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1. Uvod

| kdyz lidé vyuzivali oxid gicity pti vyrobé vina jiz ve starotku, je toto téma
mezi technology a virfaporad velmi Zhavé. Jednim z hlavnichvdda je to, Ze je
oxid skicity jedovaty a vysoce drazdivy plyn, aléedevSim alergen. Mnoho lidem,
tak mize givést zdravotni problémy po konzumaci vina. Yingou proto dle
vinaiského zakona limitovani celkovym obsahem veSkeodiu siicitého. \EtSinou
se, ale vinA ve vlastnim z4jmu snazi eliminovat S@a minimalni mnozstvi. Oxid
sificity je konzervant vina, dale chrani a udrzuje jeliganoleptické vlastnosti a
potla&uje cinnost mikroorganisin  Pfi  bézné vyrokk vina je tedy S©
nepostradatelnym pomocnikem. Proto se fgké& odborna spoteost stale zaobira
vlastnostmi a €&inky SO, na vino a most révy vinné. Mezi enology je protado

sifi¢ity otazkacislo jedna.



2. Literarni prehled

2.1 Charakteristika SO,

Oxid sificity je jednim ze dvou hlavnich oXidsiry. Je to bezbarvy, Stiplav

pachnouci, jedovaty plyn. #nyslow se ffipravuje spalovanim siry.

S+Q-->30

Véaze se s aldehydy a ketony. Oxiti@ty se oxidaci mini na oxid sirovy. Ve
vodném roztoku se &ni na kyselinu gi¢itou (H,SG;). Kyselina dfi¢ita se vaze na

acetaldehydy a cukry. Kyselingigita se dale oxiduje na kyselinu sirovou8a)).

Oxid siicity ma desinfekni a kElici ucinky, pouziva se k desinfekci (tzv.
siteni) sud a sklepnich prostor pro skladovani ovoce a zejerknoSetovani osiv

proti plisnim a nadeni grirodnich materidl. (Michlovsky, 2012)

2.2 Historie pouzivani SQ

Jiz pred 4 tisici lety v Egygtjsou znamy dkazy o pouZzivani oxiduigéitého k
béleni tkanin. Tehdy se u vina k dezinfekci pouzivatgskyice a fizné vyluhy z

rostlin, které zaroveovliviiovali chu’ a charakter vina.

Jiz ve staro¥ku lidé poznali antiseptické vlastnosti siry. UZdm roku 700
pied Kristem se pouZivalaigkonzervaci vina sira. Ve svych spisech wyiasiru gi
vinifikaci Homér (800 ped n. |.), Kato starSi (234 - 14%e0 n. |.) a Plinius Starsi.

Sira byla pouZivana k o$ehi vina jak v hlisnych amforach, tak pozjl v
direvenych sudech. U sudmeélo spalovani siry dvojity dinek, protoZe sira slouzila jak

ke stabilizaci vina, tak ke konzervaci prazdnycthisu
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V Evrope dochazelo do konce 13. stoleti ke klimatickémylotani. To nglo
za nasledek roz&ni vindstvi a vinohradnictvi do sevefich oblasti (Anglie,
Belgie). Tato tepla obdobi vyZzadovalawstbédku zamezeni nagai ¢im dal tim tSi
siteni. Problém byl prohlouben tak&ek’anskou cirkvi, kterd zatratila pouZzivani
pohanskych bylin a vyluh Proto se vina museli spolehnout jen na siru. Visdedku
zmirgného klimatického oteplovani v ddbd 9. do 13. stoleti byla produkovana vina
s niz§im obsahem kyselin, u kterych nebylo tak elnét &tSi mnoZzstvi gicitana.
Siteni tedy v této dab dosahovalo velmi vysokych davek. Historici, zkoyigia

dokumenty z této doby, hokico premrstnych davkach aZ kolem 1000 m4.I-

Od 14. stoleti dochézi v Evrofk chladnuti, tim se zvySuje acidita vin a
vnimani agresivnichi$éitani v chuti vina. Ke konci nadvlady SvaiéeRimskérada
cisaskych vynos zakazovala pouZzivani oxidurigitého ve vig. Tyto zakony vSak
nebyly dodrzovany. PoruSeni zakomse €Zko dokazovalo, protoZe nebyl Zadny
prostedek pro zjiBovani sfi¢itani ve vire. Zakazy byly odvodniné tim, Ze fesiena
vina vadila pedevSim spdebitetim. Z historickych spis je mozné vyvodit, Ze vina
praviEpodobré obsahovala az desetkrat vic&c#iani nez dnesni vina. Roku 1487 disa
Maxmilian 1. znovu zavedl legalni pouzivani sirefdoval vSak takéifisné omezeni jeji
davky. Steni bylo omezeno na 169 siry na 100G litma. Zakon také informuje dgsné
aplikaci siry. Sira byla misena s pilinami na& adrddoby a spalovana. Poté dochazelo k
plnéni naddoby vinem. V roce 1498 v Badensku doslo tesmpni a zakazu ifliSného

sireni vin v takzvanychRravidlech a pedpisech o vig.

Béhem klimaticky chladného obdobi mezi 15-18. stolatibchazelo stal&astji k
vyrok¢ prilis kyselych vin a to hlavn v severgjSich oblastech. V isledku toho
dochazelo k mizeni sevejgich vinic. Z divodu velké acidity byla vinaifyodre stabilni
a nedochazelo k tak vyraznémiesii a koncentraceigiitani vyrazre klesla. Kvli velké
acidi vin doSlo k vrcholu toxicity vingké chemie. Do vin se &l pridavat octan
olovnaty, aby vino bylo ,zakulacené" a néénachylné na vznik chorob a aby si mohlo
zachovat firodni zbytkovy cukr. Kili ptidavani octanu olovnatého celad Evropastap
bolestmi, které pozgi nebyly gipisovany shicitanam, ale prag jiz zmirgné toxické
latce. V Nemecku v roce 1696 byla situace na takové Urovnivéeda Wurttenbersky

vydal zakon, ktery jakékolivijlavani olova do vina trestal smrti.

Od 19. stoleti dochazi &mé k oteplovani evropského kontinentu. Vina ztraci

prehna vysokou aciditu. Ustoupila nutnost pouzivani oataslovnatého. Vino diky
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nizSim kyselinam ztraci také stabilitu. Vino seezdsstalo do stadia mikrobiologického
rozvoje a chorob. Pasteur se v roce 1863 snaZijeveri metody konzervace vin. K
oSetovani vin pomoci oxidu 8titého navrhuje takeé filtraci. Filtrace odsitge z vina

»mikroby* a aplikace siry zajifije vinu stabilitu a zdravy vyvoj.

Od konce 19. a zatku 20. stoleti je znamougobeni oxidu s$icitého na
mikroorganizmy a enzymy a prvni inaktéra mechanizmy slaienin. Kolem roku
1910 byla zaznamenan&t$ina metod $éni. Vznikaji zakonné fpdpisy udavajici
maximalni moznou davku SQ@e virg. V polovirg 20. stoleti byla prokazana pouze
acinnost molekularniho SQ(Kraus, 2009, Michlovsky, 2012)
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2.3 Vlastnosti SQ

Oxid skicity je nenahraditelnym pomocnikemi pnodernim zpracovani hroén

na vino. Mezi jehoffedni vlastnostiadime antioxidéni a antiseptickédinky.

Oxid sfi¢ity chrani most a vino,ipd chemickou oxidaci. Za chladnych teplot
je tato reakce velmi pomala. Proti enzymatické agide tedy oxid gicity malo
platny. SQ dale chrani vinaipd giliS intenzivni oxidaci fenolovych substanci a
nékterych aromatickych sloZzek. Déle zdjife nizkou hladinu oxidoredukce. DalSi
dulezita vlastnost SEje klici iEinek, ktery sledujemeipdevsim wervenych vin. Je
to disledek chemické redukce daych slodenin pochazejicich z oxidaci nebo ze
zmeén struktur antokyain a ftislovin. Po poklesu volného SO ktery reaguje

s reaktivigjSimi sloZzkami, nap acetaldehydem sdipodni barvatast&né vraci.

Dale oxid sii¢ity reaguje s plynnym nebo rozp&ésym kyslikem a oxiduje se
na sirany, tato reakce je katalyzovana ionty Zelegho nédi. Sirany niZou

zpasobovat ,vysuSovani“ vina, tzn. doda mu iigpnné tony tvrdosti az kovovosti.

DalSi dilezitou vlastnosti oxidu 8titého jsou jeho antiseptick&iaky. SG
inhibuje rozvoj mikroorganiziy ve vySSich davkach dokonceispbuje jejich smrt.
Dana koncentrace vSak vyvold destrukci dané populackitém mnozZstvi ale né
celého mnozstvi. S{blokuje faist bakterii, aniz by narusil jejich Zivotaschopndb
shizeni koncentrace (hebo opt v priznivych podminkach, se bakterie mohou stat
znovu aktivnimi. Winnost SQ je wtsi na bakterie nez na kvasinkyi malé davce je
jeho &innost grechodna. Binnost dané davky se zvysuje snizeniqguini populace,
nag. filtraci. Behem skladovani vinatgobi SQ proti vSem mikroorganistm,
hlavre proti kvasinkam, miénym bakteriim a v menSi el proti octovym bakteriim a
také zabrauje tvorke zédkali zpisobenych kvasinkami, refermentaci sladkych vin,
rozvoji Brettanomyces kiisotvornych kvasinek a bakteridlnim chorobam.
(Michlovsky, 2012)
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2.4 Formy SG ve ving

Ve virg se oxid diicity vyskytuje v rekolika formach, pedevsim to jsou formy

volného, vazaného a aktivnhiho oxidti&tého.

Aktivni (molekulari) 504
Colkowy ox d sifidity
h C

=

e H SCL wEzany na3
HSO, <«——F— ostatnilatky

-

- Volny coad sincity - - Vazany omd sifiCity

Obr. 1: Formy oxidu siicitého ve vid

2.4.1 Aktivni SO,

Zda se, ze ne@Si &inky, zvlag proti mikroorganiznim, ma volny SQ
avSak neni tomu tak. Podstg#i jsou &inky molekularniho S@také nazyvaného
jako aktivni SQ. Aktivita aktivniho SQ z volného S@ se zvySuje se zvySenim
teploty, dale se zvySuje snizenim pH. Konktéte zvysi asi o 25% s +0,1 hodnoty
pH, u teploty je toto zvySeni aktivity o 7% s +1T@nto fakt ukazuje nasledujici

tabulka.

14



Tabulka 1 Narist aktivniho oxidu sicitého (Blouin, 1995)

Parametr Zména parametru Narust aktivniho SO;
Obsah alkoholu + 1 % oby. alkoholu +5%
Teplota ¥1.°C +7%
pH -0.2 +50 %
2.4.2 Volny SQ

Jedna se o iont kyseléhdigitanu (HSQ-). Predstavuje podil kyseliny, kter& je
neutralizovana zasadami. Je tedy ve fopin¢ ionizovanych soli. V enologii pouzivame
pojmy jako ,volny oxid dii¢ity” nebo .dioxid siry“. Volny oxid diicity, ¢ili kysely
sificitan, vznika reakci molekularniho oxiduisitého s vodou v kyselem prasti (3-4
pH). Vznika tedy hydrogenstitanovy anion a vodik.

