). V hroznech a viné Vitis
vinifera byly identifikovany pouze monoglukosidy anthokyanint, které mohou byt
acylovany kyselinou p-kumarovou, kavovou nebo octovou (Ribaereau-Gayon,

Dubourdieu et al. 2006).

Barva téchto pigmentl je zavisla na vlastnostech média (pH, SO2), jejich
molekularni struktuie a vn&j$im prostfedi. Substituce na bocnim cyklu vede k posunu

maximaln¢ absorbované vlnové délky smérem k fialové, na druhou stranu fixace
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glukézy a acylace vede k posunu barvy opaénym smérem, tj. k oranzové. Tyto
molekuly se nachézi predevsim v bunikéch slupky bobule, pticemz se jejich koncentrace
zvySuje z vnitini ¢asti smérem k vnéjsi ¢asti hroznu (Amrani-Joutei, 1993). Molekuly
anthokyaninti ve vakuolach bun¢k doprovazi dalsi fenolické latky (fenolické kyseliny,
flavonoidy), které mohou ovlivnit jejich barvu. Probihajici kopigmentace dava obecné

viniim fialovy nadech.

Ethanol ve vinech piisobi proti kopigmentaci. Acylované anthokyaniny tak nejsou
pfitomné jiz po nékolika mésicich po fermentaci. Ve vinech pak zGstava pét
monoglukosidi (pfedev§im monoglukosid malvidinu). Jejich koncentrace se zna¢né 1isi
v zavislosti na stafi vin a odridach révy vinné. Bezprostiedné po fermentaci je jejich
koncentrace 100 — 1500 mg/l, v prvnich n¢kolika letech, béhem sudového a lahvového
zrani, jejich koncentrace rapidné klesa na kone¢né hodnoty 0 — 50 mg/l. VétSina téchto
pigmenti se totiz ve viné kombinuje a kondenzuje s taniny a vytvafi tak novou, vice
stabilni, kategorii barevnych molekul. Tyto komplexy anthokyaninii a tanini jsou
odpovédné za barvu Cervenych vin. Jind relativné mald cast anthokyanini se bud’
rozlozi pisobenim vnéjsich faktort (teplota, svétlo, kyslik) nebo se vysrazi do vétsich
koloidnich barviv. Ztrata téchto pigmenti je zvlasté skodliva pro kvalitu vina, vede totiz

ke ztraté barvy (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006).

3.1.4.4 Taniny

Taniny neboli tfisloviny jsou latky, které vytvaii stabilni kombinace s proteiny
a dal§imi rostlinnymi polymery, napf. polysacharidy. Tato reakce taninti s proteiny
tanind. Trpkou, nebo také sviravou chut tanind lze wvysvétlit jejich reakci s
glykoproteiny a PRP proteiny (proteiny s vysokym podilem prolinu, které se nachazi ve

slinach.

Z chemického hlediska jsou taniny pomérné rozmeérmné slouCeniny vznikajici
polymerizaci zakladnich fenolickych molekul. Jejich konfigurace mé vliv na reaktivitu
tanind, které musi byt dostatecné rozmérné, aby produkovaly stabilni komplexy
s proteiny. Pokud jsou ale prilis velké, tak nejsou schopny se dostat dostatecné blizko
k aktivnim mistim proteind a vySe zminéné stabilni komplexy nevznikaji. Relativni
molekulova hmotnost aktivnich tanini se pohybuje zhruba v rozmezi 600 — 3500
(Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006).
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Kondenzované (nehydrolyzovatelné) taniny ve vinech a hroznech jsou vice ¢i méné
komplexni polymery flavan-3-0lid (flavanoli) neboli katechinti. Primarnimi

strukturalnimi jednotkami jsou (+)-katechin a (-)-epikatechin.

Analyza tanint je vzhledem k jejich velké strukturalni rozmanitosti velmi slozita.
Rozmanitost tanint plyne z velkého poctu hydroxylovych skupin, jejich pozice na
benzenovych jadrech, stereochemie asymetrickych atomti uhliku pyranového cyklu
a také z poctu a typu vazeb mezi zakladnimi jednotkami. I pies pokrok dosazeny
v kapalinové chromatografii a hmotnostni a NMR spektrometrii nebyly vSechny

struktury taninti dostate¢né prozkoumany. Jen prokyanidinové dimery a nékteré trimery

byly pln¢€ popsany.

Tato rGznorodost vysvétluje existenci taninil s rlznymi vlastnostmi, predev§im
pokud jde o jejich chut’ v riznych typech hroznti a vin. V tomto sméru nelze povazovat
jako jediny faktor mnozstvi pfitomnych taninti, protoze jejich struktura a koloidni stav
také velmi ovliviiuji vysledny chutovy projev (Ribaerecau-Gayon, Dubourdieu et al.
2006).

Je mozné frakcionovat a izolovat nasledujici slozky hroznt a vina: (+)-katechin,
gallokatechin, (-)-epikatechin, epigallokatechin a epikatechin-3-0-gallat. Dale jsou
pritomny také dimerni, trimerni, oligomerni a kondenzované prokyanidiny (Burger et
al., 1990; Kondo et al., 2000). Primani strukturalni jednotky (katechiny a epikatechiny)
nelze povazovat za taniny, jejich relativni molekulova hmotnost je totiz pfili§ nizka
a jejich vzajemné pisobeni s proteiny je jen velmi omezené. Dostate¢né vysokou

molekulovou hmotnost maji az dimery, které se stabiln€ vaZzi s proteiny

Dimerni prokyanidiny mohou byt rozdéleny do dvou kategorii a jednotlivé

prokyanidiny jsou pak oznaceny pismenem kategorie a ¢islem.

Prokyanidiny typu B jsou dimery vzniklé kondenzaci dvou jednotek flavan-3-olu,
které jsou spojeny vazbou C4 — C8 (B1 az B4) nebo C4 — C6 (B5 az BS8). Vzhledem
k tomu, Ze existuje pét riznych druhti monomert a dva druhy vazeb mezi nimi, mize se
ve viné vyskytovat az 50 (2 x 52) rozdilnych dimeri této kategorie (Ribaereau-Gayon,
Dubourdieu et al. 2006).
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3.1.4.5 Stilbeny

Stilbeny jsou mensi skupina fenolickych latek v hroznech a vinech. Maji dva
benzenové cykly, obecné vazané pomoci etanu, nebo také etylenu. Hlavni stilben je
resveratrol, ktery vzniké reakci révy vinné s houbovymi ttoky. Nejvice resveratrolu se
nachazi v cervenych vinech. Celkové primérné mnozstvi se pohybuje: Cervena vina
7 mg.l%, rGizova vina 2 mg.I*t a bila vina 0,5 mg.I"t. Resveratrol miize ze zdravotniho
hlediska snizovat moznost srdecniho onemocnéni a rakoviny, pravé kvuli jeho
antioxida¢nim vlastnostem (Waterhouse 2002) (Garcia-Guzman, Hernandez-Artiga et
al. 2015) (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006).

3.1.5 Vitaminy
V mostu a vin€ najdeme pouze vitaminy rozpustné ve vodé: Bl, B2, B3, BS, B6,

B8, B9, a B12, vitamin C (kyselina askorbova) a vitamin P (flavonoidy).

Kyselina askorbova oxiduje rychleji, kdyz je v kontaktu s kyslikem a témét cela
zmizi po extrakci mosStu. Ve vinafstvi je pouzivana jako antioxidant a jeji hodnoty jsou

regulovany (Moreno and Peinado 2012).

Jako antioxidant chrani vino (reaguje s molekularnim kyslikem). Oxidaci kyseliny
askorbové vznikne kyselina dehydroaskorbova a peroxid vodiku. Pfi pouziti kyseliny
askorbové pouzit 1 oxid sifiCity, jelikoZ kyselina askorbova nemd antimikrobialni
vlastnosti. Mimo hraje oxid sificity dileZitou roli pro zajiSténi efektivniho zachyceni
peroxidu vodiku. Vede také k poklesu volného a tim padem 1 celkového oxidu sificitého

(Barril, Clark et al. 2012).

3.2 Oxid siricity

Oxid sificity se pfirozené vyskytuje ve vinech pfii nizkych koncentracich (Garcia-
Guzman, Hernandez-Artiga et al. 2015). B&zné mezi 12 — 64 mg.I" jako vysledek
metabolismu kvasinek. Hlavni faktory ovliviiujici biosyntézu oxidu sifi¢itého jsou:

kmen kvasinek, teplota kvaseni a obsah siry v hroznech (Jackson 2008).

Hlavni slozky ve ving, které dokazi vazat oxid sificity, jsou acetaldehyd, pyruvat
a o-ketoglutarat (Lea, Ford et al. 2000). Diky své antioxida¢ni vlastnosti mize pusobit
proti neenzymatické a enzymatické oxidaci. I kdyZz je oxid sifiCity pouzivan jako

konzervaéni prostiedek do vina, je jeho pouZziti pfisné kontrolovéano, jelikoz muze
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ohrozit lidské zdravi. Vysoké davky mohou zptisobit organoleptické zmény v konecném
ving. V posledni dobé&, je vénovana pozornost k vyuziti nékterych latek hroznl a vina

(fenolové slou¢eniny), jako alternativa k oxidu sifi¢itému (Garaguso and Nardini 2015).

Bylo prokazano, ze oxid sifi¢ity nereaguje pfimo s kyslikem, jak se diive myslelo.
Ale je schopen v pfitomnosti kovovych iontl zachytavat peroxid vodiku a chinony,

které vznikly pfi oxidaci polyfenoli (Comuzzo, Battistutta et al. 2015).

3.2.1 Historie

Poprvé byl oxid sifi¢ity pouzit ve vinafstvi, kdyz Rimané zjistili, Ze pokud zapali
svicky ze siry uvnitf prazdné nadoby na vino, tak jsou sudy lépe chranény a neziskaji
zapach po octu (Henderson and Vineyards 2009). Také staii Egyptané a Rekové jej

pouzivali jako fumigant.

Prvni zfejmy diikkaz pouziti oxidu sifi¢itého pii vyrobé vina pochazi ze zpravy
zvefejnéné v Rotenburgu v Némecku v roce 1487. Tato publikace doporucuje, aby se tfi
dfevéné dlahy pokryty praskovou sirou (smichanou s kofenem violy a kadidlem)

zapalily v sudech a utésnily. Aby se vyvarovalo zkazeni vina.

