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Abstrakt:

Tato bakalafskd prace se zabyva sledovanim vlivu kvasinek na proces vyroby vina
a najeho konecné vlastnosti. Byla provedena izolace a identifikace kvasinek ve vzorku mostu
odrady Veltlinské zelené s vyuzitim zakladnich mikrobiologickych operaci a molekularné-
biologické metody zalozené na PCR — RFLP. V dalsi ¢asti prace bylo provedeno sledovani
chemickych zmeén v kvasicim mos$tu odridy Hibernal pomoci spektrofotometrickych metod.
Meétenymi parametry bylo pH a celkova antioxidacni aktivita kvasiciho mostu. Pfi vyrobé
vina Hibernal byla pouzita autochtonni kvasinka izolovana v lofiském roce v nasi laboratofi
z povrchu bobuli.

V ramci literarni reserSe byla vyhledana odborna literatura k zadanému tématu, v praci je
pak strucné popsana historie vinafstvi, charakteristika révy vinné, morfologicka
stavba a chemické slozeni hrozni, jednotlivé faze technologie vyroby vina, zavérecné Gpravy
vina a principy vyuzitych metod.

Abstract:

This bachelor thesis deals with an observation of yeasts cell influence on the wine
production process and also on its final property. Yeast cell isolation and identification from
Green Veltliner wine variety of grape juice were made. Basic microbiological operations and
molecular — biological methods based on PCR — RFLP were used. Monitoring of chemical
changes in fermented Hibernal variety of grape juice with using spectrophotometric method
was carried out. The total antioxidant activity of fermented grape juice and pH were the
parameters which were measured. Autochtonous yeast which was isolated fromthe berries
surface in our laboratory last year was used during production of the Hibernal varienty of
grape juice.

Specialized literature for the chosen topic were analysed within this thesis. Moreover,
history of wine production, grapewine charakteristics, morphological structure and chemical
composition of grapes were desribed. Partial stages of the wine production technology, final
wine modification and principles of used methods were investigated at the end of the thesis.
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1 Uvod

Vino se povazuje za bozsky napoj jiz od dob starého Egypta, Recka a Rima.
Jeho nejstarsi archeologické nalezy jsou asi 7000 let staré. Do Cech a na Moravu se vino
roz§ifilo diky fimskym legionaiftim v 2. — 3. stoleti av souCasnosti je vinafstvi a
vinohradnictvi velice zddanym a rozvijejicim se oborem. Avsak tento atraktivni obor ma
velmi pfisna pravidla dand zdkonem o vinafstvi a vinohradnictvi ¢. 321/2004 Sb. v aktualnim
znéni a unijnimi pravidly, kterd se musi striktné dodrzovat, aby nedochézelo k falSovani vina,
pfidavani nezadoucich aditivnich latek apod.

Na rozvoji tohoto vyrobniho odvétvi maji svij podil také molekularné — biologické
metody zalozené na analyze DNA pomoci polymerazové fetézové reakce, které jsou schopny
identifikovat celou $kalu riznych druhti kvasinek o specifickych vlastnostech. Prodavanych
komerc¢nich kvasinek je v dneSni dobé nepieberné mnozstvi a diky nim lze vyrobit vina
s pozadovanym aromatickym profilem nebo typickymi odridovymi vlastnostmi. Molekularné
— biologické metody rozsifily obzory celosvétového vinaistvi, av§ak vedou k jisté uniformité
vyrabénych vin. Vyhodou komerc¢nich kvasinek jsou jejich presné definované vlastnosti jako
inkubacni a inaktivacni teplota, produkce specifického aroma atd., coz vinaiim pomaha lépe
fidit prabéh kvasného procesu, ale i predem urcit senzorické vlastnosti vyrabéného vina. Vina
s komer¢nimi kvasinkami jsou vétSinou velmi aromaticka a tim ztraci svij typicky odradovy
charakter, avSak zakaznici tento typ vin vyhledavaji ¢im dal Castéji, a proto je to jeden
z dGivodl proc vinafi tyto kvasinky uspésné pouzivaji.