SO, + H,O <=> HSQ + H'

Volny oxid skicity je c¢asti sticitani primo oxidovatelny jodem. Podil volného
SO, nezavisi na pH, vyjddje pebytek SQ, ktery se nevazal se slozkami vina. Je
uzitetny svou antioxidéni kapacitou, déle je schopen se vazat s acetaldehy odstranit
jeho charakteristicky zapach.t¥e se také vazat s barevnymi latkami vina a sntZova
barvu vin. Pojeti volného a molekularniho oxidikgého je poteba hodnotit saiasre ve
vztahu k mikrobiologické stabitita ke kapacé absorbovatelného kysliku. Mnozstvi
volného SQ musi byt regulovano podle poZadované ochrany pwidlaci. Zatimco
koncentrace molekularniho $®e upravuje podle cilenych mikroorganizia dale také

podle chtiovych vlastnosti vina. (Michlovsky, 2012)
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2.4.3 Vazany SQ

Vazany oxid dgicity je soktem vSech $i¢itana vazanych na jednotlivé
sloweniny vina. Vazany SO nema velky technologicky vyznam, rispbi
antioxid&né, ani na kvasinky, ale ma vliv na rozvoj r§ch bakterii, vzhledem
k obsahu vézaného $Oaby byl blokovan rozvoj médych bakterii, je toto

irelevantni.

Véazany oxid dicity je takzvana ,pamt’ vyvoje vina“. Udava kvalitu hroZna
nasledné enologické prace. Hladina vazaného a holIrg€Q je primo anErna
technologickym postuipn ve vindstvi. Cim mensi je koncentrace celkového2S(n
je prfistup vinde k pEstovani hrozfh a technologii vina Set¥si. Znamena to
sklepnich prostorach a samotnéméviantaké spravné ulozeni vina (manipulace bez

piistupu vzduchu).

NejlepSi vingem z tohoto pohledu je ten, ktery s &dpem produkuje velké
vino, plného vyrazu typnosti oblasti s nejmensSi koncentraci2S®eni girozerg
Zadnou zasluhouiedlozit vino sice bez ititana, ale naoxidované nebo nemocné
(Michlovsky, 2012)

2.4.4. Endogenni S©@

Je to forma oxidu #kitého, kterou obsahuji vina befigavku Zadné formy
oxidu sfi¢itého. Endogenni SQrznika enzymatickodinnosti kvasinky.

Do bobule se sira transportujéep floém a akumuluje se v néHem fistu a
zrani, fedevsim v semenech. Sira se v bobulich vyskytujpwes SO , kdy tuto
formu mohou pohotavredukovat na sulfid, ktery se dale asimiluje dsteynu, ktery
kvasinky dokazi zpracovat. (Michlovsky, 2014b)

Kvasinky transformuji malo se vyskytujici elementa siru na sirné

aminokyseliny (cystein, cystin, metionin, glutafianjeho derivaty — sirany. Produkce
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této formy oxidu gicitého se pohybuje odekolika mg.I* a? po 40 mgl Vyssi
tvorbu endogenniho S(zaznamenavameridka a to u vin Zirého fermenténiho
prostedi. Tvorba endogenniho $@ale zavisi na kmenu kvasinek. Vysokou tvorbu
zaznamenavame u kvasinek citlivych na,Skderé jsou inhibovany zashim mostu.
Naopak existuji urle vyselektovany kvasinky, které maji prah odolnhostSsi.
(Michlovsky, 2014b)
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2.5 Slokeniny vazajici SQ

Oxid siticity na sebe vaze velké mnozstvi latek, prild&mjsou karbonylové
sloweniny s aldehydovou a ketonovou funkci. Cely proges dosud malo

prozkoumanou zalezitosti.

Sloweniny obsazené v moStech, které se vazi na $0Ou kyselina
pyrohroznova, kyselina oxoglutarova a v malém mhozgukoza. V pipact hrozm
intenzivre postizenych hnilobami, plisni Sedou, ale i jinyimilobami, zajiSujeme
piitomnost mnoha dalSich skenin silré vazajicich S@ V téchto podminkach jsou
vazby SQ dasledkem rozvojetznych plisni na hroznechjgquevsim pak octovych
bakterii. U bilych vin to je jeStacetaldehyd. Zvla&tu cervenych vin se na S@azou

antokyany a fenolové sléaniny.
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2.5.1 Karbonylové slogeniny

Karbonylové sloteniny jsou fermentaiho pivodu, Zistavaji ve vinech jen ve
stopovém mnozstvi. Vznikaji ve velkém mnozstidm dekarboxylace-ketonovych
kyselin, ale snadno se 8lyi s oxidem di¢itym nebo s alkoholy a tw¥o acetaty.
Sloweniny, které ve viahmiazeme nalézt, jsou aldehydy a ketony (Michlovskyl 20
Ze skupiny aldehyid miZzeme ve vié nalézt: acetaldehyd, propanal, hexanal,

fenylacetaldehyd, z ketdrto jsou hydroxypentanon, diacetyl a acetoin.

2.5.2 Acetaldehyd

Acetaldehyd je reaktivni, s nizkou molekularni hnosti, senzoricky
rozpoznatelna sl@enina, vyskytujici se v potravinach @nych napojich. (Bottazzi,
a kol., 1973) Kvantitativéje to nejvyznamgjSi karbonylovéa slotenina, kterd vznika
jako meziprodukt p alkoholové fermentaci. Senzoricky ho vnimame jakeostw
nakrajené zelené jablk@erstw¥ pos€enou travu nebo vlaSské&eahy. (Margalith,
1981) Senzoricky je acetaldehyd detekovatelnyijikgncentracich 100 az 125 mi.|
. (Zoecklein, 1995) Acetaldehydiihe byt také produkovan po alkoholové fermentaci
chemickou oxidaci etanolu, kdy je vino vystavenontkitu se vzduchem.
(Danilewicz, 2003)

Obsah acetaldehydu ve ¥irje vrozmezi 30 a? 130 mg.la odpovida
vazanému S@v hodnotach 44-190 md.| a proto je nejvyznandsi molekulou, ktera
vaze oxid di¢ity. (Barai, 2013)

Ve virg, kde je nizSi obsah volného §Quvoliuje nizka disociace kyseliny
aldehyd-sirové stopy acetaldehydu. Tato reakce anaédsledek stopy #tralosti ve
viné. Dulezitym poznatkem je néjpomnost volného acetaldehydu ve &iestlize

vino obsahuje volny SQ

Acetaldehyd se vaze na oxidigity za vzniku acetaldehyd-kyselinyiiite.

Tato vazba je velmi silna a skoro nevratWazba acetaldehydu probiha velice rychle.
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Napiklad pi pH 3,3 dosahuje vazani 3@a acetaldehyd az 98 %Hem 90 minut. Po
dalSich gti hodinach je vazani jiz zcela ukimo. (Michlovsky, 2012)

OH
R—CHO +HSO3™ — R—(|.‘H—SOH3‘
R’
R—C—R' + HSOy” —> R—(L—so_,;
(|?|) A)H

Obr. 2: Reakce aldehydové skupiny s volnym SO

Vazany acetaldehyd vSakude degradovat vlivenginnosti ml€nych bakterii,
Oenoccocus oenLacctobacilusj. Tato mikrobialnicinnost tedy degraduje acetaldehyd
na alkohol a kyselinu octovou. (Flamini, 2002) Byj&teno, ze degraduje volna i vazana
forma acetaldehydu na $0t0 ma za nasledek snizeni veSkerého oxidéditého ve
vinech. (Osbourne, 2000)

NejvySSi koncentrace acetaldehydu se vyskytuji idermpnosti volného SOa
aktivni kvasinky. Hodnoty acetaldehydu jso&tsv pi zdlouhavych fermentacich &ip
nedostatku thiaminu. Tvorba acetaldehydu je totizannym mechanismem kvasinky
praw proti volnému S@ Proto hlave siteni rmutu nebo mostu rozhoduje o podilu

vazaného S@ve virg. (Ribéreau-Gyoun a kol., 2006b)
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2.5.3 Ketokyseliny

Ve virk se pravidelty vyskytuji kyselina pyrohroznova a kyselina 2-
oxoglutarova. Jsou to sekundarni produkty alkoh®léarmentace. Mohou sehravat
vyznamnou roli v podilu kombinaci $OKyselina pyrohroznova se ve ¥itézne
vyskytuje v koncentracich od 10 — 500 rifgkyselina 2-oxoglutarova pak 2 — 350
mg.I* . (Usseglio-Tomasset, 1995)

MnozZstvi oxidu dicitého vazanéhcimito substancemi fize byt velmi ézné,
ve vinech pochazejicich z botrytizovanych hifoou schopny navazatipnérné 43
mg."* u kyseliny 2-oxoglutarové a 58 mg.lu kyseliny pyrohroznové. Vytvéni
téchto kyselin z&ina jiz g zatatku fermenténiho procesu. S dokdujici fermentaci
tvorba €chto kyselin ustava. Takto se vy#uji jejich vysSi koncentrace ve sladkych
vinech v porovnani se suchymi. Provzdimpxi vyssi teplot a vySSim pH napomaha
k tvorbé a akumulaci ketokyselin. ¥ad fermentaci napomahé&igavek Thiaminu
v davce 0,5 mg/l, snizuje tak koncentramihto kyselin. Thiamin fedstavuje hlavni
prvek karboxylazy, ktera zabezjpge dekarboxylazu kyseliny pyrohroznové na
acetaldehyd. Da s#ci, Ze nedostatek thiaminu {gobuje akumulaci ketokyselin,
zvlas€ u nahnilych hrozin Predevsim u sladkych a fortifikovanych vin si timto
opatenim relativié snizime potencionalni vazany $&* o 20 mgt.K dosaZeni dobré
acinnosti se thiamin ijidava do odkaleného a zgsmiého mosStu. Vdkterych
piipadech byly zjigny i pozitivni sekundarni dinky: aktivace fermentace a pokles
tekavych kyselin. Thiamin setjpldva ve fornd thiamin hydrochlorid. (Michlovsky,
2012)

2.5.4 Acetoin a biacetyl

Tyto latky fadime mezi hydroxykarbonylové a dikarbonylové &éminy. Lze
je povaZzovat za produkty oxidace glykah jinych polyot, vznikaji vSak #iznymi
zpasoby. Acetoin a biacetyl vznikajitgdevSim jako vedlejSi produktyipablecno-
mlé&né fermentaci. Tyto sl@eniny byvaji doprovazeny butan-2-3-diolem, ktery
vznika redukci acetoinu. Acetoin a biacetyl a jétmmology maji ostrou drazdivou

vini a che ve Zedni pripominajici maslo. (VeliSek, 2002) Acetoinibe byt
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produkovan také jako vedlejsi produkt alkoholowdrfentace, kdy je jeho senzoricky
projev spise migy. Casto se vyskytuje népu odidy Chardonnay, kde je jeho prah
vnimani (5 mg:f) nejniz&i. (Michlovsky, 2012)

Produkce acetoinu a biacetylu kvasinkamtiga reakci kondenzaci dvou
molekul kyseliny pyrohroznové zatitpmnosti thiamin-pyrofosfatu a za vzniku
aktivniho acetaldehydu. Ztohoto acetaldehydu asSidamolekuly kyseliny
pyrohroznové vznika acetolaktat. Zjise oxidativni dekarboxylaci produkuje diacetyl
a neoxidativni formou dekarboxylace acetoin. Temtoces probihd po celou dobu
alkoholové fermentace, po jeho ukeni se vytvéeny diacetyl velmi rychle redukuje
na acetoin, nebo aZz na 2,3-butandiol. LeZeni vanavwasninych nebo bakteridlnich
kalech urychluje tuto redukci. (Ribéreau-Gayourok, R006)

Koncentrace diacetylu a acetoinu vyprodukovanyiitalzoholové fermentaci
je nizka a nedosahuje takove urévabychom je senzoricky vnimali.gigina kmef
Sacharomyces cerevisipeodukuje nizké mnoZstvi acetoinu (do 12 fMyg.(Romano
a Suzzi, 1996). Diacetyl vznik&ipmetabolizaci aminokyselin v fipchu alkoholové

fermentace, ale diky diacetylreduktazeijemenén na acetoin.