Prvni anglickd zminka o pouziti siry ve vinafstvi byla publikovdna Dr. Bealem
(Evelyn, 1664). Siru zabalily do latky, vlozily do nddoby a zapalily pomoci dratu. Kdyz
byla naddoba plna koufe, rychle nalily tekutinu.

I kdyz ndhodné ptidavani oxidu sifi¢it¢ho do vina mé dlouhou historii, imyslna

aplikace ¢istého oxidu sifiitého zacala az na pocatku dvacatého stoleti (Jackson 2008).

3.2.2 Pouziti

Do vina je ptidavan v podobé disifi¢itanu draselného (K2S20s), sificitanu
draselného (KHSO3), nebo jako plyn, ktery mtize byt davkovan automaticky (Bakker
and Clarke 2011). Slouzi jako antimikrobialni ¢inidlo a antioxidant. Je nezbytny pro
zachovani kvality a svéZesti vina. Davka a termin ptidavku oxidu sifi¢itého se odviji od
typu vina (Henderson and Vineyards 2009). V dnesni dob¢ se snazime o jeho omezeni,

¢i nahradu (Pateraki, Paramithiotis et al. 2014).

Oxid sifi¢ity ptsobi siln€¢ antimikrobidlné a z toho diivodu je pfidavan tésné pred

fermentaci. Potla¢i rist apikulatnich kvasinek a bakterii. Pfedev§im mlécnych
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a octovych bakterii. Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae nejsou piilis citlivé na

oxid sificity, dokonce ho produkuyji.

Dale snizi hnédnuti fenolickych slou¢enin. Enzym lakazy, ktery pochazi z Botrytis
cinerea zpusobuje také hnédnuti fenolickych sloZzek a jeho aktivita mize byt sniZzena

piidavkem SO3. V neposledni fad¢ plisobi jako antioxidant, ktery potlacuje chemickou

a diky reakci s acetaldehydem chrani odridové aroma (Bakker and Clarke 2011).

3.2.3 Formy

Oxid sificity se déli na volny a vazany oxid sifi¢ity, pokud tyto dvé hodnoty
secteme, ziskame veSkery neboli celkovy SO2. Vazany SO2 se vaze na rizné produkty
kvaseni (acetaldehyd, kyselina ketoglutarova, kyselina pyrohroznova aj.) A po navdzani
na tyto produkty jiZ nepisobi antimikrobidln¢ a nezabrafniuje oxidaci. Obsah celkového
SO; je dilezity pro ¢loveka, proto nesmi vino, které je uvedeno do ob&hu presdhnout

zakonem dané hodnoty (Jackowetz and de Orduna 2012, Jackowetz and de Orduna
2013).

Aktivni (molekularni) SO;

- Celkovy oxid sificity >
a C
\ — 77, 7, I

{ t+ <o vazany na U/ s 7 A

" ¥ 4 C' s

HSO: - } » ostatni latky ///-'.':”'/P:V‘ﬂﬂ %’

o
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7

| | = .///////1 /4///:
<« Volny oxid sififity > <« Vazany oxid sificity

Obrazek 3. Formy SOz ve viné (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006)
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3.2.3.1 Aktivni SO-
Volnému SO se pripisuje vétSina ucinki oxidu sifi¢it¢ho. Podstata jeho
ucinnosti, predevsim proti mikroorganismim, jak se pozd¢ji podafilo zjistit je spojena

s ,,molekularni neboli aktivni formou SO (Ribéreau-Gayon, Glories et al. 2006).

Aktivita volného SO2 se zvySuje s naristem podilu alkoholu ve ving, ale rozdily
jsou nepatrné (fadove o 0,1 % aktivniho SO2 Vv piipadé prostiedi vina). Aktivita volného
SO také rychle stoupa zaroven S teplotou. Pii nartstu teploty z 20 °C na 40 °C je
aktivita az Ctyfikrat vyssi.

Nejvétsi vliv na aktivitu SO2 ma predevs§im klesajici pH tudiz rostouci kyselé

prostiedi. Vysledky popisuje tabulka ¢. 3.

Tabulka 3. Narast aktivniho SOz (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006)

Parametr Zména parametru | Narist aktivniho SO2

Obsah alkoholu | + 1 % obj. alkoholu | +5 %
Teplota +1°C +7%

pH 0,2 +50 %

3.2.3.2 Volny SO>

Jde o ion kyselého sifi¢itanu (HSOz3). Antiseptické vlastnosti volného SOz proti
kvasinkam nebo bakteriim jsou rizné vzhledem k hodnoté pH. To znamend, Ze pfii
stejné hodnoté volného SOz; ¢im je vino kyselejsi, tim je nepfijemny pach a chut SO2

vEtsi.

Podil volného SOz ve viné neni tolik zavisly na pH. AvSak urCuje piebytek
oxidu sifi¢iteho, ktery se nevazal se sloZkami vina za vzniku vazaného SOo.
Molekularni SO2 je pfinos diky jeho aktivit¢ vi¢i mikroorganismiim ve ving, avSak
volny SO je pfinosem predevsim svou antioxidaéni kapacitou. Jeho nejvétsi vyhodou je
jeho schopnost vazani se s acetaldenydem a neutralizovat jeho oxidativni zapach. Volny
SO2 ma také schopnost se vazat S barevnymi latkami a tim mulze sniZovat barevnost
vina. U bilych vin jde zejména o zamezeni Zloutnuti a u ¢ervenych o zamezeni poklesu

barvy. Volny a molekularni SO se musi hodnotit zvlast. A to z divodu, ze vina
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s niz§im pH maji hodnoty molekularniho SO2 dostacujici na zniceni a inhibici kvasinek
a bakterii, ale volny SO2 je na nizké hranici, aby dostate¢né chranil vino pied oxidaci.

Davku SO2 proto musime piizpusobit podle mnozstvi volného SO> ve viné.

Volny a molekularni SO je tieba hodnotit zaroven ve vztahu k mikrobiologické
stabilit¢ a ke kapacité¢ absorbovatelného kysliku. Mnozstvi volného SOz musi byt
regulovano na zakladé ochrany vina proti oxidaci (Barril, Clark et al. 2012). Ale
mnozstvi molekularniho SO se reguluje podle mikroorganismu a také podle chutovych
vlastnosti vina. Uz 1 mg.I"" molekularniho SO, zplsobuje §tipani v nose. Regulovat
oddélené molekularni SO2 a volny SO2 vSak neni mozné. Pokud se zvys$i mnoZstvi
volného oxidu sifi¢itého kvili jeho antioxidacni schopnosti, zvysi se i mnoZzstvi
molekularniho SO; a jeho agresivita v senzorickém vnimani (Grant-Preece, Fang et al.
2013).

3.2.3.3 Viazany SO

Vazany oxid sifiCity je souctem vSech sifiCitanli, které jsou navdzany na
slou¢eniny vina. Zadna z tdchto slou¢enin neni senzoricky rozpoznatelna pti degustaci.
Dulezita je zde predevSim denni davka, pii které jesté nedochazi ke zdravotnim
komplikacim (Ishiwata, Nishijima et al. 2003). Je oznacovana jako ADI a pocita se dle
veskerého SOz ve ving, jehoZ vétsina je vazana (Corte, Roscini et al. 2012). Vazany SO»
ma technologicky maly vyznam. Neptisobi ani na kvasinky, ani antioxida¢né a jeho vliv
na mlécné bakterie je maly. Na inhibici mlé¢nych bakterii je potfeba cca 10x vice

vazaného SO», nez volného SO3.

Vazany oxid sificity je takzvana ,,pamét’ vyvoje vina“, podle které milzeme zjistit
kvalitu hroznti a enologické prace (Saidane, Barbe et al. 2013). Mnozstvi vazaného
a volného SO; je piimo timé&mé technologickym postuptim pfi vyrobé vina. Cim mensi

je hodnota veskerého SOg, tim je pfistup vinafe K hrozniim a vinu Setrnéjsi.
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.....

Dubourdieu et al. 2006)

Vlastnosti SOz HSO3 R-SO;
Proti

+ Slaba 0
kvasinkam
Proti

+ Slaba Slaba
bakteriim
Antioxidaéni + + 0
Chutové

+ + 0
zlepSeni

Neutralizuje

+ + +
acetaldehyd
Stiplavy zapach, | Bez pachu, chut Bez pachu
Senzoricka T , 1 ’
Stiplava chut slana, hotka v normalnich
odezva

davkach bez chuti

3.2.3.4 Slouceniny vazajici SO>

Rozdil mezi volnym a vazanym SO2 je znam jiz vice nez 100 let. Nejprve byl
rozdil piipisovan sluCovanim oxidu sifi¢itého s cukry, acetaldehydem a s dal$imi
latkami. Cely tento proces vzniku vazeb oxidu sifi¢itého a dal$ich substanci je vSak

stale malo prozkouman (Saidane, Barbe et al. 2013).

ving. Jedna se o latky, které maji jednu nebo vice aldehydovych a ketonovych funkci. Je
dokazano, ze nejvice reaktivni formou oxidu sifi¢itého je HSO3 (molekularni SO2)

(Jackowetz and Mira de Ordufia 2013).
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Tabulka 5. Slouéeniny vazajici SOz (Ribaereau-Gayon, Dubourdieu et al. 2006)

Slouceniny, které vytvareji vazby SOz v mostech a ve viné

Jiné slouceniny vazajici SOz,

Hrozny postizené hnilobou aplné jin4 balance SO

Kyselina pyrohroznova,

Most ze zdravych hroznti kyselina oxoglutarova a
gluk6za
Acetaldehyd, kyselina
Bila vina pyrohroznova a kyselina
oxoglutarova

Antokyany a dalsi fenolové

Cervena vina .
slouceniny

Acetaldehyd

Nejvétsi cast vazaného SO ve viné je na acetaldehyd. Obsah acetaldehydu ve

ving se pohybuje v hodnotich mezi 30 az 130 mg.l", coz odpovida vazanému SO

v hodnotach 44-190 mg/I.

Vazba acetaldehydu ma velmi rychly prubéh. Naptiklad pii pH 3,3 se béhem 90

minut navaze az 98 % SO2 na acetaldehyd. Za cca dalsich pét hodin je vazani ukonceno.