Jiny smér zastavaji ti vinafi, ktefi nechavaji vinny most zkvasit kvasinkami pfimo
z dané vinice. Tyto kvasinky se nazyvaji autochtonni. Timto rozhodnutim vinafi podporuji
alternativni cesty, jak navratit vinu typickou chut a charakter vychazejici z dané odrady
a daného regionu tzv. terroir. Pojmem terroir se oznaCuje pfesné¢ vymezené stanovisté pro
péstovani vinné révy se vSemi faktory, co na né pusobi. Mezi nejdilezitéjsi parametry terroir
patii geologické podlozi vinice, pudni podminky a klimatické, kulturni nebo historické
faktory. Plati, ze Cim ptesn€jsi a uzsi je oznaceni ptuvodu vina, tim vice narusta jeho vysledna
kvalita [1].

Cilem této prace bylo vypracovani literarni reSerSe o technologii vyroby vina, izolace
a identifikace autochtonnich kvasinek ze vzorku dokvaseného mostu odrudy Veltlinské zelené
a sledovani zmén pH a antioxida¢ni aktivity ve vzorcich mostd odridy Hibernal béhem
kvasného procesu.



2 Teoreticka Cast

2.1 Historie vinarstvi a révy vinné

Lidska civilizace znd vinohradnictvi a vinafstvi od nepaméti, a proto je vino
jiz odedavna zafazeno mezi nejdéle znamé alkoholické napoje a vinna réva se povazuje
za jednu z nejstarSich kulturné péstovanych rostlin. Pavod révy vinné (Vitis vinifera) je
datovan do doby pted 150 miliony let. Vyroba vina se zacala pravdépodobné vyvijet v obdobi
5000 — 8000 let pied nasim letopoétem, nebot’ se v horskych oblastech Kavkazu a Iranu nasly
archeologické nalezy a také semena révy vinné, které tuto skuteCnost dokazuji. DalSimi
oblastmi, které vyrobu vina zapocaly, jsou Mezopotamie a Egypt. Z Egypta se dochovalo
velké mnozstvi dikazt, které vyrobu vina potvrzuji. Jsou to rdzné malby, amfory
s informacemi o vin€ nebo zaznamy na hrobech faraond. V Egypté bylo vino povazovano za
bozsky napoj a faraonové ho také pouzivali k riznym ritualim. Z Egypta se vinna réva lehce
roz§ifila po celé Evropé. Uvadi se, ze se na jejim rozsifeni podileli Asyrané, FéniCané,
Sumerové, Babylofiané, stafi Keltové a Rimané. Pravé Rimané méli na vyrobu vina a jeho
rozvoj velky vliv, nebot’ vino pfipravovali raznymi zpusoby, pfidavali do n€j smési medu,
bylin a kofeni, aby méla vina svou specifickou chut. Na Moravu se réva vinna dostala také
diky Rimandm, ktefi zde vedli boje se stiedni Evropou. Povésti pravi, Ze vojaci z fimské legie
michali vodu, kvili hygienickym divodim, s vinem, které si pfivazeli ze své fiSe. Tento
zpusob byl ale prili§ nakladny, a proto zalozili na Palavskych kopcich nové vinice [1].

Na naSem uzemi se vinna réva zacala péstovat asi v obdobi 8. — 11. stoleti, velky vliv
na rozsifeni vinné révy mély hlavné klastery, které vino pouzivaly pro své liturgické obtady.
Ve 14. stoleti za vlady Karla IV. doslo k velkému rozvoji a roz§ifeni péstovani vinné révy.
Karel IV. moravské vinafe velmi podporoval, protoze byl sam velkym ptiznivcem vina. Z této
doby také pochazi prvni zakonné predpisy o viné [2, 8].

2.2 Charakteristika révy vinné

Vino se definuje jako: , Vyrobek, ktery byl ziskan vyhradné tiplnym nebo ¢astenym
alkoholovym kvasenim Cerstvych, rozdrcenych a nerozdrcenych vinnych hrozni nebo
hroznového mostu“. Obsah alkoholu (ethanolu) ve viné se udava nejméné 8,5 % obj. alkoholu
a nejvyse 15 % obj. alkoholu [3].