Beze sporu neptSimi producenty acetoinu a biacetylu, jsou baktarznych
rodi, predevsSim bakterie miéého kvaSeni. Ty dokazi degradovat i kyselinu

citronovou,¢ili obecre bakterie syntetizuji vice danych latek neZli knagi

Prvni metabolicka draha vzniku acetoinu a diacefglueakce acetylkoenzymu
A s aktivnim acetaldehydem katalyzovana diacetyfsou, tu se vSak dosud
nepodd#lo izolovat. Druha draha ipdstavuje produkci acetoinu dekarboxylaci
z acetolaktatu, kdy jeho oxidaci a#e vznikat diacetyl. Vliv na mnozstvi
syntetizovanych latek mé& dru®enoccoca podminky malolaktické fermentace a

mnoZstvi degradované kyseliny citronove.

Acetoin mize byt produkovan i octovymi bakteriemi z kyselimyiécné.
(Kratochvil, 2013) DalSi zdroj uvadi, Ze acetoinpj@dukovan octovymi bakteriemi
z pyruvéatu. Pyruvéat se dekarboxyluje fitpmnosti thiamin-pyrofosfatu (TPP) a vede
k tvorbé ethanalového-TPP. V reakci ethanalu s ethanaliTd@Reds vznika acetoin.
(Ribéreau-Gyoun a kol., 2006b)
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2CH3-CO-COOH + 2TPP ——
2CH;CHO-TPP + 2CO,
CH;CHO-TPP ——s CH3—CHO + TPP

CH3CHO-TPP + CH3-CHO ——

CH;CHOH-CO-CH3 + TPP
acetoin

Obr. 3: Dekarboxylace pyruvatu na acetoin octovymi bakteri@ibéreau-Gyoun a
kol., 2006)
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2.5.5 Cukry a jejich derivaty

V molekulach éznych cukié existuji aldehydické a ketofunkce, je mozné
ocekavat, Ze jsou schopné vazat oxiticgy. Pozorujeme, Ze fruktéza a sachar6za
prakticky nereaguji. Arabindza reaguje, ale vzhtedenizkym az zanedbatelnym
koncentracim se na tento fakt nebere ohled. Nagh&édza ma vliv na interpretaci
poklesu volného SO- 1g glukdzy vaZze 0,3 mg S@ri koncentraci 50 mgi volného
oxidu sti¢iteho. Vzhledem k velkému podilu glukézy v mostech likérovych vinech
je poteba stimto faktem gdat. Dilezitou slodeninou je keto-5-fruktoza (5-
oxofruktoza). Tato substance se vyskytujgadows stovek mgf praw v mostech
botrytickych hrozid. Produkuiji ji z fruktézy octové bakterie tymlukonobacterJeji
koncentrace viista se zvysujici se schopnosti vazab.SObsah této slaeniny se
neneni fermentaci, pro nizkou koncentraci této latkggpotebi pracovat se zdravym

materialem. (Michlovsky, 2012)

2.5.6 Dikarbonylové molekuly

V hroznech zasahnutych hnilobou se vyskytuje o méré vyznamna
koncentrace molekul s &ma karbonylovymi skupinami. Tvbse Zejme¢ v dasledku
rozvoje Botrytis cinereaa jinych mikroorganizrn, které operuji virznych stadiich
hniloby. Jde pevazr o glyoxal a methylglyoxal. Jejich koncentrace iesphuje 3
mg.I*. Glyoxal grispiva bezvyznamink bilanci vazani S© Podil metylglyoxalu je
naopak ¥tsi a niize mit na ssdomi vazani vice nez 50 m§.80, z koncentrace 50
mg.l* volného oxidu $icitého (Michlovsky, 2012). Koncentrace glyoxalu a
methylglyoxalu ovSem rapidnklesa pi alkoholové fermentaci, proto maji tyto &v
uvedené slateniny ve vinech i vazani SQjen zanedbatelnou roli. (Sainad#, All,
2013).
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2.5.7 Jiné vazhy

Dalsi substance, které mohou vazat oxifcity v malém mnozZstvi, jsou:
kyselina glukonova a galakturonova. Kyselina galektova je karbonylova
slowenina hroznovéhotvodu, ve ¥tSich koncentracich se vyskytuje ve vinech, kdy
byl most delSi dobu v kontaktu se slupkou bobtile prevazié v cervenych vinech.
(Sponholz, 1985) V napadenych hroznech plisni Sed@otrytis cinerea vznika
kyselina glukonova. Jeji obsah se zvySuj@ineosti octovych bakretii, které se
rozmnoZuji na sladké&’&w unikajici z prasklinek vyvolanych prorostenBn cinerea
na povrch bobule. Koncentrace kyseliny glukonoveisiana napadeni B. cinerea,
nebo i octovych bakreii. Velké koncentrace tétoekny vznikaji cinnosti octovych
bakterii, které zpracovavaji glycerol na dihydrasgtn. Gluconobacter spoxiduje
glukbzu pomoci membranové dehydrogenazy. Odbourawukni je posléze
vyznamné pro akumulaci glukonovych kyselin, 2-ox-5-oxoglukonové a 2,5
dioxoglukonové. Tento jev vzniku ketonovych slemin ma velky vyznam pro

potencionalni vazby s oxidentigitym v mostu. (Michlovsky, 2012)
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Graf 1: Vyvoj koncentrace kyseliny glukonové vlivem napiableule B. cinerea a
kombinaci s octovymi bakterie(®ibéreau-Gayoua kol., 2006b)
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Mezi ostatni sloteniny, které se mohou vazat na ,S@ati: kyselina
glyoxylova, kyselina oxalooctova, glykolaldehyd,(Brdroxymetyl)furfural. Jejich
jednotlivy podil je vSak velmi maly, a proto maji pelkové bilanci oxidu $i¢itého
ve vire maly vliv. DalSi sloteniny, které vazi oxid 8tity, jsou antokyany a dalSi

fenolové slodeniny. (Michlovsky, 2012)

2.6 Vliv SO, zdravi

V poslednich letech je v enologické spolesti kladen draz na snizeni
vesSkerého oxidu Btitého ve vinech a déle se hledaji a testighé alternativy jeho
nahrazeni. #¢inou tohoto petrvavajiciho zajmu o SQe fakt, Ze je to alergen &ip
vysSich koncentracich ime zmisobit zdravotni problémy. Z tohotaivbdu se oxid
sificity musi ozn#&ovat jako ,oxid diicity” a ,sitficitany* na obalu, pekrodi-li
koncentraci 10 mgl Vzhledem k endogennimu $Q@ k girozené syntéze SO
samotnymi kvasinkamiipalkoholové fermentaci, je toto ozfeni platné pro vSechny

vina, paradox&i pro vina, kde nebylijlan samotny S©

DalSim divodem jsou nedavno oznamené alergické reakceridaasiy, které
se projevuji jiz pi nizkych poZitych davkachigdow mg.r'). Tykaji se pedevsim
skupiny lidi trpici astmatem. (Snelten, 1992) Vaspdnifac, je fakt, Ze nej#tsi
podil vazaného oxidu is¢iteho tvai kyselina acetaldehyd#siita, ktera je zdrojem
bolesti hlavy, pedevSim u citlivych osob. Proto existuji normy peskery oxid
sifi¢ity obsazeny ve vih Jelikoz Ceska republika je stat gati do evropské unie,
prijali jsme a zavedli spot@é normy, které stanovuje Nzeni rady (es§. 479/2008
ze dne 28. Dubna 2008 o spoié organizaci trhu s vinemrilpha V a Naizeni
komise¢. 607/2009 ze dne 1@ervence 2009. Tyto ti@eni stanovuji hranice pro

obsah celkového oxiduiglitého ve vinech vyrobenychGR.

o U tichych vin nesmi celkovy obsah gbekroit:
= 160 mg.I' u&ervenych vin

= 200 mg.I* u bilych a éZovych vin
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o Jestlize je vtichych vinech obsah cukru vygny jako sotet glukosy a
fruktozy vy3si nez 5 gt tak celkovy S@nesmi pekrasit:

= 200 mg.I* ¢ervenych vin

= 250 mg.t* u bilych a #Zovych vin
o Zvysené hodnoty pro vina $ydem vCR s ivlastkem:

= 300 mg.I"* pro pozdni sk

= 350 mg.I' pro vyker z hrozri

= 400 mg.* pro vykr z bobuli, vyir z cibéb, slamové a ledové vino
o V likérovych vinech nesmi celkovy oxidigity prekradit tyto hodnoty:

= 150 mg.' u likérovych vin s obsahem cukru do 5'g.!

200 mg.* u likérovych vin s obsahem cukru nad 5'g.|

o U vin Sumivych je horni hranice S@astavena na:

= 185 mg.I' u jakostnich $umivych vin

= 235 mg.l' uvSech ostatnich Sumivych vin

Zvysené hladiny SO byly spojeny s nezadoucimiciaky u citlivych

spotebiteli, které by se mohly podobat astmatické reakce {&mel992).

Podle pilohy ¢. 1 k vyhlaSces. 113/2005 Sb. Ve zni pozdjSich gedpig
(vyhlaska¢. 117/2011 Sb.) je vSak oxidigity povazovan za alergen a jako takovy se
musi (podle 88 odstavce 10 téze vyhlasky) gvad obalu. A to jak oxid BEity, tak i
sificitany v koncentracich vy$sich nez 10 mg kgbo 10 mgl, vyjadeno jako S@
(VyhlaSka ¢. 113/2005 Sb.) Podle nového prowéitho na&izeni Komise EUC.
579/2012 niZze naidit stat dopl&ni ozn&eni o paiti¢ny piktogram.

Obr. 4 : Piktogram pro oznéeni SQ na etike¢ (zdroj: NKEU 579/2012)
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2.7 Formy pouziti SG

Ve vinastvi se oxid gicity pouziva hned v &kolika formach, které majiizné
vlastnosti, skupenstvi i vyuziti. Zakladnélehi forem SQ@ miZzeme oddlit podle
skupenstvi: Pevna, kapalnad a plynna. Oxiikisy je, i pres mnoho svych forem,

vyjadiovan jako S@v mg.I*.