Acetaldehyd ve viné vznika pii produkci etanolu z cukrti pii alkoholové fermentaci.
Nejvyssi hodnoty se vyskytuji za ptitomnosti volného SO2 a aktivni kvasinky. Ve viné
vznika vice acetaldehydu pii zdlouhavé fermentaci a pii nedostatku tiaminu (Bartra,

Casado et al. 2010, Jackowetz and Mira de Ordufia 2013).

Kvasinky totiz vytvafi acetaldehyd jako ochranu pravé proti volnému SOo.
Z tohoto duvodu urcuje podil acetaldehydu sifeni rmutu a tim i o podilu vdzaného SO

ve vine.

Pokud chceme produkovat vina s nizkym obsahem vazaného a také celkového
SO, je doporucovano snizit pfidavani SOz do kvasiciho a dokvasejiciho mostu.
V tomto piipadé je SO ihned vazan a ztrati jakoukoliv G¢innost. Dikazem toho jsou
mnohé pokusy, které vykazuji vyssi kapacitu vazani pii zasiteni mostl (asi o 40 mg/l)

oproti nezasifenym mostim (Ribéreau-Gayon, Glories et al. 2006).
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Ketokyseliny

Ve viné jsou dvé hlavni ketokyseliny: kyselina pyrohroznova a kyselina 2-
oxoglutarova. Jde 0 sekundarni produkty alkoholové fermentace. Tyto kyseliny

zastavaji vyznamnou roli V podilu kombinaci s SOz (Sonni, Clark et al. 2011).

Vznik téchto kyselin je jiz na zacatku fermentace. Rychlost jejich vzniku je
nejvyssi na pocatku fermentace a postupné klesd. Diky tomuto mechanismu muzeme
objasnit vysoky obsah ketokyselin ve sladkych vinech. Vys$si teplota fermentace
a hodnota pH napomadhaji lepSimu hromadéni ketokyselin a tim i vyS$i hodnoté

vazaného SO (Wells and Osborne 2012).
Cukry a derivaty cukri

Molekuly cukrii, které dokazi vazat SO, existuji aldehydické funkce
a ketofunkce. Cukr, ktery dokaze v mensi mite vazat SO; je glukédza (1 g glukozy vaze
cca 0,3 mg.It SO,). V mostech a likérovych vinech je ve vétsim mnoZstvi, proto tato

vazba ovliviiuje pokles koncentrace volného SOz (Ribéreau-Gayon, Glories et al. 2006).

Podstatnou slouceninou je keto-5-fruktéza (5-oxofruktoza). Vyskytuje se
v fadech stovek mg.I"! predevsim v mostech z botrytickych hroznid. Jeji koncentrace

vzrusta se zvySujici se schopnosti vazat SO2 (Comitini and Ciani 2007).
Dikarboxylové molekuly

JiZ z ndzvu je patrné, Ze se jedna o latky, které maji dvé karbonylové skupiny.
Vyskytuji se v moStech, které jsou vyrobeny z hroznii zasahnutych hnilobou. Tvofi se
predevsim v duasledku rozvoje Botrytis cinerea. Zejména glyoxal a methylglyoxal.
Jejich koncentrace nepiesahuje 3 mg.I™. Jejich koncentrace rychle klesa pti alkoholové
fermentaci, proto maji pii vazani SO jen zanedbatelnou roli (Saidane, Barbe et al.
2013).

Jiné vazby

Existuji 1 dalsi latky se schopnosti vazat ve viné oxid sifi¢ity. Ty ovSem nemaji
velky vliv na vazani SO, jelikoz jejich koncentrace jsou velmi malé. Jsou to tyto latky:
kyselina gluonova, kyselina glyoxylova, kyselina galakturonova, kyselina oxalatova,

glykoaldehyd, acetoin, diacetyl (Jackowetz and de Orduna 2012).
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3.2.3.5 Endogenni SO>

Jedna se o formu SO, kterd je ve vinech pfitomnost bez sifeni. Vznika
enzymatickou ¢innosti kvasinky. Kvasinka pfetvoii malo se vyskytujici elementarni siru
na sirné aminokyseliny (cystein, cystin, metionin, glutation) a jejich derivaty — sirany.

Hodnota endogenniho SOz se pohybuje od nékolika mg.I™* az po 40 mg.I™~.

Tvorba této formy SO2 zavisi na pouzitém kmenu kvasinek. Vys$i tvorba je
u kvasinek citlivych na oxid sifi¢ity. Ale existuji také uméle vyselektované kvasinky,
které maji vyss$i odolnost vuci SO2 (Ribéreau-Gayon, Glories et al. 2006, Bizaj,
Cordente et al. 2012).

3.2.4 Predpisy pro pouZziti SOz
Maximalni hodnoty oxidu sifi¢itého pro celou EU urcuje nafizeni Komise (ES)

¢. 606/2009. Stanovuje se v nich pouze hodnota celkového SO».

(Michlovsky 2012)

Cervené vino 150 mg.I*
Bilé a rGZové vino 200 mg.I?t
Cervené vino od 5 g.I"* zbytkového cukru 200 mg.I?t
Bilé a rGZové vino od 5 g.I"! zbytkového cukru 250 mg.I?t
Pozdni sbér 300 mg.I?t
Vybér z hrozn( 350 mg.I?t
Vybér z bobuli, vybér z cibéb, ledové a slamové vino 400 mg.I*?
Likérové vino s obsahem zbytkového cukru do 5 g.I* 150 mg.I*
Likérové vino s obsahem zbytkového cukru od 5 g.I* 200 mg.I?t
Sumivé vino jakostni 185 mg.I*
Sumivé vino ostatni 235 mg.I?t

.....

uveden na etiketé podle natizeni Komise (ES) ¢. 607/2009 (Michlovsky 2012).
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Obriazek 4. Piktogram o obsahu alergenu (Michlovsky 2012)

Vroce 2012 bylo piijato nafizeni Komise (EU) ¢. 203/2012, které urcuje
enologicka pravidla pro biovina. Jeho soucasti jsou i1 limity pro oxid sifi€ity, jako

konzervacni ptipravek vina (Michlovsky 2012).

Tabulka 7. Limity celkového oxidu si¥i¢itého v biovinech v CR (podle na¥izeni &.203/2012)

(Michlovsky 2012)
Cervené biovino do 2 g.I"* zbytkového cukru 100 mg.I*
Bilé a riZové biovino do 2 g.I"! zbytkového cukru 150 mg.I?*
Cervené biovino od 2 g.I"* zbytkového cukru 170 mg.I?*
Bilé a riZové biovino od 2 g.I"! zbytkového cukru 220 mg.I?t
Pozdni sbér 270 mg It
Vybér z hrozn( 320 mg.I?t
Vybér z bobuli, vybér z cibéb, ledové a slamové biovino 370 mg.I?t
Likérové biovino s obsahem zbytkového cukru do 5 g.I"* 120 mg.I*
Likérové biovino s obsahem zbytkového cukru od 5 g.I" 170 mg.I?*
Sumivé biovino jakostni 155 mg.I?*
Sumivé biovino ostatni 205 mg.I?t

3.2.5 Stanoveni oxidu siric¢itého titraci odmérnym roztokem jodu
Jde o nejpouzivangjsi metodu pro stanoveni oxidu sifi¢itého ve viné. Dnes ji
vyuzivaji jak velké podniky, tak také mens$i soukromnici. Jodometrie je zalezena na

redukei jodu na jodid v neutrdlnim prostiedi.
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(Balik 2004) tvrdi, ze ,,odméteny roztok jodu oxiduje pifimo volny oxid sificity
obsazeny ve ving, piipadné po uvolnéni oxidu sifi¢itého z vazeb s karbonylovymi

slouceninami v alkalickém prostfedi soucasné i1 vazany oxid sificity vina.

3.3 Antioxidac¢ni kapacita
Antioxidanty jsou diilezitou slozkou ovoce a zeleniny Mohou vyhledavat reaktivni

kyslik, coz ma za nasledek stabilizace potravin proti oxida¢nim zménam (Bertalanic,

Kosmerl et al. 2012).

Oxidacni stres se podili na spousté onemocnéni (ateroskleréza, diabetes,
neurodegenerativnich onemocnénich a rakoving€). Pravé antioxidanty nds mohou chranit
proti t€émto chorobam. Epidemiologické studie siln€ naznacuji, Ze dlouhodoba spotieba
polyfenolli z potravin, nas muze proti témto chorobam chranit. Bylo zjisténo, ze
konzumace vina, muze mit pfiznivy vliv na lidské zdravi, pokud ho konzumuje
pfiméfené. Konzumace vina vyznamné snizuje vSechny pfi¢iny zejména
kardiovaskularnich amrti ve srovnani s abstinenty, nebo témi, ktefi piji alkoholu vice

(Garaguso and Nardini 2015).

Sifi¢itany, predev$im hydrogensifi¢itan mize reagovat pfimo s peroxidem vodiku,
¢imz se snizuje tvorba kyslikovych radikal a zvySuje se antioxidacni potencial. Stejné
tak sifiCitany a thioly mohou reagovat s chinony, které ve skutecnosti snizuji hnédnuti

vin, stejné jako antioxidacni kapacitu (Zuniga, Perez-Roa et al. 2014).

3.3.1 Antioxidanty ve viné

Pfitomnost pfirozenych antioxidantid ve viné na dostatecné urovni milZe vyrazné
snizit potiebu aditiv jako je kyselina askorbova nebo oxid siti¢ity (Stratil, Kuban et al.
2008). Cervena vina maji vysokou antioxida¢ni kapacitu, ktera je o nékolik Fadt vyssi

nez u bilych vin a piimo souvisi s fenolickymi slozkami (Dreosti 2000).
3.4 Metody stanoveni antioxidacni kapacity (TAC)

3.4.1 Metoda FRAP

Byla vyvinuta v roce 1996 na méfeni redukéni schopnosti plazmy. Principem této
metody je prenos elektronu z antioxidantu na zelezitou slouceninu (2,4,6-tripiridil-s-
trianzin). Pfi tomto procesu se trojmocny ion zeleza redukuje na dvojmocny, ktery je

barevny a jeho koncentrace je méfend spektrofotometricky pii vinové délce 593 nm
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(Benzie and Strain 1996). Elektricky potencial potiebny K pienosu elektronu je
miniméln¢ 0,7 V. Metoda je jednoduch4, rychld a levna. Neni potieba zadné specialni
vybaveni. Velkou nevyhodou je nejednotnost pii kinetické reakci. Nékteré slouceniny
zreaguji do ¢tyf minut, jiné tvofi barevny komplex az po tficeti minutdch a pozdéji

(kvercetin, taniny).