Réva vinna — Vitis vinifera — patfi do cCeledi révovitych (Vitaceae), tato Celed
se rozsifila po celé Severni Americe, Evropé a také Asii. Rod Vitis zahrnuje asi 60 druha
téchto popinavych rostlin. Odridy jsou Slechténé pro mnoha vyuziti, nejCastéji vSak
pro sklizen hrozni nebo slouzi jako ozdobna dekorace, a to diky svym podzimnim,
pestrobarevné zbarvenym listim. Vitis vinifera je jedinym zastupcem ze Stfedomofi, pochazi
z oblasti mezi Stiedozemnim a Cernym mofem. Péivodn& réva vinna rostla v lesich, roklich
a na brezich potokt, nebot zde méla mirné a vlhké klimatické podminky, ale postupem casu
se z kefovité rostliny stala popinava rostlina a to kvili nedostatku svétla a tepla v lesnich
porostech. Lianovity rast této rostliné umoznil vy$plhat se do korun ostatnich stromu a timto
zpusobem cCerpat svétlo a teplo slune¢nich paprsku [6, 7].



2.2.1 Morfologie a fyziologie révy vinné

Bobule hrozna se sklada ze tii zakladnich Casti, a to jsou duznina, slupka a zrnicka
(pecicky). Stopka (tfapina) obsahuje velké mnozstvi fenolickych a aromatickych latek,
které spolu s taninem, dfevitymi latkami, tfislovinami, mineralnimi latkami a organickymi
kyselinami pii nakvaseni negativné ovliviiuji chut mostu. Z tohoto divodu se stalo
odstranovani tfapin jednou z predpfipravnych fazi pfi zpracovani hrozn u bilého vina, a
pozdéji také u nékterych odrid Cerveného vina.

Slupka bobule — byva barevna podle dané odridy révy a typu vina, ale vzdy je
najejim povrchu voskovy obal, ktery ji chrani proti nepfiznivym vlivim okoli a zmensuje
odpatovani vody. U bilych vin mé slupka obvykle zelenou az zlutozelenou barvu, avSak sytost
je ovlivnéna zralosti bobule. Tloustka slupky bobule ovliviiuje hlavné vylisnost mostu.
Slupky obsahuji predevsim cukry, organické kyseliny, tfisloviny a barviva. U bilych vin jsou
nejCast€ji zlutozelena az jantarova a z chemického hlediska patii mezi flavony [4, 9, 10].

Duznina bobule — je pro vyrobu vina stézejni Casti. VétSinou byva bezbarva a masita,
obsahuje totiz cévni svazky (asi 8 %) a zbytek duzniny tvofti sladka §tava (most). Duznina ma
stejné jako tloustka slupky vliv na vylisnost mostu. Obsahuje piedev§im cukry (hroznovy,
ovocny) a kyseliny. Jejich obsah se lisi pfedev§im v rozdilnosti odrid, pid, ro¢niku, poloze,
a také zralosti hroznu.

Semena (pecicky) — jsou slozeny z glyceridi, kyseliny stearové, palmitové a linolove,
a také z trislovin a hotkych latek. Pravé kvili tfislovinam a hotkym latkam se musi davat
pozor, aby pii lisovani nedoSlo k rozdrceni semen, které by zhorSily vlastnosti mostu.
Ze semen hroznu se také vyrabi oleje a vinny tanin [12, 15].

2.3 Choroby révy vinné
Choroby révy vinné se rozdéluji do Ctyt zakladnich kategorii:

Virové choroby — nelze je diagnostikovat pouhym okem, ale je nutné sledovani
v povérenych laboratofich. Nej¢astéjs§imi projevy téchto chorob jsou oslabeni ristu nebo
uplné odumfeni kefe, snizeni produktivity a kvality hrozni (sniZzeni cukernatosti) a podobng.
Tyto choroby se Sifi predevsim diky tzv. prenaseCim, nejCastéji jsou to hadatka,
ktera napadaji kofenovy systém rostliny, ale mohou to byt i mSice. Proti virovym chorobam
neexistuji zadné moznosti piimé ochrany. Nejznamejsimi chorobami v naSich vinicich jsou
roncet a svinutka.

Bakterialni choroby — vétSinou zpusobuji tézka onemocnéni révy a stejné jako
uvirovych onemocnénich se proti nim nelze pfimo chrénit. V naSich vinicich je
nejrozsifenéjsi bakterialni chorobou bakterialni nadorovitost, ktera je zpusobena bakterii
Agrobacterium vitis.