2.7.1 Spalovani pevné siry

Nejjednodussi zZisob jak ziskat oxid Biity je spalovanim siry. Jde o nejstarSi
zpiasob pouzivani siry v enologii. oi sira je uvnit nadoby a za vzniku oxidu
sificitého postup#é vytésni vzduch z nadoby ven. Vino se nastedi®&i do zagiené
nadoby, kdy nedochazi k oxidaci vlivem vzduchu,ideasyceni vina plynem. Tento
zpisob se pouzivaipupraw volného oxidu gicitého, ale pedevsim Kk sterilizaci a
konzervaci prazdnych nadob r&ii timto zfisobem se vyuziva jertidka, protoze je
to metoda znmé¢ negesna, navic opakovanym spalovanim siry dochazidikigaci
vina. Tento postup je z pravidla typicky dednych sud a plastovych nadob.
Spalovani siry v nerez&icich nadobach se nedopouje, protoze plyn je sith
agresivni uéi t¢émto materiaim. (Steindl, 2010)

2.7.2 Plynny oxid sFicity

Plynny oxid sti¢ity se uchovavéa v kovovych lahvich, kde selgzné teplot
za velkého tlaku 3 barzkapalni. Touto formou se aplikuji vysoké davkterk se
stanovuji vazenimifmo tlakové lahve nebo davkaiean, kdy je umoz&no uvohovat
plyn z lahve pimo do nadoby. Pro velkoobjemové nadoby se pouzivampule

s kovovou kapsili, ktera se uvhitadoby prodravi. (Steindl, 2010)
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2.7.3 Disf¥iéitan draselny

Je to bily krystalicky prasek se Stiplavym sirnyapachem, jehoZ vzorec je
K2$,05 znamy téz pod nazvem pyrosulfid. Obeqtati, Ze z 1 g pyrosulfitu se uvolni
0,5 g SQ. Jeho aktivita se projevuje az v kyselém et Po aplikaci do vina dojde
k reakci s kyselinou vinnougfimichZ vznikne S@a hydrogenvinan draselny. (Steindl,
2010)

2.7.4 Sfeni pomoci vodnych roztok

Jednd se o roztoky kyseléhai&tanu draselného (KHSQO), ¢i sifi¢itanu
amonného ((Nk).SGs). Tyto roztoky se vyrali v koncentracich 10, 18, 20 a 40 %.
Jsou koncentrova&si a méeg snadno se smichavaji. Jsou #heacidifikacni nez
ostatni formy, protoZe jejich acidita f@st&n¢ neutralizovana. (Michlovsky, 2012)
Navic @i siteni sficitanem amonnym dodavame do daného materialu i akélmi
dusik, ktery dale vyuziji kvasinky. Proto se nedwopoje zastavovat alkoholovou

fermentaci touto formou oxidui#gho.
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3. Cil prace

Tato prace se zabyva vliventeaii vina na vznik slaenin, které se vazi na
oxid sii¢ity. Primarr€ se jedna, o karbonylové skmniny gredevsim acetaldehyd a
ketokyseliny: pyruat a 2-oxoglutarat. V ramci prédegy vyrobeny experimentalni
vina, ktera bylatzné sitena. Poateini koncentrace se liSily jak v mosStech, tak ve
vinech. Nasledhbyly kazdych 14 dni odebirdny vzorky &ien volny SQ. Vzorky
se nasledh podrobily analyze kapalinovou chromatografii a eghotily. Cilem je
tedy zjistit jaky ma vliv management $0a vznik karbonylovych sl@enin ve vig.

A jak ovliviiuje sfeni vin hodnoty karbonylovych sléenin.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Material

4.1.1 Vykér odrudy

Tento pokus byl proveden na édé ,Ryzlink rynsky“. Odfida byla vybrana,
diky pozdnimu dozravani a nizkému profilu aromattk prekurzoi a primarnich
vonnych latek v hroznech. Z experimentalnich vidabyyrobena bila vina. Cela
technologie vyroby experimentalnich vin p¢bla v Lednici na Mora¥ ve Skolnim
skleg na Ustavu vinohradnictvi a virsavi. Jednotlivé Sarze vina byly vyrobeny
stejnym technologickym postupem, ve stejnych obmgmadiSily se jen p&ateni
koncentrace oxidu #®Eitého. Samotné hrozny pochazi ze Skolni vinice ealar

zahradnické fakulty v Lednici na Morav

4.1.2 Charakteristika vybrané odnidy "Ryzlink rynsky’

Tato odiida ma rejme¢ koreny v Nemecku, pisemné zminky jsou jiZ od roku
1435. Odiida tehdy nebylaifliS oblibend, a tak se zpracovavala da:sins jinymi
odridami. V 18. Stoleti se ndhaglpoddilo mnichim benediktinskéhsadu v Poryni
sklidit drodu, kterd byla napadena uSlechtilou rpliZ tohoto pezralého materialu
bylo vyrobeno vino nejlepsi kvality. fkkeni odfidy je pravépodobré "Heunisch™ a
“Tramin” (Kraus, 2005). Do statni ddové knihy byla zapsana v roce 1941.

‘Ryzlink rynsky” je pozdni moStova ddia, kterd& ma bujny ast, se
vzpiimenymi, rgkdy polovzgimenymi letorosty. Skligova zralost zé&na v polovirg
Rijna. Odolnost & houbovym chorobam je nizka aZestni. Naroky na stanowit
jsou mélo naréné, vhodné jsou léih a snadno z&hvné fmidy. Odfida je povazovana
za nejkvalitijSi pro severni vinohradnické oblasti (Richter, ikdva, 2004).

V chuti ryzlinkovych vin hraje velkou roli kyselna jeji zralost. Nejtypteji

se "Ryzlink rynsky” projevuje ve zralych suchyclapinetnich vinech. Ve vysSich
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stupnich pivlastkovych vin se ve vinech s f@istiajicim €&lem objevuji pipadné tony
zralosti pochazejici z napadeni uslechtilou plisakovéa vina jsou nemérzajimava a

konzumentovi finasi jiny druh poZzitku.

Barva vin této odidy mize byt: zelenozZluta, zlatava az jantarova, zawsi n

st&i vina a vyzrélosti hrozn

Aroma vina hraje Sirokou Skalouind od ovocnych ploi pres kdenité,

mineralni az zemité tény. U starych vitizeme detekovat typicky petrolejovy ton.

Chu’ vina je také velmi rozmanita, zalezi naniku a lokali péstovani. Cha
vina je tedy od ocelové kyseliny z nezralychinitt, pres gijemre fiznou az po s\ze
zralou, ktera je nezbytnou st@sti velkych vin skdlych rocniki a sodasré oporou
tvorby buketu a chiovych latek lahvové zralosti. (Kraus, 2005)
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4.1.3 Technologie experimentéalnich vin

Vyroba experimentélnich vin probihala ve sklea Gstavu vinohradnictvi a
vinaistvi v Lednici na Mora& Hrozny, které byly pouzity na vyrobu vin, pochiize

ze Skolnich vinic.

Vyroba byla zapéata 7.10. 2015 gimim skirem hrozii, svozem beden ke
Skolnimu sklepu, kde se hrozny pomlely na mlynkebolzati. Rmut byl rozdlen do
téi 60 | nadob a za®n prvni davkou oxidu 8Eitého. Prvni Sarze nebylarsiha vibec
(RMUT 0), do druhé 3arZe bylgigana davka 60 mg|(RMUT 60) rmutu volného
SO, a do feti bylo fidano 120 mgt (RMUT 120) volného S® Pro zaseni byla
zvolena tekuta forma oxiduigiitého, ¢ili hydrogensti¢itan amonny. Rmut se nechal

nalezet 24 h. Po nalezeni hraéze jednotlivé Sarze vylisovaly.

Cukernatost mosStu byla 21,2°NM, hodnota pH byla 53,4 obsah
asimilovatelného dusiku byl 168 YAN. Most nebylakijupraven a nebylytijglany
Zadné aditiva. Most bylipterpan do demizan kde prolhlo hrubé odkaleni. Jiz
v této fazi se projevily rozdily v obsahu volnéhadu siicitého, kdy most negné
Sarze byl zcela lmly a naopak Sarze s n&%i koncentraci SObyla zdra¥¢ zelerg
zabarvena. Odkaleni moStu probihalo 24 h, poté a& std@il z hrubych kal. Po
odkaleni, probhala inokulace mosStu komimi odidovymi kvasinkami pro

"Ryzlink rynsky” od firmy Laffort. Naslednprobehla alkoholova fermentace.

Varianta pokusu bezifagavku oxidu dic¢itého se rozkvasila ndjive, nasleda
pak varianta s 60 mg-la naposled se rozkvasila varianta s nejvice a to 120
mg.I* SO.. Po dokorieni fermentace byly jednotlivé Sarze vinacetty z hrubych
kvasntnich kafi. Kazda Sarze se jédtozctlila na dalSi 4 Sarzeijli vzniklo 12 variant
0 objemu 3 I. (Obr. 5) Nadoby byly zvoleny skiag@ demizony se silikonovym
uzawrem. Ty se pak zadly riznymi koncentracemi, a to: 0, 30, 60, 90 Myblného
oxidu ski¢itého. Vino nebylo nijak¢ifeno, ani nebyly pouzity Zzadné enologické
preparaty pro kraSleni samotnych vin. Nastedyly z jednotlivych Sarzi odebirany
vzorky vin, které se hned zamrazily (-15°C). Takdybméteny hodnoty volného
oxidu sftic¢itého. Po této laboratorni aktigibyly Sarze dogény na fivodni hodnoty.

Odbér vzorki a meéreni volného S@probihalo wasovém intervalu 14 dni.
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4.1.4 Schéma experimentu

Pro lepsSi pehlednost experimente, bylo vytemo schéma. V modrych pé&tich jsou

pouzity zkratky, které budou dale pouzivany v textu

Ryzlink rynsky

SO2 1 —

lis. - kvas. - odkal.

SO2

EO mg.I"! EZO mg.I!

lis. - kvas. - odkal.

<= sbér, mleti

=

—

lis. - kvas. - odkal.

<= macerace 24 h

)@ e\ @] e

EO mg.l'ﬂ [90 mg.l'ﬂ EO mg.l'j [90 mg.lﬂ EO mg.l'ﬂ [90 mg.l'ﬂ

AR

AR

O

Y

v

v

|0-o| |0-30| |0-60| |0-90|

[60-0] |60-30| |60-60| 60-90

120-0

120-30

120-60

120-90

Obr. 5 :Schéma experimentu
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4.2 Metody meéreni

VSechna analyticka &eni byla provedena v laboréito na dstavu
vinohradnictvi a vingstvi v Lednici na Mora¥ V moStu byly stanoveny obsahy
titrovatelnych kyselin a asimilovatelného dusikaledcukernatost a pH. V mostu byl
zmeien také volny a vazany $O Cukernatost moStu byla stanovena pomoci

mostongru v (°NM), hodnota pH mosStu byla stanovena pH eratr

4.2.1 Méieni pomoci [Fistroje ALPHA

Pristroj ALPHA je kompaktni FTIR analyzator vyuZiwdji vzorkovaci
techniku ATR, ktera vyznamndnzjednoduSuje Upravu vzorkdgqa analyzou. Vzorky
¢irych vin byly tedy analyzovany bez Upravy, zatimconost a kvasicich vin byla
provedena centrifugacedifl3,4 tis. ot./min po dobu 6 minutid®dl zahajenim #teni
prvniho vzorku byl fistroj dikladre proplachnut deionizovanou vodou a bylo
zmeieno pozadi (slepy vzorek = deionizovana voda). Bnalyzu byl pomoci
stiikacky odebran 1 méirého vzorku, picemz 0,5 ml poslouzilo k proplachu systému
a z druhého 0,5 ml vzorku byla provedehartéreni. V zavislosti na pouzité kalibraci
(mosSty / kvasici vina / hotova vina) byla&anéa data pomoci softwaru automaticky
vyhodnocena aipvedena do tabulky. (Koblizka, 2013)

4.2.2 Stanoveni oxidu $i¢itého titraci odmérnym roztokem jodu

Princip: Odnérnym roztokem jodu oxidujeipmo volny oxid siicity obsazeny ve
ving, piipadré po uvolréni oxidu sfi¢itého z vazeb s karbonylovymi sk®ninami v
alkalickém progsedi sodasre i vazany oxid gicity vina.