Dtlezitou charakteristikou metody je také, Zze jde hlavné¢ o redukéni schopnost
sledovaného vzorku. Proto nejsou nékteré antioxidanty touto metodou detekovatelné (ty
co inaktivuji radikdly H-transferom.) Také slouceniny, jako sifi¢itany, vykazuji

redukéni schopnosti, 1 kdyz jejich konzumace nema pozitivni U€inky na organismus.

Vysoké hodnoty naméfené metodou FRAP mohou poukazovat na schopnost latek
stat se prooxidanty a byt tak za urcitych podminek propagatory radikdlovych reakci

(Cao, Sofic et al. 1997).

3.4.2 Metoda DPPH

Tato metoda byla vyvinuta v roce 1995 (Bondet, Brand-Williams et al. 1997).
V metod¢ se vyuziva schopnost chemikalie 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu existovat jako
radikal a reagovat s vodikovymi donory. Stabilita tohoto dusikatého radikalu je vysoka

a je komercné velice dobie dostupny.

Radikdl ma fialové zbarveni a mira poklesu zbarveni je Umérnd mnoZstvi
inaktivovaného radikalu antioxidanty. Pokles absorbance je méfeny na spektrofotometru
pii vinové délce 515 nm. Doba reakce je velmi rtizna od nékolika minut aZ po nékolik
hodin (Bondet, Brand-Williams et al. 1997). Pti této metodé je mozné zméfit nékolik
parametrl. Statickd metoda méfi jen pokles mnozZstvi DPPH. V dynamické metodé¢ se
méfi rychlost startovni reakce rozkladu DPPH (Da Porto, Calligaris et al. 2000).
V dynamické metod€¢ byly zavedeny nové sledované parametry jako antioxidacni
vykonnost a antiradikalova vykonnost (Jimenez-Escrig, Jimenez-Jimenez et al. 2000).
Tyto hodnoty jsou vSak velmi ovlivnény nepatrnym mnozstvim kyselin ¢i zdsad ze

vzorku (Foti, Daquino et al. 2004).
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| |+
+RH ————»

O5N NO> O5N NO»>
N(:):) N(:)z
2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl 2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl

(free radical form) (non radical form)

Obrazek 5. Struktura DPPH a jeho redukovana forma antioxidantem (Paixao, Perestrelo et al. 2007)

3.4.3 Metoda FC (Folin-Ciocalteu)

Metoda byla vytvotfena pro analyzu proteinti. Pozdéji byla rozsifena pro analyzu
celkovych polyfenolii ve viné (Singleton, Orthofer et al. 1999). Podstatou metody je
oxidace fenolu molibdanowoloframaovym reagentom. Barevny produkt ma absorp¢ni
maximum pii vinové délce 750 nm. Pravdépodobné dochazi k redukci molybdenového
komplexu, kde je elektron odebrany z fenolatového anionu. Jelikoz jsou elektrony
schopné odevzdat i jiné latky neZz jen fenolické sloueniny, jde vlastné o meéfeni
redukéni kapacity vzorku. Proto je tato metoda vhodnd na zjiStovani antioxidacni
kapacity z pohledu redukénich schopnosti métenych vzork. Vyhodou metody je v¢asna
velmi dobra korekce mezi ni a dal§Simi metodami pouzivanymi na méfeni antioxidaéni
kapacity (FRAP, TEAC). Dalsi vyhodou je velmi jednoduchy a rychly postup pfi
méfeni

a relativné nizka cena jedné analyzy.

Velkou nevyhodou je velké mnozstvi latek, které nepatii mezi zdravi prospésné
antioxidanty a piitom velmi zvySuji naméfené hodnoty. I kdyz byla metoda vylepSena
a jeji specificnost se zvySila pouzitim molybdato-wolframato-fosfatového
heteropolyaniontového reagentu, dnes komer¢né dostupného jako Folin-Ciocalteau
reagent (Singleton and Rossi 1965). Stale jsou latky siln¢ interferujici. Je to hlavné SO»,

které je soucasti vin jako konzervac¢ni prostiedek. Jeho kontumace vSak nema pozitivni
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vliv na zdravi konzumenta. K dal$im latkam patii sacharidy, organické kyseliny,

aromatické aminy, méd’naté a Zelezité ionty (Box 1983).
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4 MATERIAL A METODY

Pro praktickou ¢ast mé diplomové prace jsem zvolil dvé vina, jedno bilé odridy
»Rulandské bilé¢“ a druhé Cervené odridy ,,Svatovaviinecké”. Obé vina mély objem

5 litrG. Vina byly rozdé€leny na 15 vzorka, kazdy vzorek o obejmu 330 ml.

Po rozdéleni vin byl do vin aplikovan ptidavek oxidu sifi¢it¢tho v podobé
disifi¢itanu draselného v mnozstvi 0, 25, 50, 75 a 100 mg.l? SO,. Poté byly vina

uzavieny korunkovym uzavérem a uchovany 3 dny v chladu a temnu.

Po uplynuti této doby byly ve vinech zmétfen obsah fenolickych latek metodou
Folin-Ciocalteu (FC) a antioxida¢ni kapacita metodou FRAP a DPPH.

4.1 Popis sledovanych odrid

4.1.1 Rulandské bilé

Synonyma: Pinot blanc, Gentil blanc, Burgunder weiss, Weissburgunder, Rulander
weiss, Pinot bianco, Clevner, Klevner, Pineau blanc, Pino belyj, Morillon blanc,
Feherburgundi, Borgognino, Fehér Klevner, Biela Klevanjka, Rouci bil¢, Burgundské
bilé

Piivod odrudy: Tato odriida vznikla nejspiSe jako pupenova mutace z Rulandského

Sedého ve Francii. Povolena je od roku 1941.

Charakteristika: Ma stfedné velky list, okrouhly nebo ¢tvercovy, mirné
pétilaloénaty. Povrch Gepele je mirné bublinaty a matny. Rapikovy vykrojek ma tvar V,

otevieny. Rapik je narizovély a kratky.

Hrozen: Maly az stfedn¢ velky, valcovity a husty. Primérnd hmotnost hroznu je
105 g. Malé az sttedné malad bobule, kterd je kulatd a svétle zlutozelend. Duznina je

velmi fidkd, jemnd a neutralni chuti.

Odruda: M4 stfedné bujny rast, dievo vyzrava dobte. Stiedné pozdni raseni, ale
kveteni je rané, odrida dozrava zacatkem fijna. Stfedni odolnost k houbovym
chorobam, je citliva predevsim k plisni $edé. Stiedn& vysoka plodnost 9 — 12 t.ha?,
cukernatost v mostu je 16 — 22 °NM, obsah kyselin je vy3si 8 — 12 g.I"Y. Nejlepsi jsou

slunné polohy, zahievné pidy, které jsou dostatecné vlhké. Snasi 1 vys$si obsah CaCOs.
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Vhodna je vétSina typu vedeni, ale delSi tazné. Doporucuji se podnoze ,,CR 2,

»K 5BB*, ,,SO 4“a,T 5C*.

Vino: Ma jemné aroma s typickou kvétnatou vini. Je extraktivni s harmonickymi
kyselinami. Viné mize byt i neutralni nebo mandlova, u vyzralého vina dokonce
chlebnat4d. Mlada vina mivaji nékdy tvrdou kyselinu, zranim vina vSak jakost vyrazné

stoupa (Sotolar 2006).

4.1.2 Svatovavrinecké
Synonyma: St. Laurent, Lorenztraube, Sankt Lorenztraube, Pinot Saint Laurent,

Lovrenac Crni, Szent Loerinc, Lovrijenac, Shentlovrenka, Schwarzer.

Piivod odriidy: Pivod této odridy neni pfesné znam, ale usuzuje se, Ze pochazi
Z Francie (obec St. Laurent). Nekteré zdroje uvadi jako jeji pravlast Alsasko, kde se
pestuje odnepaméti pod ndzvem ,,Schwarzer”. Také kiizeni neni pfesnéji znamo, ale
pfedpokladd se, Ze jeden rodi¢ by mohl byt Rulandské modré. Povolena je od roku

1941.

Charakteristika: Ma stfedn¢ velky list, okrouhly, kozovity a vespod jemné
ochlupeny. Tii aZ pétilalocnaty, s mélkymi az stfedné¢ hlubokymi hornimi vykroji.
Bazalni vykrojek je lyrovity, Uzce otevieny az mirné piekryty. Stiedné dlouhy

nacervenaly fapik

Hrozen: Je stfedné velky, husty a kuzelovity. Primé&ma hmotnost hroznu je 128 g.
Ma sttedné velkou, modrocervenou, kulatou az ovalnou bobuli. Duznina je velmi fidka,

az se rozplyva, plné chuti.

Odriida: Ma stfedné€ bujny rast. Rasi 1 kvete rané, dozrava konce zaii az za¢atkem
fijna. Nizkd odolnost vici padli révovému a plisni Sedé. Stiedné¢ odolnd vaci plisni
révové a mrazu. Je ovSem citlivéj$i na jarni mraziky. Vcelku dobie snési sucho. Pokud
dojde k piehnojeni dusiku ma vyssi nachylnost ke sprchavani kvétenstvi. Cukernatost
v mostu byva je 17 — 20 °NM, obsah kyselin je 9 — 12 g.I"}, plodnost je stfedni
9 — 12 thal. Nema velké naroky na stanoviité a pidy. Vyssi jakosti dosahuje na
leh¢ich, zahfevnych ptadach. Vhodna pro vétSinu vedeni, lepsi jsou delSi tazné.