Houbové choroby — patfi mezi nejcastéj§i choroby révy vinné. Do této skupiny patii
plisenn révova, plisen Seda (Obrazek 1) a padli révové. Pliseii révova a padli révové
se nejcast€ji projevuji napadenim listd, na kterych vytvaii skvrny, které poté hnédnou
a zasychaji. Plisen Sedd napada bobule v obdobi zamékani za destivého pocasi, kdy je
pokryva Sedym povlakem. V suchém a teplém obdobi mohou byt bobule napadeny uslechtilou
formou této plisné a takto napadené bobule jsou zpracovavany na tokajska nebo vybérova
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vina. Pro ochranu proti houbovym chorobam se pouzivaji tzv. fungicidy, které se déli
na kontaktni, které se pouzivaji preventivné, ale nemaji 1écebné ucinky a systémové, které
maji i [éCebny ucinek [15, 25].

Obrazek 1  Plisern Seda [16]

2.4 Zakon o vinohradnictvi a vinarstvi

Zakon ¢. 321/2004 Sb., v akt. znéni o vinohradnictvi a vinafstvi vzniknul na zakladé
toho, aby vyhovoval normam a pozadavkim Evropské unie, nebot pravni normy u nas
odpovidaly evropskému vinafskému pravu pouze do pocatku 40. let minulého stoleti. Tento
zakon piindsi nova ustanoveni oproti predeslym vinafskym normam a to napfiklad:

e nové rozd&leni vinafskych oblasti na Cechy (2 podoblasti) a Moravu (4 podoblasti)

e maximalni vynos z hektaru mize byt 12 tun za vinaisky rok

e zakazuje pfislazovani vin pfirodnimi nebo syntetickymi sladidly (vyjimkou je
hroznovy most)

e zakazuje konzervovani vina chemickymi latkami (vyjimkou je SO2)

e zakazuje zvétSovani objemu a ovliviiovani pfirozenych vlastnosti vina

e zakazuje pouzivani syntetickych barviv a aromatickych latek

e rozdéluje vina na vino stolni, vino jakostni podle stanovené oblasti a zavadi vino
zemské, které je mezistupném mezi vinem jakostnim a vinem stolnim [14].

2.5 Odridy révy vinné a vina¥'ské oblasti v CR

Odrady révy vinné se v Ceské republice registruji podle svych vlastnosti
a pozadavkim pro rast v naSich podminkach a rozdéluji se na dva typy: mostové a stolni
odrudy.

Mostové odrudy jsou urcené pro vyrobu vina nebo burcaku, jejich bobule jsou malé
az stfedni velikosti, ale obsahuji velké mnozstvi stavy (jejich vylisnost byva az 70 %).

Rozdéluji se na 2 zakladni skupiny: bilé a modré mostové odrady.
e Bilé moStové odrudy — Aurelius, Auxerrois, Chardonnay, Dévin, Hibernal, Irsai
Oliver, Kerner, Lena, Malverina, Muskat moravsky, Muskat Ottonel, Miiller Thurgau,
Neuburské, Palava, Rulandské bilé, Rulandské Sedé¢, Ryzlink rynsky, Ryzlink vlassky,
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Sauvignon, Sylvanské zelené, Tramin Cerveny, Veltlinské Cervené rané, Veltlinské
zelené, Veritas, Vrboska

e Modré mostové odrudy — Agni, Alibernet, André, Ariana, Cabernet Moravia,
Cabernet Sauvignon, Domina, Dornfelder, Frankovka, Laurot, Merlot, Modry
Portugal, Neronet, Rubinet, Rulandské modré, Svatovaviinecké, Zweigeltrebe

Stolni odrady jsou urCené predevsim pro pfimou konzumaci Cerstvych hrozn.

e Stolni odridy — Arkadia, Diamant, Chrupka bila, Chrupka Cervena, Julski Biser,
Olsava, Panonia kincse, Pola, Vitra [15].

2.5.1 Vinarské oblasti a podoblasti v Ceské republice

Na uzemi Ceské republiky se nachazi 2 hlavni vinaiské oblasti, a to vinaiska oblast
Cechy (vinaiska zona A) a Morava (vinaiska zona B).