Pristroje a pormicky: 250 ml konicka hiéka, 50 ml pipeta, 10 ml a 25 ml odma

baika, 25 ml byreta
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Chemikalie a roztoky: 0,002 mol.l-1 roztok joédu,niol.l-1 roztok NaOH, 0,5%
Skrobovy maz, 16% roztok80,

Postup: a) volny oxid $gity: Do konické baky nepipetujeme 50 ml testovaného

vina, poté fidame 10 ml 16% bSO, a asi 5 ml 0,5% Skrobového mazu a ihned

titrujeme jodem do modréeho zbarveni, které vydritiimalné 30 sekund.

b) veSkery oxid gicity: Do kénické b#ky odmefime 25 ml 1 mol.l-1 roztoku NaOH a

odpipetujeme 50 ml testovaného vina. Po 15 minutiahi pidame 15 ml 16%
H.SO, a asi 5 ml 5% Skrobového mazu, ihned titrujememdio modrého zbarveni,

které vydrzi minimalé 30 sekund.

Vyhodnoceni:

x=a*f*12,8

X = volny, veSkery oxid icity

a = spateba jodu

f = faktor 0,002 mol.I-1 roztoku jédu, (Balik, 2006

4.2.3 Stanoveni kyseliny askorbové a reduktain

Princip: Ve vig se vyskytuji vedle oxidu &itého i jiné slodeniny s redunimi
schopnostmi, které mohou byt oxidovany roztokemujodiedna se zejména o tzv.

reduktony, pipadré kyselinu askorbovou, jejiz omezeniigavek do vin je povolen.

Pristroje a ponicky: 250 ml kénicka hika se zabrusem a zatkou, 50 ml byreta, 50 ml

pipeta.

Chemikélie a roztoky: 1 % roztok acetaldehydu, 0md@ . I'* roztok j6du, 16 %
roztok HSQOy, 0,5 % Skrobovy maz

Postup: Do 250 ml kénické by se zabrusem odfiime pomoci pipety 50 ml

testovaného vina.rldame 5 ml 1 % roztoku acetaldehydu, obsah kratoejgchame a
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uzaweme zatkou. Po 30 minutackigame 10 ml 16 % roztoku430, , pfidame asi 5
ml krobového mazu a titrujeme 0,02 mof rbztokem j6du do modrofialové barvy,
kterd vydrzi 15 sekund.

Vyhodnoceni:
x=a.f.352

X = koncentrace kyseliny askorbové a reduitegjadiena jako kyselina askorbova v
mg . I*

a = spoteba 0,02 mol A roztoku j6du v ml

f = faktor 0,02 mol .} roztoku j6du (Koblizka, 2013)

4.2.4 Stanoveni veSkerych titrovatelnych kyselin (EC No 2676/90)

Princip: Veskerymi titrovatelnymi kyselinami (adioli) se rozumi suma sléenin
titrovatelnych odmarnym alkalickym roztokem do pH 7. Kyselina ufid se do
veskeré kyselosti nezahrnuje.

Pristroje a pomicky: 25 ml byreta, 10 ml pipeta, 50 ml kadinka, ptdtr, magneticka

michaka, odsavaci kika, vodni vyéva.

Chemikalie a roztoky: 0,1 motIroztok NaOH

Postup: Oxid uhtity odstranime za staléhdepani asi z 50 ml testovaného vina
v odsavaci hi&ce zapojené na vodni wwu. pH-metr kalibrujeme ip 20°C podle
navodu k pistroji (automaticky titrator TitroLine Easy) stardni tlumivy roztok o
pH 7. Pipetou odgtime 10 ml pipraveného vina do titéai kadinky, gidame 10 ml
destilované vody a do s pondime kombinovanou elektrodu proé¢teni pH. Za
stalého michani pomalu titrujeme 0,1 nibtdztok NaOH do pH rovnajici se hodiot
7 pii 20°C.

Vyhodnoceni:
X=axfx0,75

X = g.I" veskerych titrovatelnych kyselin vyjgghé na jedno desetinné misto jako

kyselina vinna

37



a = ml spatebovaného 0,1 motlroztoku NaOH
f = faktor 0,1 ml.1* roztoku NaOH (Balik, 2011)

4.2.5 Stanoveni celkového asimilovatelného dusiku

Hodnota asimilovatelného dusiku byla zjis také pomoci automatického
titrdtoru TitroLine Easy. Po z&reni obsahu veSkerych titrovatelnych kyselin, byto d
meieného vzorku dodano 5 ml formaldehydu — upravemeh@H 8,1 diky roztoku
NaOH. Po pidani formaldehydu nastal pokles hodnoty pH &eném vzorku. Poté
pokratovala titrace 0,1 mol*iroztokem NaOH za stalého promichavani magnetickou
michakou. Ta byla ukotena ve chvili, kdy zkoumany vzorek dosahl hodndty&
Tato hodnota musi épvydrzet i po dkladném promichani.

X=a- 0,14 - 100 - f [mg NI
X - mnozstvi dusiku v [mg N¥
a - spoteba roztoku NaOH v mi}i

f - faktor roztoku NaOH (Balik, 2011)

4.2.6 HPLC analyza karbonylovych slogenin ve virg

Metoda HPLC (Hight-performance liquid chromatognaph vysoko @inna
kapalinova chromatografie) je chemicko-fyzikalni toda, ktera slouzi k separaci
slozek daného vzorku a na jejich identifikaci a riifikaci. Jeji podstatou je
roz&klovani slozek swsi mezi deéma fazemi, nepohyblivou (stacionarni) a
pohyblivou (mobilni). Pohybliva faze vstupuje doswko tlakovéhocerpadla, do
kolony mensSich roz#mi. V ni se nachazi sorbent, teay velmi malymicasticemi,
negastji ze silikatu nebo polymeru. Na tyt@stice se vaze stacionarni faze. Princip
separace sgva v rozdilné schopnosti zadrZzovani latek v chrtogiafické kolog na
sorbenk. Interakce mezi sorbentem a slozkami vzorku jsaikélni povahy, nap

hydrofobni, nebo na zakladpolarity. HPLC se od ostatnich chromatografickych
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metod odliSuje vysSim tlakem (50 az 350udaratim co p béznych kapalinovych
chromatografiich mobilni fazergpada pes kolonu jen diky gravitaci. Diky malému
mnoZzstvi vzorku oddené v HPLC ma také rozliSovaci schopnost (MOLIKKka.
2014)

Pouzijeme metodu HPLC pro detekovani karbonylovystouwenin:
acetaldehydu, glyceraldehydu, kyseliny pyrohroznokgseliny 2-oxoglutarové a
formaldehydu ve viti pomoci kapalinové chromatografie s detekci diolovpolu.
Tyto sloweniny jsou jak ve form volné tak vazané na $0Oa proto pouzijeme
techniku zaloZzenou na rozkladdéclito vazeb hydrolyzou v alkalickém priesti
pomoci gidani 2,4-dinitrofenylhydrazénu. iP méieni je dilezité zamezeni vlivu
kysliku, ktery zvySuje koncentraci karbonylovycltowglenin. Tato technika nabizi
dobrou specifikaci a opakovatelnost (% RSD 0,4%)18,rozpoznatelnost (1,29-7,53
ug.I).(Elias a kol., 2008)

Postup: do 10Q testovaného vinaifsldme 100ul 1 mol.I* NaOH a necha se 10
minut stat pi pokojové teplat. Potom pidame 10Qul 1,2 mol.I* H,SO, a 200 mikrol
12 mmol.I' 2,4-dinitrofenylhydrazonu v acetonitrilu. Necha 5@ minut odstat i

teplot 60 °Ca potom 2Qul roztoku aplikujeme do HPLC na samotnéiemi.

Pristroj: Binarni vysokotlakovy systém Shitadzu LC-10A

Kontrolni systémSCL-10Avp

Pumpa:2 x LC-10ADvp

Kolonovy termostat s manualnimssbvacim ventilem Rheodyr@TO-10ACvp
DAD detektor:SPD-M10Avp

Software:Lcsolution

Podminky separace:

Kolona: Macherey-Nagel Nucleoshell RP18 2ym; 3 x 100 mm sestava +equ
kolona 3 x 7,5 mm

Teplota:60 °C

Objem aplikovaného vzorka0 pl

Pritok mobilni faze0,6 ml.mir*

Mobilna faza A:15 mM HCIQ

Mobilna faza B:15 mM 90 % ACN
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5. Vysledky prace

Experimentélni vina byla podrobena senzorické aealy také analytickému
rozboru se zagkenim na karbonylové sl¢aniny. Dale byla po dobu pokusu
sledovana koncentrace volného ,SQ@ zawru pokusu byl zréfen veSkery oxid

siicity.

Dne 16.3.2016 praihla na dstavu vinohradnictvi a visévi senzoricka
analyza experimentalnich vin. Celkowodnotilo 11 degustatr Mezi hodnotitel
byly vyuéujici a studenti vinohradnictvi a viisvi. Pro degustaci byly pouzity
skleniky typu OIV o objemu 210 ml. Vina se hodnotila sidbvym systémem a dale
dotaznikem v podabtabulky, kde se degustéia@aneiili predevsim na aromatické

viemy, odfidovost a barvu vin.

Tabulka 2 -Hodnotici tabulka senzorické analyzy

1az10

Intenzita barvy
Intenzita SQ

Odridovy charakter
Mlécné tony
Negativni sirné tony
Mira oxidace

5.1 Vysledky senzorické analyzy

Vysledky senzorické analyzy z hodnoceni stobodowbupnici byly statisticky

vyhodnoceny a zpracovany do graf

40



5.1.1 Bodové hodnoceni experimentalnich vin

BODOVE HODNOCENI VIN
Soudasny efekt: F(11, 120)=3,6722, p=,00016
Dekompozice efektivni hypotézy

Vertik. sloupce oznaé. +/- sm. chyby
84 y T T T T T y T T T T T

SRS

70 |
68 |
66 |
64 |
62 |
60

Body
-~~~
N B,
—a—
——
—a—
——

0-0 060 60-0 60-60 120-0 120-60
0-30 0-90 60-30 60-90 120-30 120-90

Varianta

Graf 2: Bodové hodnoceni vin

Z grafu je patrné, Ze nejmé&iodi ziskaly vina, ktera nebyla po dokemi
alkoholové fermentace z#ésha a naopak vina, ktera byla po celou dobu pogiisoa
nejvice,cili koncentrace oxidu #icitého Ehem senzorické analyzyekraiovala 60
mg.I"*. Naopak vina s nejvy$sim iem bod: byla vina s koncentraci oxidtrigitého
30 mg.I*. Nejlépe si vedla varianta 120-30, nigg ohodnocené vino byla varianta 60-
0.
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5.1.2 Senzorika analyza experimentalnich vin

Mira oxidace

Negativni sirné
tony

—0-0

Intenzita barvy

57

—

Mlécné tény

Intenzita SO2

Odnidovost

0-60 —0-90

Graf 3: Graf vyhodnoceni senzorické analyzy vin 1

Z tohoto grafu lze Wist, Ze nejvyznamijsi rozdily byly u varianty 0-0, kdy

tato negiena varianta fa nejvyssi intenzitu barvy, migych téri a miru oxidace.