Doporucuji se podnoze ,,CR 2%, ,,K 5BB*, ,,SO 4“ a,,T 5C*.
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Vino: Je tmavé Cervené, harmonické a kvalitni. Ma sv€zi ovocnou vini a plnou
chut’, kterd pfipominé povidla az ¢erny rybiz. Ma vyssi obsah tfislovin, je vhodné i pro

zrani v barikovych sudech (Sotolatr 2006).
4.2 Material

4.2.1 Pristroje a pomiicky

a. spektrofotometr Helios beta - Unicam

b. analytické vahy — KERN ABJ 320-4 - Kern

C. elektromagneticka michacka — IKA MS 3 digital - IKA

d. béZné laboratorni sklo

4.2.2 Chemikalie a roztoky

a. DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) - Sigma Aldrich
FeClz — Sigma Aldrich

TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) — Sigma Aldrich
HCI — Sigma Aldrich

trolox — Merck

i

o o

deonizovana voda ze zafizeni Aqua osmotiC

disifi¢itan draselny — Merck

o Q —H~ o

kyselina galova — gallic acid monohydrat 98%, Roth
Folin-Ciocalteu

J. dekahydrat uhli¢itanu sodného
4.3 Metody méreni

4.3.1 Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP

Stanoveni probihd v prostfedni octanového pufru s pH 3,6 (4ml koncentrované
kyseliny octové s 0,775 g octanu sodného v 250 ml odmérné baiice). Pfipravi se smés
FeClz6 HO (0,081 g rozpustit v25 ml vody) a komplexu TPTZ
(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) v HCI. Reak¢ni smés vznikne smichanim roztoku
FeCls.6 H2.0O, TPTZ a pufru v poméru 1:1:10. Pfi méfeni se do kyvety pipetuji 2 ml
reakéni smési a 25 pl natedéného vzorku. Poté se obsah kyvety micha 10 sekund na
ttepacce. Absorbance se meii po 10 minutach od zacatku reakce na spektrofotometru

v 10 mm kyveté pti vinové délce 593 nm. Jako standard se pouZzivé trolox. Koncentrace
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zakladniho roztoku troloxu je 0,5 mmol. Vzorky byly fedény u bilého vina 5x

a u ¢erveného vina 50x.

4.3.2 Stanoveni antioxidacni kapacity metodou DPPH

Do kyvety se pipetuje 1900 pl smési radikalového roztoku DPPH v metanolu
s koncentraci 0,1 mmol.I'* a 100 ul nafedéného vzorku. Poté se obsah kyvety micha
10 sekund na tiepacce. Po 30 minutich od zacatku reakce se méfi absorbance na
spektrofotometru v 10 mm kyveté pii vlnové délce 515 nm. Piavodné tmavé fialové
zbarveni roztoku se odbarvuje. Dochazi k poklesu absorbance. Jako standard se pouziva
trolox. Koncentrace zakladniho roztoku troloxu je 0,5 mmol. Vzorky byly fedény

u bilého vina 5x a u ¢erveného vina 50x.

4.3.3 Stanoveni celkového obsahu fenolt metodou Folin-Ciocalteu

K 980 ul vody v 1,5 ml eppendorfce, bylo ptfidano 20 ul vzorku, 50 ul ¢inidla
Folin-Ciocalteu a smés byla peclivé protfepana. Po uplynuti pfesné 3 minut bylo
pfidano 150 pl roztoku dekahydratu uhli¢itanu sodného (20%), reakéni smés byla
dikladné protfepana. Poté byla zméfena absorbance pti 750 nm proti slepému vzorku,

ktery byl pfipraven ke kazdé sérii stanoveni, kdy vzorek byl nahrazen fedicim pufrem.

Koncentrace celkovych fenoli byla vypocitana z kalibra¢ni kfivky za pouziti
kyseliny gallové jako standartu. Vzorky byly fedény u bilého vina 100x a u ¢erveného

vina 500x.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tabulka 8. Zakladni parametry vin

Odriida (Ao'k')‘jot,‘/‘g)' Titrovatelné kyseliny (g.I") | pH | Redukujici cukry (g.I"%)
Rulandské bilé | 13 8,4 3,07 5,66
Svatovaviinecké| 13,46 8,62 3,01 0,52

Tabulka ¢. 8 udava zakladni namétené parametry pouzitych vin

5.1 Vliv oxidu siri¢itého na namérené hodnoty polyfenoli

»Rulandské bilé“ ANOVA - Polyfenoly
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Graf 1. Vliv p¥idavku SOz do vina na nam&fené hodnoty polyfenolii (mg kys. gallové.l™)

Zgrafu ¢ 1 vyplyva, Ze nebyl zjistén statisticky prokazatelny rozdil
v naméfenych hodnotach polyfenolli mezi variantami s davkou oxidu sifi¢itého 0, 25
a 50 mg. . Ale prokazatelny rozdil byl zjistén u variant s piidavkem oxidu sifi¢itého 75
a 100 mg.I". Z t&chto naméfenym hodnot, lze zjistit, Zze nizké davky SO2 prokazatelné
nezvySuji naméfené hodnoty. Pii vysSich davkach jiz je prokazatelny rozdil
a predstavuje narst o 24,3 % pfi davce 75 mg.lt a narist o 35,46 % pii davce

100 mg.I"t. Naméiené hodnoty polyfenolii byly v rozsahu 227,13 — 307,66 mg.| ™.

Z tabulky ¢. 9 vyplyva, ze zavislost mezi piidavkem oxidu sifi¢itého a mnozstvi
naméfenych polyfenolti je velmi silna. Tukeylv test v tabulce €. 15 potvrzuje vyse

zminény statisticky prokazatelny rozdil v namétenych hodnotach.
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Svatovaviinecké“ ANOVA - Polyfenoly
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Graf 2. Vliv p¥idavku SO2 do vina na naméfené hodnoty polyfenolii (mg kys. gallové.l™")

Zgrafu ¢ 2 vyplyvd, zZe nebyl zjistén statisticky prokazatelny rozdil
v namétenych hodnotach polyfenolli mezi variantami s davkou oxidu sific¢itého 0, 25,
50 a 75 mg.l. Ale prokazatelny rozdil byl zjistén u varianty s pfidavkem oxidu
sifi¢itého 100 mg.I?. Z té&chto naméfenym hodnot, lze zjistit, ze nizké davky SO2
prokazatelné¢ nezvySuji namétfené hodnoty. Pii vysSich davkach jiz je prokazatelny
rozdil a predstavuje narGst 0 10,45 % pii davce 100 mg.ll. Naméfené hodnoty

polyfenold byly v rozsahu 1559,5 — 1722,54 mg.I2.

Ztabulky ¢. 10 vyplyva, Ze zavislost mezi pifidavkem oxidu sifi¢itého
a mnozstvi namétenych polyfenolt je nizsi, nez u bilého vina, ale stale silna. Tukeyiv
test vtabulce ¢. 18 potvrzuje vySe zminény statisticky prokazatelny rozdil

v namé&fenych hodnotach.

Nameétfené hodnoty polyfenoli byly 6x vyssi u Cerveného vina, nez u vina

vvvvvv

slou€enin v ¢ervenych vinech. Podobné hodnoty byly zjiStény také v jinych studiich.

Stasko a kol. ve své studii porovnavali 86 bilych a Cervenych vin ze Slovenska
a Rakouska. Zjistili, Ze primérnéd hodnota polyfenolti u ¢ervenych vin, je 10x vyssi, nez

u bilych vin. Stratil, Kuban a Fojtovd ve své praci naméfili primérné hodnoty
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polyfenolt u bilych vin v intervalu 103 — 125 mg.It. Hodnoty naméfenych hodnot
polyfenolii v ervenych vinech byly 10-15x vyssi a to v rozmezi 874 — 1973 mg.I™.
Abramovi¢ a kol. tvrdi, ze jakakoliv pfitomnost SO2 pifi méfeni celkovych polyfenola
metodou FC prokazatelné zvysi naméfenou hodnotu. To se shoduje také s predchozimi
studiemi (Saucier & Waterhouse, 1999), kde bylo prokézano, Ze pii absenci dalSich
antioxidanti SOz nema zadnou vyznamnou reakci pii testu FC (Stasko, Brezova et al.
2008, Stratil, Kuban et al. 2008, Abramovic, Kosmerl et al. 2015).

Abramovi¢ a kol. dale tvrdi, ze kdyz byl test proveden s bilym vinem
s ptidavkem SO, tak SOz vyznamné ovlivnil obsah polyfenoli. Mnohé studie uvadéji,
ze sifi¢itan muze interferovat s testem FC na celkové fenoly. Studie Gila a Rebeloa
ukézala, e zvyseni koncentrace disifi¢itanu az na 20 mg.I* zptisobilo nériist o 10 mg.I*
(vyjadieno v ekvivalentech kyseliny kavové) v celkovém obsahu fenolt. Stevanato,
Fabris, a Momo (2004) také zjistili, ze sifiCitany zptsobuji nartst o 11 % v celkovém
obsahu fenolu (Stevanato, Fabris et al. 2004, Gil and Rebelo 2009, Abramovic, Kosmerl
et al. 2015).

Tabulka 9. Porovnani této studie s publikovanymi hodnotami celkového obsahu polyfenolickych latek v
¢ervenych vinech (Biiyiiktuncel, Porgali et al. 2014)

Publikovali Polyfenoly v cervenych
vinech (mg.1™)
Tato studie, ¢eska vina 1559 - 1722
Biiyiiktuncel et al. (2014), turecka vina 2600 - 4847
Minussi et al. (2003), italska vina 3314 - 4177
M.S. Fernandez-Pachon et al. (2004),
Spanéslka vina ( : 1313 - 2389
Kallithraka et al. (2006), fecka vina 622 - 3200
Dugo et al. (2006), sicilské vina 1794 - 4614
Paixao et al. (2006), portugalska vina 1724 - 1936
Di Majo et al. (2008), italska vina 2340 - 3730
Stratil et al. (2008), ¢eska vina 963 - 2262
Stasko etrzll; éﬁgﬁ:éiilsvenska a 1460 - 3380
H. Li et al. (2009), ¢inské vina 1402 - 3130
Lucena et al. (2010), brazilské vina 3200 - 5900
Jordao et al. (2010), portugalska vina 1788 - 3070
Seruga et al. (2011), chorvatska vina 1012 - 3264
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Vrcek et al. (2011), chorvatska vina 554 - 2669
Yoo et al. (2011), australska vina 1181 - 3589
Jiang et al. (2012), ¢inska vina 860 - 2710
Radovanovic et al. (2012), srbské vina 1602 - 1968
Porgah et al. (2012), turecka vina 1837 - 3467

5.2 Vliv oxidu sifi¢itého na namérené hodnoty antioxida¢ni kapacity
metodou FRAP

»Rulandské bilé“ ANOVA - FRAP
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Graf 3. Vliv pfidavku SOz do vina na namérené hodnoty antioxida¢ni kapacity metodou FRAP (umol
troloxu.l?)