Vinafska oblast Cechy je mensi nez Morava, jeji Gizemi lezi v nékolika pfiznivych
lokalitach, které se nachazi v nizsi nadmotské vysSce, a to predev§im kolem tokt ek Vltavy,
Berounky, Labe nebo Ohfe. Z6éna A se dale dé€li na dvé vinarské podoblasti, mélnickou
a litomé&fickou. Diive se Cechy délily do Sesti podoblasti: prazska, mélnicka, Gaslavska,
mostecka, zernosecka a rudnicka.

e Litom&ficka podoblast se rozprostird v severni ¢asti Cech v udoli feky Labe. V této
podoblasti prevazuje péstovani bilych mostovych odrid, kterym se zde dafi diky
pfiznivym podminkam, které fteka Labe wvytvafi. Zbilych mostovych odrad
zde ptevazuji Miller Thurgau, Ryzlink rynsky, Rulandské Sedé a Rulandské bilé,
zmodrych odrid se nejvice péstuji Svatovaviinecké, Rulandské modré a Modry
Portugal.

e Melnickéa podoblast se rozprostira v okoli hlavniho mésta Prahy a také zapadné od ni
v udoli feky Berounky. V této oblasti, stejn¢ jako v litometické, prevlada péstovani
bilych mostovych odrid, modré odrady se péstuji pouze okrajove [1, 2].

Vinarskd oblast Morava se nachazi predev§im na uzemi Jihomoravského kraje a je
ohraniCena statni hranici s Rakouskem a Slovenskou republikou. Diive se Morava délila
na 10 vinafskych podoblasti, které se pozdé€ji sloucily na 4 podoblasti: znojemskou,
velkopavlovickou, mikulovskou a slovackou (Obrazek 2). V této oblasti se prevazné péstuji
bilé mostové odridy (cca 70 %), ale své zastoupeni zde maji i modré odrudy (cca 30 %).

e Znojemska vinafska podoblast se nachazi, jak uz nazev napovida, pfevazné u meésta
Znojma, ale ¢aste¢né 1 v okrese Brno — venkov. Znojmo je jiz odedavna vyznamnym
vinafskym stfediskem, dikazem jsou dlouhé chodby vinnych sklept pfimo pod
meéstem. Znojemsko je typické v péstovani bilych odrid a to predevsim Veltlinské
zelené, Muller Thurgau, Ryzlink rynsky, Sauvignon a Palava. Z modrych odrid révy
vinné zde prevladaji Svatovaviinecké, Frankovka, Zweigeltrebe a Rulandské modré.

e Mikulovska vinarska podoblast se rozklada prevazné v okrese mésta Breclav, ale jeji
vinarské obce se nachazi 1 v okrese Brno — venkov. Tato oblast se vyznacuje svou
vapenatou pudou, ktera je vhodna pro péstovani odrid Chardonnay, Ryzlinku
vlasského, Rulandského bilého a aromatickych odrid Palava a Tramin Cerveny.
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e Velkopavlovicka vinarskd podoblast se nachazi v Jihomoravském kraji, je tvofena
pahorkatinou a pida je zde bohata na hoicik. Diky tomu je pida vhodna pro péstovani
modrych odrad révy vinné, které dosahuji velmi specifické chuti a vysoké kvality.
Nejvice rozsifené odridy jsou Svatovaviinecké, Frankovka, Modry Portugal,
Zweigeltrebe a Rulandské modré, z bilych odrad potom Veltlinské zelené, Miiller
Thurgau, Ryzlink vlassky a Rulandské Sedé. Pro tuto oblast jsou také typicka rizova
vina.

e Slovacka vinafska podoblast zasahuje do né€kolika okrest Hodonin, Uherské Hradisté,
Breclav a Zlin. Podoblasti protéka feka Morava, ktera ji dodava pfiznivé podminky
k péstovani velmi kvalitnich bilych vin. Vina jsou aromaticka a svézi diky optimalnim
klimatickym podminkam v dob& zrani hroznu, stfidaji se zde teplé dny s chladnymi
nocemi [1, 2].

Wherske hradisté

velkopavlovicka

slovacka
znojemska Hodonin

®
Znojmo

Obrdzek 2 Mapa vinarskych podoblasti v oblasti Morava [39]

2.5.2 Charakteristiky odrud analyzovanych vin

Odruda Veltlinské zelené — pochazi pravdépodobné z Rakouska, tato odruda je
geneticky podobna odridam Tramin a St. Georgen. Patii mezi nejCastéji pé€stované odrady
unas, a to predev§im ve vinafské oblasti velkopavlovické a znojemské. Hrozen odrady
Veltlinské zelené je maly az stfedné velky a velmi husty, bobule na ném jsou malé az stfedné
velké a jejich barva je zlutozelena. List je maly az stfedné velky, Cepel je kruhovita,
pétilalocnata s bocnimi vykroji (Obrazek 3). Roste predev§im v hlinitych puadach
s dostatecnou vlhkosti, sklizeri byva pravidelna a stfedné vysoka. Tato odruda je stiedné
odolna proti poSkozeni mrazem, ale je nachylna k napadeni plisni révovou a padli révovym.
Bobule odridy Veltlinské zelené jsou vhodné pro vyrobu pifijemnych, harmonickych vin
ataké se Casto pouzivaji do smési. Vuné se podoba lipovému kvétu, bilému pepii nebo
broskvim [5, 22].
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Obrdzek 3  Hrozen a list odriidy Veltlinské zelené [5]