Naopak nejnizSi hodnota byla zaznamenana u inten3i®,. Mezi ostatnimi

variantami nebyly vyrazné statistické rozdily, keowarianty 0-30 kde hodnotitelé

zaznamenali nizSi intenzitu $@ nej¢tSi odhadovost ze vSech vzoik Co se tye

intenzity barvy vin, vysledky koresponduji s hodmot SQ v jednotlivych vinech,

¢ili s rostouci koncentraci oxiduigiitého ve vinech, klesé intenzita barvy vin.
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5.1.3 Senzorika analyza experimentalnich vin

Intenzita barvy

Intenzita SO2

Negativni Odridovost
sirné tony

Mlé¢né tony
—60-0 —60-30 60-60 —60-90

Graf 4 : Graf vyhodnoceni senzorické analyzy vin 2

Na tomto grafu vidime, Ze mezi jednotlivymi variamt, byly pfikazné
senzorické rozdily. U varianty 60-0 byla detekovaeaftSi mira oxidace, intenzita
barvy a intenzita mignych téri. Naopak odrdovost a intenzita SObyla nejnizZsi.
Varianta 60-60 vynikala nejvysSi hodnotou negatkingirnych ton. U ostatnich
variant spolu korelovaly: intenzita barvy, inteaz8Q a odfidovost tzn., méhsiiena

R

intenzitu barvy a odidovost nejnizsi.
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5.1.4 Senzorika analyza experimentalnich vin

Intenzita barvy
8

7

Mira oxidace 4 Intenzita SO2

Negativni sirné

, Odnidovost
tony

Mlécné tény

—120-0 —120-30 120-60 —120-90

Graf 5: Graf vyhodnoceni senzorické analyzy vin 3

Z grafu senzorické analyzy vin 3igeme vyist, Ze varianta 120-0 vykazovala
nejvyssi intenzitu barvy, miru oxidace a intenzitlécnych téri. Ostatni varianty

maji podobnou zavislost na interizB0,, bark vin a odédovém charaktér
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5.2 Méreni volného SQ

M¢reni koncentrace volného oxidufigitého probihalo v laboratb na Ustavu

vinohradnictvi a vingstvi v Lednici. Volny oxid gicity se stanovoval jodometricky
titraénim roztokem jodu, vzdy po dvou opakovani. N&né hodnoty se
zprameérovaly. Hodnoty byly zpracovany do giiad do tabulky.

5.2.1 Vyvoj volného oxidu dti¢itého ve vinech

100
%0 \\,\'\
80 N
el N AN
2 o\
> 60 —
o
e _
>
7]
>§ 40 \ —\
SN N
: N
0 . H e e—

12.11. 26.11. 10.12. 24.12. 07.01. 21.01. 04.02. 18.02030317.03. 31.03. 14.04.

—0-0 —0-30 0-60 —0-90

Graf 6: Vyvoj volného oxidu &kitého ve vinech

Na tomto grafu je zaznamenan vyvoj volného oxiduricistho
v experimentalnich vinech. Je patrné, Ze po pnassifieni vin je pokles volného SO
dynamicky. V prvni polovié pokusu byl pokles volného $Gtale vyznamny, u vSech
variant. Ve druhé deké&ddochazelo k ustaleni koncentrace volného, 8@Geho
mensim pokleEm. Nejvyznamgyjsi poklesy volného S{byly u varianty 0-60, dale u

varianty 0-30 a nejmensi rozdily byly u variant@@-
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5.2.2 Vyvoj volného oxidu dti¢itého ve vinech

Vyvoj volného oxidu sk¥i¢itého
100
90

AN AN ANA -
co |\ L\ [\
s LY S\ ™

40 —
30 \ —
20 |\ \,\.\

10

Koncentrace SQv mg.t*

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12,11 26.11 10.12 2412 7.1 211 42 182 33 173 313 144

—60-0 —60-30 60-60 ——60-90

Graf 7: Vyvoj volného oxidu &kitého ve vinech

Z grafu vyvoje volného oxiduiéitého ve vinech je patrné, Ze n&gi poklesy
koncentrace volného S$SObyly nangieny v prvni polovid pokusu, pesré prvni 4
meieni. Nasledné rozdily mezi narenymi hodnotami a dasinymi nebyly az tak
velké. NejvyssSi poklesy volného $@yly nangteny u varianty 60-90, kdy prvnfit
meteni tvdil pokles az 50 % jvodni hodnoty volného SOVarianty 60-30 a 60-60
jsou si svym vyvojem volného SQelmi podobné az na to, Ze u varianty 60-60 byl
propad obsahu volného $@aleko ¥tsi.
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5.2.3 Vyvoj volného oxidu dti¢itého ve vinech

Vyvoj oxidu siFi¢itého
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Graf 8: Vyvoj volného oxidu &kitého ve vinech

Na tomto grafu vidime vyvoj koncentrace volného idax skiciteho
v experimentalnich vinech. Népgi pokles byl zaznamenai prvnim sfeni vin, kdy
se hluboce propadly koncentrace volného, $Ovariant 120-90 a 120-60. Ostatni
varianty, s vyjimkou 120-0, &y velmi podobny charakter poklesu volného ,SO

béhem celého pokusu.
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Tabulka 3 —Hodnoty volného oxiducitého

Hodnoty volného oxidu Eiitého v mg.1*

Datum 0-0 0-30 0-60 0-90 60-0 60-30 60-60 60-90 -020120-30| 120-60 120-9

26.11. 201§ 5,6 11,3 27,8 21,4 9,4 14,7 26, 49, 12|14 1§,6 322, 295

4
14.12. 2013 0,8 18,4 41,4 81,6 6,3 21,6 44,3 38,2 12(4 24,4 7 48, 78,3
29.12.2013 0,2 11,7 38,7 78,7 6,7 18,2 49,4 43,3 12(7 21,9 858, 81,4

6. 1. 2016 5,8 17,5 34,6 72,3 6,1 198 53,3 59,1 911 223 46,3 78,3
22.1. 2016 5,7 2,3 47,2 85,4 6,4 244 56,4 84,7 711 24,4 52,4 92,3
9. 2. 2016 6,5 21,1 51,3 81,7 5,8 21,8 55,2 82,3 ,212 18,3 45,6 85,7
19. 2. 2016 5,4 32,8 79,4 95,7 6,4 29/6 65,3 835 2,11 26,7 52,3 90,8
10. 3. 2016 4,8 26,8 82,3 85,6 6,3 23,3 58,1 791 6 5 203 52,4 80,8
21. 3. 2016 4,1 28,4 77,8 88,3 6,4 28,4 61,5 822 4 § 27,7 54,2 83,5
14. 4. 2016 4,7 34,7 79,7 72 6,9 17,2 52,3 73,3 9,712,8 43,1 69,3
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5.2.4 Hodnoty veSkerého oxidu gi¢itého ve vinech

Veskery oxid sFicity
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Graf 9: Hodnoty veSkerého oxidugiitého ve vinech

Tento graf popisuje koncentrace veSkerého oxitltitého ve vinech. Jde zde
vidét, Ze varianty, které nebylyieny po alkoholové fermentaci, maji nejnizsi hodnoty
veSkereho S@a koresponduji tak sigodnimi koncentracemi volného $® mostu.

U varianty 0-0, kterd nebylareha vibec, bylo i pes to nansieno 22,9 mgt. Jedna
se tedy o oxid sicity, ktery si kvasinky vytvély béhem alkoholové fermentace.
Ostatni varianty obsahuji hodnoty vesSkeréha 8@ pedpokladu a dle gatesnich
koncentraci S@
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5.3.1 Vyvoj karbonylovych slo@enin ve variant 0-0

Koncentrace latky v mgll
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Graf 10: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 0-0

Graf vyvoje karbonylovych slagnin ve variant 0-0 jas@ poukazuje na

mikrobialni ¢innost kEhem pokusu. Kvka acetoinu nazoen ukazuje dynamiku

jablegno-ml&né fermentace, s toutdikkou je spojena ikvka diacetylu, ktery je také

produkovan fi MLF. Zajimavy je vyvoj acetaldehydu u téhle vaitig kdy nejprve

obsah acetaldehydu stoupal a v moraekdy se zvysila produkce acetoinu bakteriemi

kiivka acetaldehydu zala klesat. Bhem MLF se tedy spit#bovava acetaldehyd.

Hodnoty 2-oxoglutaratu vSak nejprve klesaly, alsl@pe se ustalily.
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5.3.2 Vyvoj karbonylovych slo&enin ve variant& 0-30
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Graf 11: Vyvoj karbonylovych sl@enin ve variand 0-30

Tento graf ukazuje, Ze vSechny hodnotyiemych karbonylovych sl@enin
jsou ténmgi konstantni. Vyvoj acetaldehydu, vSak ndistoupa. Toto navySeni o 1,1
mgl* béhem celého pokusu je &pobeno mirnou oxidaci vina. Hodnoty acetoinu a
biacetylu jsou velmi nizké, az zanedbateln&zenjit o odchylku ndreni. Krivka
kyseliny 2-oxoglutarové min poklesla v prvnicasti pokusu, tento jev je spojen

s poklesem volného SO
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5.3.3 Vyvoj karbonylovych slo&enin ve variant& 0-60
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Graf 12: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 0-60

Z grafu vyplyva, ze nasiiené hodnoty karbonylovych sléenin nemaji dynamicky
vyvoj. Hodnoty kyseliny pyrohroznové a acetoinuydmnstantni. Obsah kyseliny 2-
oxoglutarové miré klesa, avsak jen o 1 mg.l Hladina acetaldehydu je téin

nentnna, vzhledem k vysokym hodnotam S§©tento jev vysitlitelny.
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5.3.4 Vyvoj karbonylovych slo&enin ve variant& 0-90
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Graf 13: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 0-90

Z grafu vyvoje karbonylovych sl@enin ve variart 0-90 je patrné, Ze ma podobny
vyvoj jako grafy u pedchozich variant. Acetaldehyd s kyselinami: 2-dxtagovou a
pyrohroznovou, maji velice podobny fstajici vyvoj, da sefici, Ze spolu

koresponduiji.
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5.3.5 Vyvoj karbonylovych slowenin ve variant& 60-0
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Graf 14: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 60-0

Tento graf jasé dokazuje mikrobialnicinnost octovych bakterii. Hodnoty

acetaldehydu zprvu rychle rostou, to poukazuje ythlou oxidaci vina a nasleén

pomalu klesaji. Hodnoty kyseliny 2-oxoglutarovéys@nei stalé. Kivka acetoinu

vSak pomalu roste a hodnoty kyseliny pyrohroznovwendrklesaji. Je zde tedy jasna

¢innost octovych bakterii, které metabolizuji pyroatacetoin.
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5.3.6 Vyvoj karbonylovych slowenin ve varian& 60-30
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Graf 15: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 60-30