Zgrafu ¢ 3 vyplyvd, Ze nebyl zjiSt€n statisticky prokazatelny rozdil
v nam&fenych hodnotach antioxida¢ni kapacity metodou FRAP mezi variantami
s davkou oxidu sifi¢itého 0, 25 a 50 mg. ™. Ale prokazatelny rozdil byl zjistén u variant
s pridavkem oxidu sifi¢itého 75 a 100 mg.1"}. Z téchto namé&fenym hodnot, lze zjistit, ze
nizké davky SO2 prokazatelné nezvySuji naméfené hodnoty. Pti vysSich davkach jiz je
prokazatelny rozdil a predstavuje nartst o 49,47 % pii davce 75 mgl? a ndrist
0 87,29 % pii davee 100 mg.It. Naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity byly
v rozsahu 747,13 — 1399,3 umol.1%.
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Ztabulky ¢. 11 vyplyva, Ze zévislost mezi piidavkem oxidu sifi¢itého
a mnozstvi namétfené antioxidacni kapacit je velmi silnd. Tukeylv test v tabulce ¢. 16

potvrzuje vyse zminény statisticky prokazatelny rozdil v namétenych hodnotach.

Svatovaviinecké“ ANOVA - FRAP
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Graf 4. Vliv pridavku SOz do vina na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity metodou FRAP (umol
troloxu.l?)

Zgrafu ¢ 4 vyplyva, Ze nebyl zjiStén statisticky prokazatelny rozdil
v naméfenych hodnotach antioxidacni kapacity metodou FRAP mezi variantami
s ddvkou oxidu sifi¢itého 0, 25, 50 a 75 mg. . Ale prokazatelny rozdil byl zjistén
u varianty s pridavkem oxidu sifi¢itého 100 mg.l™t. Z téchto naméfenym hodnot, lze
zjistit, Zze nizké davky SO: prokazatelné nezvySuji naméfené hodnoty. Pii vysSich
davkach jiz je prokazatelny rozdil a predstavuje nartist 0 22,83 % pii ddvce 100 mg.1™.
Naméiené hodnoty antioxida¢ni kapacity byly v rozsahu 8954,33 — 10998,5 pmol.1™.

Ztabulky ¢. 12 vyplyva, Ze zéavislost mezi pifidavkem oxidu sifi¢itého
a mnozstvi naméfené antioxidacni kapacity je niz$i, nez u bilého vina, ale stale silna.
Tukeylv test v tabulce ¢. 19 potvrzuje vySe zminény statisticky prokazatelny rozdil

vV namétfenych hodnotéach.

Nameéfena antioxida¢ni kapacita byla 9x vys$§i u méfeni metodou FRAP
u cerveného vina, nez u vina bilého. Dalsi studie, které zjistily naméiené hodnoty
antioxidacni kapacity metodou FRAP.
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E. Biiyiiktuncel et al. naméfily hodnoty antioxida¢ni kapacity v tureckych vinech
metodou FRAP v rozmezi 12,65 — 27,68 mmol.I"t. Stratil et al. naméfily hodnoty
antioxidaéni ~ kapacity = v ¢eskych ~ vinech  metodou = FRAP v rozmezi
492 — 13,94 mmol.It. Feliciano et al. naméfily hodnoty antioxidaéni kapacity
v portugalskych vinech 8.10 — 17,91 mmol.I"Y. Hic také zjistil, piidavek disifi¢itanu
draselného ma statisticky prokazatelny vliv na naméfené hodnoty pii metodé FRAP.

Zjistil, ze 1 g.I'! predstavuje nartist o 18 %.
Nevyhody této metody se tykaji sloucenin, které maji nizky redoxni potencial,

a mohou vést ke snizeni Fe®* i kdyZ se nejedna o antioxidanty (Stratil, Kuban et al.
2008, Feliciano, Bravo et al. 2009, Hic 2011, Biiyiiktuncel, Porgali et al. 2014).

5.3 Vliv oxidu siri¢itého na namérené hodnoty antioxida¢ni kapacity
metodou DPPH

,-Rulandské bilé“ ANOVA - DPPH
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Graf 5. Vliv pfidavku SOz do vina na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity metodou DPPH (umol
troloxu.l?)
Zgrafu ¢ 5 vyplyvd, Ze nebyl zjistén statisticky prokazatelny rozdil

v naméfenych hodnotach antioxidacni kapacity metodou DPPH mezi variantami

s pridavkem oxidu sifi¢itého 75 a 100 mg.1". Z téchto namé&fenym hodnot, Ize zjistit, Ze
nizké davky SO2 prokazatelné nezvySuji naméfené hodnoty. Pti vysSich davkach jiz je
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prokazatelny rozdil a piedstavuje néarist o 18,85 % pfi davece 75 mgl? a narGst
0 33,73 % pii divce 100 mgl?. Naméfené hodnoty antioxidacni kapacity byly
v rozsahu 522,42 — 698,64 umol.I%.

Ztabulky ¢. 13 vyplyva, ze zavislost mezi ptridavkem oxidu sifi¢itého
a mnozstvi naméiené antioxida¢ni kapacity je velmi silna. Tukeyiiv test v tabulce ¢. 17

potvrzuje vySe zminény statisticky prokazatelny rozdil v namétenych hodnotéch.

Svatovaviinecké“ ANOVA - DPPH
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Graf 6. Vliv pfidavku SOz do vina na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity metodou DPPH (nmol
troloxu.l?)

Zgrafu ¢ 6 vyplyva, Ze nebyl zjiStén statisticky prokazatelny rozdil
v namé&fenych hodnotach antioxida¢ni kapacity metodou DPPH u zadné z variant.
Z téchto naméfenym hodnot, lze zjistit, ze tyto davky SO: prokazatelné nezvysuji
naméfené hodnoty. Naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity byly v rozsahu

6707,57 — 7200 umol.l'l.

Ztabulky ¢. 14 vyplyva, Ze zévislost mezi piidavkem oxidu sifi¢itého
a mnozstvi naméfené antioxidacni kapacity je minimalni a ma klesajici prabéh.
Tukeylv test v tabulce ¢. 20 potvrzuje, Ze nebyl zjiStény zadny prokazatelny rozdil

Vv namé&fenych hodnotach.
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Naméiend antioxidacni kapacita byla 11x vy$$i u méfeni metodou DPPH

u Cerveného vina, nez u vina bilého.

Stasko a kol. pfi porovnani 86 bilych a cervenych vin ze Slovenska a Rakouska
zjistili, ze Cervena vina maji pramérné vice nez 10x vyssi antioxidacni kapacitu, nez bila
vina. Roussi a kol. zjistili, ze fecka Cervena vina vykazuji vyssi antioxida¢ni aktivitu pii
méfeni DPPH. Abramovi¢ a kol. zdiraziluje, Ze reaktivita mezi oxidem sifi¢itym
a DPPH zatim nebyla dobie zdokumentovana, a reakéni mechanismus jesté neni zcela
znam. Byl zjisténo, ze SO reaguje s DPPH i za nepfitomnosti polyfenoli (Roussis,
Lambropoulos et al. 2008, Stasko, Brezova et al. 2008, Abramovic, Kosmerl et al.
2015).

Z vysledki vyplyva, ze po pifidani SOz do vina se zvysi naméfena hodnota jak
obsahu fenolickych latek, tak také antioxidacni kapacity. Pouze méfeni antioxidacni
kapacity metodou DPPH odridy ,,Svatovaviinecké® nebyl prokazan prikazny rozdil
vlivu pfidavku SO2. Tento vysledek vSak mohl byt zpiusoben vysokym mnozstvim
antioxidac¢ni kapacity Cervenych vin vzhledem kvlivu SO, ale také nepiesnym

méfenim.

Vyssi nariisty hodnot byly zjistény u bilého vina. Jelikoz ¢ervend vina obsahuji vice
fenolickych latek, coz bylo prokazano v mnoha studiich a tim padem 1 antioxida¢ni

kapacitu.

Z vysledku také vyplyva, ze oxid sifi€ity ovliviiuje namétené hodnoty antioxidacni
kapacity vice u méfeni metodou FRAP, nez metodou DPPH. A to jak u bilych tak

cervenych vin.
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6 ZAVER

V literarni ¢asti diplomové prace jsou popsany fenolické latky vina, které ovliviuji
namétfenou antioxidacni kapacitu. V dalsi ¢asti je popsan oxid sificity, jelikoz je ve
vinafstvi velmi dtlezity. Pouziva se z diivodu fyzikalné chemické a biologické stability
vina. Je sledovanym parametrem u vin, jelikoz vysoké davky SO» maji negativni vliv na

zdravi ¢lovéka.

Dalsi literarni ¢asti jsou antioxidanty obsazené ve vin¢ a jejich moznosti méfeni.
Hlavnim pfinosem antioxidantii je schopnost zabranovat poSkozeni organismu tim, Ze
chrani dulezité ¢asti bunky pred volnymi radikaly. Velké mnozstvi studii potvrzuje
piiznivé piisobeni antioxidantii na lidské zdravi. Casto se setkavame s definici

antioxidantl jako 1€k proti starnuti az jakymsi vSelékem.

V praktické ¢asti diplomové prace byl dokazan vliv oxidu sifi¢itého na métené
hodnoty polyfenolt a hodnoty antioxida¢ni kapacity métené metodou FRAP a DPPH.
Vyssi vliv oxidu sificitého byl prokazan u bilého vina. Zjisténo bylo také, ze metoda

FRAP je vice ovliviiovana oxidem sifi¢itym, nez metoda DPPH.

P#i metodé FC byl po piidavku 100 mg.1" u bilého vina nartist naméfenych
polyfenolti 0 35,46 % a u ¢erveného vina o 10,45 %. Pti metodé FRAP po piidavku
100 mg.I"t byl u bilého vina nariist naméfené antioxidaéni kapacity o 87,29 % a u
gerveného vina o 22,83 %. Pfi metodé DPPH po piidavku 100 mg.1™ byl u bilého vina
narlst namétené antioxidacni kapacity o 33,73 % a u Cerveného vina nebyl zjistén

prukazny rozdil.