Odruda Hibernal — je stfedné pozdni az pozdni hybridni odrida, ktera se fadi
do bilych mostovych odrid. Byla vysSlechténa v roce 1944 ve Vyzkumném ustavu
v Geisenheimu v Némecku  Dr. Helmutem  Beckerem  kiizenim  dvou
odrid Seibel 7053 x Ryzlink rynsky. Tato odrida dosahuje sklizriové zralosti v posledni
dekade fijna, 1 — 2 tydny pred Ryzlinkem rynskym. Jeji nazev je odvozen z latinského slova
,hiberna“, tedy ,.zima“, a proto velmi dobfe odolava zimnim mrazim az do — 28 °C, a také
nejrazn€j§im skadcim napt. padli révovému, plisni révové nebo plisni Sedé. Tato odrada je
vhodna témér do vSech typt pud, nevadi ji ani vyssi obsah vapniku, avSak problémem jsou
extrémné vysusené pudy. Ma malé az stfedn€ velké bobule CervenoSedé barvy, ale hrozen je
velmi husty a ma dlouhou stopku. List je velky srdcovity s mé€kkymi, bo¢nimi vykroji
(Obrazek 4).

Bobule Hibernalu jsou idealni pro vyrobu kvalitnich pfivlastkovych vin, vybéru
z bobuli nebo biovin, ale je nutné tyto hrozny ponechat dlouho na kefich. Vino ma podobny
charakter jako Ryzlink rynsky, ale ma o néco vyssi cukernatost a také vy$Si Grodnost.
Aromaticka viné po lipovém kvétu nebo broskvich dodava tomuto vinu svou specifickou
chut [5, 6, 12, 14].

Obrdazek 4  Hrozen a list odriidy Hibernal
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2.6 Chemické slozeni hroznu

Chemické slozeni hroznli hraje velmi vyraznou roli ve vysledné kvalité vyrabéného
vina. Slozeni ovliviiuje odriida vina, kvalita pudy, zralost bobuli a v neposledni fadé také
klimatické podminky daného regionu. Nejdilezitéjsimi organickymi a anorganickymi latkami
bobuli hroznii a mostu jsou voda, sacharidy, organické kyseliny a aminokyseliny, které patii
do skupiny primarnich metaboliti. Aromatické a fenolické latky patfi do sekundarnich
metabolitt. Nejdulezitejsi latky obsazené v bobulich znazortiuje Tabulka 1 [4, 16].

Tabulka 1 NejdiileZitéjsi latky obsaZené v bobulich hrozmii révy vinné [15]
Obsahova latka Obsah v moStu
Voda 780 — 850 g/l
Cukry 120 — 250 g/
Kyselina 6-15g/1
Mineralni latky 2,5-5,0g/1
Dusikaté latky 0,2-1,4 g/
Fenolické latky (barviva, taniny) 0,1-2,5g/l
Vitamin B1 (Thiamin) 0,1 -0,4 mg/l
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,15 mg/l
Vitamin B6 0,1 -0,4 mg/l
Kyselina pantothenova 0,35 - 0,75 mg/l
Vitamin C 8 —30 mg/l
2.6.1 Voda

Voda je nejdulezitejsi soucasti bobuli hroznti a mostu, slouzi totiz jako rozpousteédlo
pro ostatni vyznamné latky. 1 litr moStu obsahuje asi 780 — 850 g vody. Tento obsah se vSak
muize snizit pii zrani kvuli vypafovani nebo pii mrazu [2].