Na tomto grafu jeizjmé, Ze kyselina pyrohroznova a 2-oxoglutarovésksjny vyvo;.
Krivka acetaldehydu, vSak byla nejprve stala a vehd@rpolovig pokusu, byl
zaznamenan ztiay nahst o 8,1 mg:t. Tento natst je zgisoben moZnou n&tnosti
zatky nadoby, ve které bylo vino skladovano. Hognatetoinu a biacetylu byly

nameéreny v zanedbatelnych koncentracich.
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5.3.7 Vyvoj karbonylovych slowenin ve varian& 60-60
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Graf 16: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variand 60-60

Z tohoto grafu je patrné, Ze nejvySSi réemou karbonylovou sl@eninou je kys. 2-
oxoglutarova. Acetaldehyd, tedy rfepySuje hodnoty této kyseliny, coz jetizpbeno
reduktivnim prosedim a vyssSi koncentraci 3QJ kiivky acetoinu byla zaznamenana

odchylka, #ejm¢ se jedna o chybu &reni.
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Koncentrace latky v mg!l

5.3.8 Vyvoj karbonylovych slowenin ve varian& 60-90
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Graf 17: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 60-90

Z tohoto grafu Ize Wist, Ze hodnoty acetaldehydu, kys. pyrohroznovéys R-
oxoglutarové spolu koresponduji. Paradoxm prvni ¢asti pokusu, kdy byly
zaznamenany velké poklesy volného,S@nirre klesaly i kyselina pyrohroznova, 2-

oxoglutarova a acetaldehyd.
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5.3.9 Vyvoj karbonylovych slo@enin ve varianté 120-0
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Graf 18: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 120-0

Tento graf ukazuje, ze vSechnyi®né karbonylové sl@eniny maji stejny vyvin.
OdliSuje se pouze acetaldehyd, jehoZz hodnoty vén&rpolovig pokusu mirs

N

stoupaji, to je zajinéno pozvolnou oxidaci vina.
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5.3.10 Vyvoj karbonylovych sloéenin ve variant 120-30
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Graf 19: Graf vyvoje karbonylovych sleenin ve variant 120-30

Tento graf ma podobny {dnéh jako graf pedchozi varianty 120-0. V prvni
fazi pokusu se fivka acetaldehydu nijak nevyvijela, ve drubdésti miré rostla.

Ostatni karbonylové sl@aniny se vyvijely konstangn
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5.3.11 Vyvoj karbonylovych sloéenin ve variant 120-60
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Graf 20: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 120-60

e

Na tomto grafu je patrné, Ze hodnoty acetaldehgou jnejvyssi a vyviji se
konstantd. Nenenny vyvin maji i ostatni karbonylové skaniny.
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5.3.12 Vyvoj karbonylovych sloéenin ve variant 120-90
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Graf 21: Graf vyvoje karbonylovych sléenin ve variant 120-90

Na tomto grafu je patrné, Ze hodnoty acetaldehgdu pejvyssi a jeho vyvoj je

nemeénny. Konstantni vyvoj maji i ostatni karbonylovéuseniny.
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Tabulka 4 —Namsené hodnoty karbonylovych st@min v mg*

Datum | Slowenina 0-0 0-30| 0-60] 0-90/ 60-0 60-30 60-60 60-90 120-0 -3@0120-60] 120-90
n Kys. 2-oxoglutarovq 21,97| 23,20 24,11 22,28 22,17| 22,39 24,57 24,04/ 1851 18,86/ 19,33 18,84
Q Kys. pyrohroznova 6,46 6,07 6,14/ 5,71 6,86 6,85 7,05 7,53 4,09 3,77 4,05 3,84
:} Acetoin 0,74 052 0,79 0,62 096 096 0,99 1,09 0,73 1,21 2,07 143
o Acetaldehyd 11,10 12,14) 12,32 11,24] 21,85 21,77] 22,50, 22,57 89,03 90,14/ 93,87 88,24
~ Biacetyl 0,14 0,09) 0,000 0,00f 0,11] 0,09 0,03 0,000 0,06/ 0,05 0,01 0,00
0 Kys. 2-oxoglutarovq 21,10, 23,10, 23,90 22,30 22,20, 22,39 24,50 23,50, 18,00/ 18,60, 18,80, 18,20
Q Kys. pyrohroznova 6,20 6,07 6,200 5,80] 6,000 6,85 7,10 7,80, 3,80, 3,77 4,10 3,84
gj Acetoin 0,79 0,52 0,79] 0,62 25 096 0,99 1,09 0,73 1,21] 2,07 1,43
< Acetaldehyd 11,1 12,24 12,3 11,4 28,3 21,7 22,7) 22,3] 87,5 90| 93,87| 88,24
- Biacetyl 0,14 0,09) 0,000 0,004 0,38 0,08 0,000 0,000 0,08 0,000 0,000 0,00
n Kys. 2-oxoglutarovq 20,3 22,50 23,60 22,50 22,40 22,39 24,50 23,300 17,40f 18,40, 18,10, 17,90
Q Kys. pyrohroznova 5,7 6,07 6,3 5,8 52| 6,85 7,2 7,2 3,5 3,77 4,1 3,84
gl; Acetoin 1,21 0,52 0,79 0,62 6,3 0,96 0,99 1,09 0,73 1,21 2,07 1,43
o Acetaldehyd 11,8 12,14 12,55 11,6/ 46,7) 21,6/ 229 21,9 86,2] 89,8/ 93,87 88,24
~ Biacetyl 0,217 0,09f 0,000 0,000 0,65 0,08 0,000 0,000 0,08 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarovq 19,4| 22,30, 23,400 22,60, 22,60 22,39 24,50 23,000 16,90/ 18,20, 17,50 17,60
3 Kys. pyrohroznova 51 6,07 6,3 5,8 4/ 6,85 7,4 6,8| 3,22 3,77 4,11 3,80
: Acetoin 1,8 0,52 0,79 0,62 8,7 096 0,99 1,09 0,73 1,21 2,07 1,43
< Acetaldehyd 12,8 12,14 12,6 11,9 47,2 215 23,2 21,4 857 89,7] 93,87| 88,24

Biacetyl 0,28 0,09) 0,000 0,000 0,86 0,08 0,000 0,000 0,08 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarovgq 18,05 22,21 23,25 22,81 22,80 22,38 24,50 2245 16,39 17,86 16,28 17,22
é‘ Kys. pyrohroznova 462 6,060 6,33 591 3,12| 6,98 7,48 6,49 3,22/ 3,87 3,41 3,97
- Acetoin 2,72 0,79 0,80 0,83 10,21 0,98 2,34 1,16/ 0,72/ 0,99 1,09 0,87
g’ Acetaldehyd 13,26 12,22| 12,70, 12,13 49,50 21,51 23,46/ 21,07| 85,07 89,65 92,35 85,14
Biacetyl 0,35 0,104 0,05 0,004 1,07 0,08 0,000 0,00/ 0,08 0,000 0,000 0,00
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Tabulka 5 Nanv7ené hodnoty karbonylovych st@min v mg*

Datum |Slowenina 0-0 0-30| 0-60| 0-90, 60-0 60-3|0 60-60 60-90 120-0 -3@0120-60| 120-90
© Kys. 2-oxoglutarova 18,10 22,40 23,20, 23,00 23,20 22,39 24,50, 23,000 16,80 17,80 16,90 17,80
3 Kys. pyrohroznova 540 6,200 6,30 6,000 3,10 7,000 7,45 6,90 3,22 3,80 41| 4,10
::; Acetoin 6,58 052 0,79 0,62 134 096 099 1,09 0,73 1,21 2,07/ 1,43
o Acetaldehyd 11,1 12,40 12,8] 12,3] 46,3 24| 23,1 21,2 89 94| 90,87 88,24

Biacetyl 0,5 0,09, 0,000 0,000 1,34 0,08 0,000 0,000 0,21] 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarova 18,2 22,60 23,20 23,200 23,40 22,80 24,40 23,40 17,20 17,80, 17,40 18,40
I Kys. pyrohroznova 6,2 6,40 6,4 6,1 3,1 7,1 7,45 7,2| 3,22 3,87 4,11 4,20
N Acetoin 8,48 0,79 0,80, 0,83 158 096 099 1,09 0,73 1,21 2,07/ 143
gv; Acetaldehyd 9,6 1250 12,9] 12,5 44,8 25,6 225 214 96 103| 89,87| 88,24

Biacetyl 068 0,09 0,00 0,00 151 0,08 0,00 0,00 0,14 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarova 18,3 22,80 23,10 23,40 23,90 23,10 24,30, 24,000 17,40 17,90, 18,00 18,80
I Kys. pyrohroznova 7,6 6,40 6,5 6,2 3,1 72| 7,45 7,6| 3,22 3,87 4,11 4,30
™ Acetoin 11,37 0,79 0,80, 0,83 18,7 096 0,99 1,09 0,73 1,21 2,07/ 1,43
g; Acetaldehyd 7,4 12,70 13| 12,8/ 46,2) 27,8 21,8 21,7 99| 112,21 87,87 88,24

Biacetyl 093 0,09 0,000 0,00 1,77,/ 0,08 0,000 0,000 0,18 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarova 184 23,100 23,10 23,50 24,50 23,400 23,50 24,50 17,70, 17,90 18,50 19,40
§ Kys. pyrohroznova 8,6 6,40 6,5 6,3 3,1 7,5 7,45 7,71 3,22 4 4,11 4,40
™ Acetoin 1542 0,79 0,80 0,83} 22,6/ 0,96 0,99 1,09 0,73 1,21 2,07 1,43
&i Acetaldehyd 6,8 12,80 13| 129 44| 28,6/ 20,4 219 103| 118,3 84,87 88,24

Biacetyl 1,18 0,09, 0,000 0,000 1,97, 0,08 0,000 0,000 0,21 0,000 0,000 0,00
© Kys. 2-oxoglutarova 18,47 23,39 23,11 23,62 25,03 23,88 22,94 24,85 17,87 17,96/ 19,06/ 19,89
'~ Kys. pyrohroznova 9,32 6,54 6,49 6,36) 3,07/ 7,50 7,45 7,80 3,25 4,07 4,34 4,43
< Acetoin 18,02 0,53 0,68, 0,98 27,77, 0,69 1,00 0,77, 2,74 1,00 1,19 1,32
j Acetaldehyd 5,02 13,16 13,10 13,07| 41,88 29,65 20,22 22,08 106,51 122,62 83,07 81,75

Biacetyl 1,41 0,12/ 0,04/ 0,04/ 2,09 0,11] 0,000 0,000 0,27/ 0,03 0,000 0,00
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5.4 Analyticky rozbor vin

Experimentalni vina byla podrobena analytickému booa zakladnich
parametii. Jednotlivé parametry byly vyhodnoceny a stanoveaygistroji ALPHA
v laboratdi na Ustavu vinohradnictvi a vifgtvi v Lednici. Rozbor prathl 15.4.
2015. U vin nebyly velké analytické rozdily, krémbsahu kyseliny jabt@é, ml€né

a octové.