Vliv oxidu sifi¢itého na naméfené hodnoty polyfenol je zkresleny, jelikoZ se po
ptidavku SO zvySuje namétené mnozstvi polyfenoli méfené metodou FC. Z toho
diavodu je velice dilezité v praxi znat hodnotu oxidu sifi¢itého ve viné. Pokud bychom
pouzily dvé stejna vina a do jednoho by byl pfidan oxid sifi¢ity, namétily bychom zde

vysS§i hodnoty.
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7 SOUHRN

Diplomova prace na téma Vliv oxidu sifi¢itého na kvalitativni parametry vina byla
vypracovéna v letech 2014 — 2016 na Ustavu poskliziiové technologie zahradnickych

produktli Zahradnické fakulty, Mendelovy univerzity v Brné.

V diplomové préci byl sledovan vliv oxidu sifi¢itého na celkové polyfenoly, které
byly méfeny metodou Folin-Ciocalteu a antioxidacni kapacitu, ktera byla méfena
metodami FRAP a DPPH. Pro vybrany experiment byly vybrany 2 vina. Bilé vino
odridy ,,Rulandské bilé*“ a cCervené vino odridy ,,Svatovaviinecké®. Davky oxidu
sifi¢itého byly aplikovany v mnozstvi 0 mg.1*, 25 mg.I*t, 50 mg.I"%, 75 mg.I%, 100 mg.I

! Tyto davky jsou pii vyrobé vina b&zné pouzivany.

Bylo zjisténo, ze oxid sifiCity pfidany do vina ovliviluje naméfené hodnoty
polyfenolt i1 antioxidac¢ni kapacity méfené metodou FRAP 1 DPPH. Bylo také zjisténo,

ze metoda FRAP je vice ovliviiovana oxidem sifi¢itym, nez metoda DPPH.

Kli¢ova slova: fenolické latky, oxid sifi€ity, antioxidaéni kapacita, Folin-Ciocalteu,

FRAP, DPPH
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8 RESUME

This thesis dealing with The influence of sulfur dioxide on on qualitative
parameters of the wines was developer between 2014 — 2016 at the Department of Post-
Harvest Technology of Horticultural Products, Faculty of Horticulture, Mendel
University in Brno.

In this thesis was studied influence of sulfur dioxide on total polyphenols, which
was measured by Folin-Ciocalteu and antioxidant capacity, which was measured by
FRAP and DPPH. For this experiment were chosen two wines. The white wine was
,,Rulandské bilé* and the red wine was ,,Svatovaviinecké®. Doses of sulfur dioxide were
applied at 0 mg.I%, 25 mg.I"t, 50 mg.I"%, 75 mg.I%, 100 mg.It. These doses are used in

winemaking.

Was found, that sulfur dioxide added to wine influence measured values of
polyphenols and antioxidant capacity measured by FRAP and DPPH. Also was found,
that system FRAP is more affected by sulfur dioxide, than system DPPH.

Key words: polyphenols, sulfur dioxide, antioxidant capacity, Folin-Ciocalteu,
FRAP, DPPH

51



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Abramovic, H., T. Kosmerl, N. P. Ulrih and B. Cigic (2015). "Contribution of SO2 to
antioxidant potential of white wine." Food Chemistry 174: 147-153.

Bakker, J. and R. J. Clarke (2011). Wine: flavour chemistry, John Wiley & Sons.

Balik, J. (2004). "VINARSTVI - navody do laboratornich cvigeni."

Barril, C., A. C. Clark and G. R. Scollary (2012). "Chemistry of ascorbic acid and sulfur
dioxide as an antioxidant system relevant to white wine." Analytica Chimica Acta 732:
186-193.

Barril, C., A. C. Clark and G. R. Scollary (2012). "Chemistry of ascorbic acid and sulfur
dioxide as an antioxidant system relevant to white wine." Analytica Chimica Acta
732(0): 186-193.

Bartra, E., M. Casado, D. Carro, C. Campama and B. Pina (2010). "Differential
expression of thiamine biosynthetic genes in yeast strains with high and low production
of hydrogen sulfide during wine fermentation." Journal of Applied Microbiology
109(1): 272-281.

Benzie, I. F. F. and J. J. Strain (1996). "The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as
a measure of "antioxidant power": The FRAP assay." Analytical Biochemistry 239(1):
70-76.

Bertalanic, L., T. Kosmerl, N. P. Ulrih and B. Cigic (2012). "Influence of Solvent
Composition on Antioxidant Potential of Model Polyphenols and Red Wines
Determined with 2,2-DiphenyL-1-picrylhydrazyl." Journal of Agricultural and Food
Chemistry 60(50): 12282-12288.

Bizaj, E., A. G. Cordente, J. R. Bellon, P. Raspor, C. D. Curtin and I. S. Pretorius
(2012). "A breeding strategy to harness flavor diversity of Saccharomyces interspecific
hybrids and minimize hydrogen sulfide production.” Fems Yeast Research 12(4): 456-
465.

Bondet, V., W. Brand-Williams and C. Berset (1997). "Kinetics and mechanisms of
antioxidant activity using the DPPH* free radical method." Food Science and
Technology-Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie 30(6): 609-615.

Box, J. D. (1983). "Investigation of the Folin-Ciocalteau Phenol Reagent for the
Determination of Polyphenolic Substances in Natural-Waters." Water Research 17(5):
511-525.

Biiytiktuncel, E., E. Porgali and C. Colak (2014). "Comparison of Total Phenolic
Content and Total Antioxidant Activity in Local Red Wines Determined by
Spectrophotometric Methods."

Cao, G. H., E. Sofic and R. L. Prior (1997). "Antioxidant and prooxidant behavior of
flavonoids: Structure-activity relationships.” Free Radical Biology and Medicine 22(5):
749-760.

Comitini, F. and M. Ciani (2007). "The inhibitory activity of wine yeast starters on
malolactic bacteria.” Annals of Microbiology 57(1): 61-66.

Comuzzo, P., F. Battistutta, M. Vendrame, M. S. Paez, G. Luisi and R. Zironi (2015).
"Antioxidant properties of different products and additives in white wine." Food
Chemistry 168: 107-114.

Corte, L., L. Roscini, C. Zadra, L. Antonielli, B. Tancini, A. Magini, C. Emiliani and G.
Cardinali (2012). "Effect of pH on potassium metabisulphite biocidic activity against
yeast and human cell cultures.” Food Chemistry 134(3): 1327-1336.

52



Da Porto, C., S. Calligaris, E. Celotti and M. C. Nicoli (2000). "Antiradical properties
of commercial cognacs assessed by the DPPH center dot test." Journal of Agricultural
and Food Chemistry 48(9): 4241-4245.

Dreosti, I. E. (2000). "Antioxidant polyphenols in tea, cocoa, and wine." Nutrition 16(7-
8): 692-694.

Feliciano, R. P., M. N. Bravo, M. M. Pires, A. T. Serra, C. M. Duarte, L. V. Boas and
M. R. Bronze (2009). "Phenolic Content and Antioxidant Activity of Moscatel Dessert
Wines from the Setubal Region in Portugal." Food Analytical Methods 2(2): 149-161.
Foti, M. C., C. Daquino and C. Geraci (2004). "Electron-transfer reaction of cinnamic
acids and their methyl esters with the DPPH center dot radical in alcoholic solutions."
Journal of Organic Chemistry 69(7): 2309-2314.

Garaguso, |. and M. Nardini (2015). "Polyphenols content, phenolics profile and
antioxidant activity of organic red wines produced without sulfur dioxide/sulfites
addition in comparison to conventional red wines." Food Chemistry 179: 336-342.
Garcia-Guzman, J. J., M. P. Hernandez-Artiga, L. P. P. de Leon and D. Bellido-Milla
(2015). "Selective methods for polyphenols and sulphur dioxide determination in
wines." Food Chemistry 182: 47-54.

Gil, D. M. D. and M. J. F. Rebelo (2009). "Metabisulfite interference in biosensing and
Folin-Ciocalteu analysis of polyphenols.” Microchimica Acta 167(3-4): 253-258.
Grant-Preece, P., H. Fang, L. M. Schmidtke and A. C. Clark (2013). "Sensorially
important aldehyde production from amino acids in model wine systems: Impact of
ascorbic acid, erythorbic acid, glutathione and sulphur dioxide." Food Chemistry
141(1): 304-312.

Henderson, P. and K. Vineyards (2009). "Sulfur Dioxide: Science behind This Anti-
microbial, Anti-oxidant, Wine Additive." Practical Winery & Vineyard Journal. January
2009.

Hic, P. (2011). "Stadium antioxidagnej kapacity."

Ishiwata, H., M. Nishijima and Y. Fukasawa (2003). "Estimation of inorganic food
additive (nitrite, nitrate and sulfur dioxide), antioxidant (BHA and BHT), processing
agent (propylene glycol) and sweetener (sodium saccharin) concentrations in foods and
their daily intake based on official inspection results in Japan in fiscal year 1998."
Journal of the Food Hygienic Society of Japan 44(2): 132-143.

Jackowetz, J. N. and R. M. de Orduna (2012). "Metabolism of SO2 binding compounds
by Oenococcus oeni during and after malolactic fermentation in white wine."
International Journal of Food Microbiology 155(3): 153-157.

Jackowetz, J. N. and R. M. de Orduna (2013). "Survey of SO2 binding carbonyls in 237
red and white table wines.” Food Control 32(2): 687-692.

Jackowetz, J. N. and R. Mira de Ordufia (2013). "Improved sample preparation and
rapid UHPLC analysis of SO2 binding carbonyls in wine by derivatisation to 2,4-
dinitrophenylhydrazine." Food Chemistry 139(1-4): 100-104.

Jackowetz, J. N. and R. Mira de Ordufia (2013). "Survey of SO2 binding carbonyls in
237 red and white table wines." Food Control 32(2): 687-692.

Jackson, R. S. (2008). Wine Science: principles and applications. Amsterdam:
Elsevier/Academic Press.

Jimenez-Escrig, A., I. Jimenez-Jimenez, C. Sanchez-Moreno and F. Saura-Calixto
(2000). "Evaluation of free radical scavenging of dietary carotenoids by the stable
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl." Journal of the Science of Food and Agriculture
80(11): 1686-1690.

53



Lea, A. G. H., G. D. Ford and S. Fowler (2000). "Analytical techniques for the
estimation of sulphite binding components in ciders and wines." International Journal of
Food Science and Technology 35(1): 105-112.