Tabulka 6 -Analyticky rozbor vin

M¢étena velkina Hodnoty Odchylka sfeni
Alkohol 125% +0.1%
Kyseliny 8.4¢gl +0.2 g.I'
Hodnota pH 3.2 +0.05
Redukujici cukry 1.8 g1 +0.50.l"
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5.4.1 Obsah kyseliny jabléné, ml&né a octové
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Graf 22: Graf obsahu kyseliny migé, jablené a octové

Z grafu Ize vyist, Ze obsah kyseliny jal#leé je u vSech variant t&instejny.
VEtSi navySeni iveme zaznamenat u varianty 60-@istoj Alpha analyzér il
vySSi hodnoty kyseliny jabteé u vin, jejichz obsah kyseliny octové je vyS&opak
nejnizsi koncentrace byla nafena u varianty 0-0, kdy vlivem ndéych bakterii byla
kyselina jablén& transformovana na kyselinu néu, ta je nejvyssi prévu této
varianty. Kyselina miéna u ostatnich variant je ve velmi malych konceritta, tento
jev se da zivodnit odchylkou miteni. Co se t§e kyseliny octové, u varianty 60-0

byla nangfena nejvy3si hodnota 1,18 f.Je to jasny dkaz mikrobidlniginnosti
béhem piibéhu pokusu.
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6. Diskuze

Senzoricka analyza, prokédzala rozdily v aromatickéafilu vin ve spojitosti
s iznymi koncentracemi SO U variant, které nebyly po dokéeni alkoholové
fermentace &ény, doslo k oxidackili ke zvySeni koncentrace volného acetaldehydu,
ten negativa ovlivnil aroma vin. (Zoecklein, 1995) Dale varian®-0 vykazovala
nej\vétsi miru mlénych toni, to je zmisobeno mikrobialnéinnosti mlénych bakterii.
Dale se ukazala korelace mezi intenzitou barvy aimtenzitou oxidu $icitého.
S vySSi koncentraci SOklesa intenzita barvy vin. (Michlovsky, 2012) Také
senzorické analyzy vyplyva, Ze nejodowjSi charakter rly varianty, které byly
bshem pokusu #ny 30 mg:f volného SG. Vy3si davky oxidu $icitého negativis
ovliviovaly od&dovy charakter a aroma vin. (Michlovsky, 2012) Tohybo potvrzeno

i stobodovou stupnici, kdy vina s obsahem 30 Przjskala nejvice bdd

Vyvoj volného oxidu dicitého, byl v jednotlivych variantach odliSny. Hldvn
faktor pro vyvoj volného SPméla pasateini koncentrace ve rmutu, potazmo v mostu.
V prvni tretiné pokusu byly poklesy volného $S@Seobec# vySsi, nez u zbyléasti.
Na volny oxid siic¢ity se totiz vazaly latky vzniklé alkoholovou ferntaci. Hodnoty
veSkerého S@korespondovaly s koncentracemi volného,SQehoz hladina byla
udrZzovana ghem pokusu. NeptSi nangrené hodnoty veSkerého oxidii&itého nela
varianta 120-90. Hamernik (2010) potvrzuje, #&lgni davky S@ do mostu ped
kvaSenim, rapidh navySuje obsah celkového $OKvasinky i alkoholové
fermentaci produkuji acetaldehyd, ktery se navangeSQ. Je to jejich firozena

obranyschopnost prawuci SO, .(Ribéreau-Gyoun a kol., 2006b)

Vysledky kapalinové chromatografie ukazaly, Ze \yvaonétenych
karbonylovych slotenin, gedevSim kyseliny pyrohroznové, 2-oxoglutarové a
acetaldehydu byl té#& konstantni. Rozdilné byly jen varianty, které nglsfteny po
dokorteni alkoholové fermentace a varianty, které ovlavmiikrobialni aktivita.

U varianty 0-0 byl zaznamenan pokles acetaldehydna#ést acetoinu, coz je
zpusobencginnosti bakterii mléného kvaseni. (Jackowetz, 2012) U varianty 60-0 byl

také namiien rapidni narst acetoinu a pozvolny pokles kyseliny pyrohroznove
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V tomto gipack se jedna @innost octovych bakterii, které metabolizuji acetqraw

z kyseliny pyrohroznové. (Ribéreau-Gyoun a kolQ&0

Siteni vina a fedevsim mostu #ho velky vliv na vznik jednotlivych karbonylovych
slowenin. Kyselina 2-oxuglutarova byla nejvice rigiema ve variantach, kdy byl rmut
sffen 0 a 60 mgl. U variant kde byl rmut 8ny na 120 mgl, byl obsah této
slowseniny o 4-5 mg:t men&i. Podohinse vyvijela i kyselina pyrohroznova. Ve
variantach kde byl rmutigin 0 a 60 mg byla nangtena o 2-3 g1 vyssi koncentrace
kyseliny pyrohroznové, neZ u varianty kde byl rrsiteny 120 mg:t volného SG.

V porovnani obsahuéthto dvou karbonylovych slgéanin jasg vede kyselina 2-
oxoglutarova nad pyruatem, toto potvrzuje ve séeigrHolka (2015). Literatura vSak
uvadi, Ze se obe&nve vinech vyskytuje vice kyseliny pyrohroznové50m mg.t",
neZ kyseliny 2-oxoglutarové ( 2-350 mt).[Usseglio-Tomasset, 1995) Tento jev si
lze vys\tlit tim, Ze molarni hmotnost kyseliny pyrohroznope 88,35 g/mol a 2-
oxoglutarové je 146,11 g/mol. Kyselina 2-oxoglutaérde tedy &3i a kapalinovou
chromatografii byla detekovana vé&sich koncentracich v mg.l

Vliv siteni vina na vznik karbonylovych skmnin se nejlépe projevil u
piitomnosti acetaldehydu. Nejnizsi hodnoty byly g#gmy u variant, kde rmut nebyl
siten vibec (RMUT 0), vysSi hodnoty acetaldehydwlynvarianty RMUT 60.
Nejvyssi obsah acetaldehydu byl rigiem u variant, jejich? rmut byligin 120 mg:t
volného SQ@ (RMUT 120), toto potvrzuje i (Holka, 2015). Velkkoncentrace
acetaldehydu jsou #Apobeny pirozenou obranyschopnosti kvasinekeg oxidem
sificitym, ktery je inhibuje. Kvasinky tak produkuji @cacetaldehydu, ktery je
navazan na volny SO(Ribéreau-Gyoun a kol., 2006)

Déle bylo zaznamenano, Ze u variant, které bylgnsi davkou 60 mgia 90
mg.I* volného SQ ve virs, byl obsah acetaldehydu t&fnkonstantni. Staly vyvoj
kiivky acetaldehydu Zjsobuje extrémni reddki potenciadl koncentraci SOve
vinech. Hladina acetaldehydu stoupala pouze u narkderé nebyly $ény \ibec,
anebo u variant, které bylytshy 30 mg:t SO, ve virg. Tento natst byl viak mirny a

byl zpisoben pozvolnou oxidaci vina. (Michlovsky, 2012)
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Vyjimecny vyvoj acetaldehydu ve vinech byl zaznamenanriang0-0 a 60-0.
Kiivka acetaldehydu u varianty 0-0 nejprve mistoupala, a poté Zala prudce
klesat, rozdil mezi nejvy$si hodnotou a nejniz&i B mg.I'. Tento pokles je
zpusoben aktivaci migych bakterii, které ip jablecno-mlé&né fermentaci degraduji
acetaldehyd, jak ve vazané, tak i ve volné for(@sbourne, 2000) U varianty 60-0 byl
nameren, u dvou prvnich odbd, rapidni nalist acetaldehydu, ktery se intenziwazal na
SO, .

DalSimi karbonylovymi sloteninami jsou acetoin a diacetyl. Tyto sleainy
byly nantifeny ve stopovém mnoZstvi ve vSech variantach, ecej® totiz
syntetizovan kvasinkami éhem alkoholové fermentace. Romano a Suzzi (1996)
uvadi, ?e kvasinkySacharromyces cdokaZi produkovat do 12 mdg.lacetoinu.
Nejvstsi hodnoty acetoinu viak vykazovaly varianty @8 (ng.I') a 60-0 (27,7 mg.|
Y, které byly vyprodukovany vyse zn¥frou mikrobidlni cinnosti. Tento fakt
potvrzuje i analyticky rozbor virkdy varianta 0-0 obsahovatag.I* kyseliny jableéné

a 1,35 gt kyseliny mi€né. Varianta 60-0 zase 1,18gkyseliny octové.
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7. Zaver

Oxid sficity je stélecasté diskutované téma. Jeho vysSi davky ve wigji
nepiznivé &inky na lidské zdravi, a tak se vyrobci snazi vytabina sco
nejmensimi koncentracemi S200xid sikicity je nej&inngSi ve své volné a
molekularni forng. Pokud se navaze na karbonyloveé &bminy, ztraci tak svou funkci
a musi, byt dopkn.

V této praci bylo potvrzeno, Zefigana davka oxidu 8titého do mostu ied
kvasenim vyrazh ovliviiuje tvorbu acetaldehydu. Tato karbonylova &emina se

vaze na oxid icity a je hlavnim faktorem obsahu celkového oxiditgého.

Dale bylo zjis¢no, Ze dieni vina nema velky vliv na vznik sl&enin vazajici
SO, ve virg. Nejwtsi spojitost, geni vina se vznikem karbonylovych steuin, byla
u acetaldehydu. Kdy u vin s nizkymi koncentrace@, 8yl zaznamenan pozvolny
narist obsahu acetaldehydu. Obsah kyselin pyrohrozm@oweoxoglutarové byl po
celou dobu konstantni. Naopak dynamicky vyvoj sleshych slodenin bylo mozné

sledovat u vin s ditou mikrobialni aktivitou.

Siteni vina ma maly vliv na vznik sldenin vazajicich S©ve virg. Mnohem

podstatkjSi je vliv sieni most pred kvasenim.
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8. Souhrn

Tato zarecna prace se zaobira vznikem karbonylovychddain ve vig v zavislosti
na sfeni vina. Zkouma tedy jaky ma vliishi moStu a vina na vznik karbonylovych
slowenin. Pojednava o vlastnostech a formach oxidititeého. Dale se podrokn

vénuje karbonylovym slateninam, které se vazi pkas oxidem gicitym.

V praci bylo zjis¢no, Ze vliv steni vina nema velky vliv vznik karbonylovych
slowenin. Naopak se potvrdilo, Ze q&eni koncentrace SOv moStu vyrazé
ovliviiuje tvorbu acetaldehydu, ktery se vaze na oxidisi. Dale se ratifikovalo, Ze
vetSi vliv na tvorbu karbonylovych sléenin mécinnost mikroorganizri ve virg, nez

razné koncentrace SO

Kli¢ova slova: Oxid sicity, karbonylové sloteniny, acetaldehyd, ketokyseliny

9. Resumé

This thesis is concerned with the formation of cagy compounds in wine,
depending on the spread of wine. Therefore examiies influences the spread of
musts and wines on the formation of carbonyl compsu Discusses the
characteristics and forms of sulfur dioxide. Furthetail the carbonyl compounds

which bind just with sulfur dioxide.

In this work it was found that the influence of thpread of the wine has no great
influence formation of carbonyl compounds. On thetaary, it was confirmed that the
initial SO, concentration in the must greatly affects the fation of acetaldehyde,
which binds sulfur dioxide. Furthermore ratifiee threater influence on the formation
of carbonyl compounds, the activity of microorgamésin the wine than different
concentrations of SO

Key words: sulphu dioxide, carbonyl compounds, @dehyde, keto acids
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