Michlovsky, M. (2012). Oxid sifi€ity v enologii. Rakvice: Vinselekt Michlovsky.
Michlovsky, M. (2014). Lexikon chemického slozeni vina: piiruc¢ka praktického vinate.
Rakvice: Vinselekt Michlovsky.

Moreno, J. and R. Peinado (2012). "Composition of Wine." Enological Chemistry: 41-
52.

Moreno, J. and R. A. Peinado (2012). Enological chemistry. Waltham, MA: Academic
Press.

Oliveira, C. M., A. C. S. Ferreira, V. De Freitas and A. M. S. Silva (2011). "Oxidation
mechanisms occurring in wines." Food Research International 44(5): 1115-1126.
Paixao, N., R. Perestrelo, J. C. Marques and J. S. Camara (2007). "Relationship between
antioxidant capacity and total phenolic content of red, rose and white wines." Food
Chemistry 105(1): 204-214.

Pateraki, C., S. Paramithiotis, A. I. Doulgeraki, S. Kallithraka, Y. Kotseridis and E. H.
Drosinos (2014). "Effect of sulfur dioxide addition in wild yeast population dynamics
and polyphenolic composition during spontaneous red wine fermentation from Vitis
vinifera cultivar Agiorgitiko." European Food Research and Technology 239(6): 1067-
1075.

Ribaereau-Gayon, P., D. Dubourdieu and B. Doneche (2006). Handbook of enology.
Hoboken, John Wiley.

Ribéreau-Gayon, P., Y. Glories, A. Maujean and D. Dubourdieu (2006). Stabilizing
Wine by Physical and Physico-chemical Processes. Handbook of Enology, John Wiley
& Sons, Ltd: 369-386.

Roussis, I. G., I. Lambropoulos, P. Tzimas, A. Gkoulioti, V. Marinos, D. Tsoupeis and
I. Boutaris (2008). "Antioxidant activities of some Greek wines and wine phenolic
extracts." Journal of Food Composition and Analysis 21(8): 614-621.

Saidane, D., J.-C. Barbe, M. Birot and H. Deleuze (2013). "Reducing the sulfur-dioxide
binding power of sweet white wines by solid-phase extraction." Food Chemistry 141(1):
612-615.

Singleton, V. and J. A. Rossi (1965). "Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents.” American journal of Enology and
Viticulture 16(3): 144-158.

Singleton, V. L., R. Orthofer and R. M. Lamuela-Raventos (1999). "Analysis of total
phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu
reagent.” Oxidants and Antioxidants, Pt A 299: 152-178.

Sonni, F., A. C. Clark, P. D. Prenzler, C. Riponi and G. R. Scollary (2011).
"Antioxidant Action of Glutathione and the Ascorbic Acid/Glutathione Pair in a Model
White Wine." Journal of Agricultural and Food Chemistry 59(8): 3940-3949.

Sotolat, R. (2006). "Multimedialni atlas podnozovych, mostovych a stolnich odrtd
révy."

Stasko, A., V. Brezova, M. Mazur, M. Certik, M. Kalinak and G. Gescheidt (2008). "A
comparative study on the antioxidant properties of Slovakian and Austrian wines." Lwt-
Food Science and Technology 41(10): 2126-2135.

Stevanato, R., S. Fabris and F. Momo (2004). "Enzymatic method for the determination
of total phenolic content in tea and wine." Journal of Agricultural and Food Chemistry
52(20): 6287-6293.

54



Stratil, P., V. Kuban and J. Fojtova (2008). "Comparison of the phenolic content and
total antioxidant activity in wines as determined by spectrophotometric methods."
Czech Journal of Food Sciences 26(4): 242-253.

Waterhouse, A. L. (2002). "Wine phenolics." Alcohol and Wine in Health and Disease
957: 21-36.

Wells, A. and J. P. Osborne (2012). "Impact of acetaldehyde- and pyruvic acid-bound
sulphur dioxide on wine lactic acid bacteria.” Letters in Applied Microbiology 54(3):
187-194.

Zuniga, M. C., R. E. Perez-Roa, C. Olea-Azar, V. F. Laurie and E. Agosin (2014).
"Contribution of metals, sulfur-dioxide and phenolic compounds to the antioxidant
capacity, of Carmenere wines." Journal of Food Composition and Analysis 35(1): 37-
43.

55



10 PRILOHY

,,Rulandské bilé“ Polyfenoly/SO,

320

300

280

Polyfenoly (mg.1™)
N
3

240

220

200
20 40 60 80 100 120 140 160
Veskery SO, (mg.I'h)
Graf 7. Vliv oxidu siFi¢itého na naméfené hodnoty polyfenoli odridy ,,Rulandské bilé* a jejich zavislost

Tabulka 10. Korelaé¢ni koeficient vlivu SO2 na naméfené hodnoty polyfenolii odridy ,,Rulandské bilé«

Korelace RB
Polyfenoly

Korelaéni koeficient | 0,864044
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Tabulka 11. Korela¢ni koeficient vlivu SOz na naméfené hodnoty polyfenoli odridy ,,Svatovaviinecké*

Korelace SV
Polyfenoly

Korelaéni koeficient | 0,787825
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»Rulandské bilé¢*“ FRAP/SO,
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Tabulka 12. Korela¢ni koeficient vlivu SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy ,,Rulandské
bilé*

Korelace RB
FRAP
Korelaéni
koeficient 0,957068
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Tabulka 13. Korelaéni koeficient vliva SO2 na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odriady
HSvatovaviinecké“

Korelace SV

FRAP

Korelaéni koeficient | 0,762076
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,Rulandské bilé“ DPPH/SO,
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Tabulka 14. Korela¢ni koeficient vlivu SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy ,,Rulandské
bilé*

Korelace RB
DPPH
Korelaéni
koeficient 0,858678
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Tabulka 15. Korela¢ni koeficient vlivu SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy
,Svatovaviinecké*

Korelace SV

DPPH

Korelaéni koeficient 0,2576

Tukeytv test - RB polyfenoly
Pridavek SO» 0 25 50 75 100
0 0,999984 | 0,165531| 0,000183| 0,000176
25 0,999984 0,188256 | 0,000184 | 0,000176
50 0,165531| 0,188256 0,000429 | 0,000177
75 0,000183| 0,000184 | 0,000429 0,010183
100 0,000176| 0,000176| 0,000177| 0,010183

Tabulka 16. Statistické testovani vlivu pfidavku SOz na naméiené hodnoty polyfenoli odriidy ,,Rulandské
bilé“ (hodnoty pod 0,05 znamenaji statisticky prikazny rozdil)
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Tukeylv test - RB FRAP
Pridavek SO» 0 25 50 75 100
0 0,989882 | 0,325884 | 0,019888| 0,000455
25 0,989882 0,551413| 0,040076 | 0,000689
50 0,325884 | 0,551413 0,387312| 0,004813
75 0,019888| 0,040076| 0,387312 0,081684
100 0,000455| 0,000689 | 0,004813| 0,081684

Tabulka 17. Statistické testovani vlivu pfidavku SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy

»Rulandské bilé“ (hodnoty pod 0,05 znamenaji statisticky prikazny rozdil)

Tukeytv test - RB DPPH
Piidavek SO» 0 25 50 75 100
0 0,977372| 0,621335| 0,034439| 0,000760
25 0,977372 0,901641| 0,082479| 0,001464
50 0,621335| 0,901641 0,292021| 0,004568
75 0,034439| 0,082479| 0,292021 0,108427
100 0,000760| 0,001464 | 0,004568 | 0,108427

Tabulka 18. Statistické testovani vlivu pfidavku SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy

»Rulandské bilé“ (hodnoty pod 0,05 znamenaji statisticky priikazny rozdil)

Tukeyuv test - SV polyfenoly

Pridavek

SO, (mg.I?) 0 25 50 75 100
0 0,996549 | 0,999330|0,175300| 0,015162
25 0,996549 0,976580 | 0,105264 | 0,009070
50 0,999330(0,976580 0,241864 |0,021420
75 0,175300 | 0,105264 | 0,241864 0,526884
100 0,015162{0,009070{0,0214200,526884

Tabulka 19. Statistické testovani vlivu pfidavku SO2 na naméfené hodnoty polyfenolii odridy

»Svatovaviinecké“ (hodnoty pod 0,05 znamenayji statisticky prikazny rozdil)

Tukeyuv test - SV FRAP

Pridavek

SO, (mg.Ih) 0 25 50 75 100
0 0,999743|0,968109 | 0,185181 | 0,014837
25 0,999743 0,990758 |0,238219|0,019449
50 0,968109 | 0,990758 0,421701|0,038532
75 0,185181(0,2382190,421701 0,498537
100 0,014837|0,019449 | 0,038532 | 0,498537

Tabulka 20. Statistické testovani vlivu pfidavku SO2 na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy

»Svatovaviinecké“ (hodnoty pod 0,05 znamenaji statisticky prikazny rozdil)
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Tukeytliv test - SV DPPH

Pridavek

SO, (mg.I?) 0 25 50 75 100
0 0,876981(0,440901 {0,999412 | 0,733290
25 0,876981 0,914893(0,775283 | 0,997984
50 0,440901 |0,914893 0,337624 1 0,981887
75 0,9994120,7752830,337624 0,610339
100 0,733290(0,997984 | 0,981887 | 0,610339

Tabulka 21. Statistické testovani vlivu pfidavku SOz na naméfené hodnoty antioxida¢ni kapacity odridy
»Svatovaviinecké“ (hodnoty pod 0,05 znamenaji statisticky prikazny rozdil)

Mnozstvi SO, - ,,Rulandské bilé*
160

140

120

100

80

60

40

Naméfeny SO, (mg.I™)

20

-20

0 25 50 75

Piidavek SO, (mg.I™)

100
=& Volny SO, (mg.I'%)

—# Veskery SO, (mg.I")

Graf 13. Hodnoty naméieného volného a vazaného SO:2 odridy ,,Rulandské bilé«

63



Mnozstvi SO, ,,Svatovaviinecké
160

140

120

100

80

60

40

Naméfeny SO, (mg.I™)

20

0 25 50 75 100
=%~ Volny SO, (mg.I")

Ptidavek SO, (mg.I™%) T Veskery SO, (mg.Ih)

Graf 14. Hodnoty naméieného volného a vazaného SO odridy ,,Svatovaviinecké*
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