2.6.2 Sacharidy

V listech a v mensim méfitku také v bobulich, které obsahuji chlorofyl, se sacharidy
tvofi procesem fotosyntézy, a to z oxidu uhliitétho a vody, diky slune¢nimu zafeni.
Nejintenzivnéji fotosyntéza probiha pfi 30 °C a béhem tohoto procesu se uvoliuje kyslik.
V prvnim kroku se zde vytvoii hydrataci tridzy, tento krok se uskutecriuje pres kyselinu
fosfoglycerolovou. Dale se triozy postupné preméfiuji na hexozy. Dvé tretiny téchto cukra
se bud odbouraji pfi dychacim procesu, nebo se preméni na slozité§i slouCeniny
napf. kyselina vinna, glykolova, manitol, sorbitol. Nejvice cukri se z listdl transportuje ve fazi
zrani a pfezravani [2, 4, 9].

Nejdalezitéjsim cukrem ve vinné révé je sachardza, ktera se enzymaticky Stépi
na glukozu (hroznovy cukr) a fruktézu (ovocny cukr), schéma §tépeni znazoriiuje Obrazek 5.
Tyto cukry jsou dulezité pro alkoholové kvaseni. Obsah glukdézy mimé prevazuje
nad fruktozou, protoze fruktdéza se lehce oxiduje v dychacim fetézci. DalS§imi cukry, které
se vyskytuji v bobulich v malém mnozstvi, jsou nezkvasitelné pétiuhlikaté monosacharidy
(maltoza, galaktoza), nerozstépenda sachar6za a Skrob, ktery je obsazen v tfapinach.
Diky obsahu cukru ve vin€ lze zjistit potencialni obsah alkoholu po prokvaseni, proto
se cukernatost prubé€zné meéfi mostoméry nebo optickymi pfistroji. V nasich podminkach je
optimalni obsah cukru v mostu asi 11 — 25 kg/1001[11, 15, 16].
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Obrdzek 5 Schéma hydrolyzy sacharosy na glukosu a fruktosu [29]

2.6.3 Organické kyseliny

Pii rozkladu cukrii vznikaji v mostu oxidaci prevazné kyselina vinna a kyselina
jablecna. Dale mohou bobule obsahovat kyselinu jantarovou a malonovou, které se vyznamneé
podili na tvorbé aromatickych a chutovych latek. Kyselina citronova se v bobulich vyskytuje
také, ale ve viné se nenachazi, protoze se rozklada pri kvaSeni mostu. Dale se mohou
vyskytovat kyselina octova, mlécna nebo maselna, které vznikaji ptisobenim mikroorganisma.
Nejvice kyselin obsahuje bobule v procesu rustu, méknutim hroznu se obsah a koncentrace
titrovatelnych kyselin snizuje. Kyseliny ve viné jsou dualezité diky svym vlastnostem, které
ovliviiuji aroma a chut vina, ale také mohou slouzit jako konzervacni ¢inidlo [15].

Nejstabilnéjsi a nejsilnéjsi kyselinou je kyselina vinna, jeji obsah v bobulich se témer
neméni. Tato kyselina se vyskytuje ve tfech optickych izomerech, a to jako L — kyselina
vinna, D — kyselina vinna a kyselina mesovinna (Obrazek 6). S draslikem a vapnikem tvofi
opticky aktivni formy Spatné rozpustné soli. Tento fakt se vyuziva pfi snizovani obsahu
kyseliny vinné v mostu. Béhem kvaseni se obsah snizuje vypadavanim tzv. vinného kamene

(vinan draselny), ktery vznika vysrazenim kyseliny hydroxidem draselnym.
OH OH

HDOCA{COOH Hooc/kl/CODH

OH OH
L{+) D(-)

OH

COCH
HOOC

OH
meso

Obrdzek 6  Vzorce optickych isomerii kyseliny vinné [43]

Kyselina jablecna je lépe odbouratelnd nez kyselina vinna, ale vyznacuje se ostiejsi
a nezralejsi kyselou chuti, kterd je zadouci u mladych vin. Tato kyselina tvofi s draslikem
a vapnikem lépe rozpustné soli nez kyselina vinna, a proto se timto zpusobem jeji obsah
v moStu nesnizuje, protoze sul kyseliny by zastavala dale v mostu. Snizeni obsahu kyseliny
jable¢né se provadi pusobenim bakterii mlééného kvaseni, které rozlozi kyselinu jable¢nou
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na kyselinu mlé¢nou. Proces tzv. jablecno — mlééného kvaseni (Obrazek 7) probiha az béhem
Skoleni a zrani vina [4, 11, 16].

0 H+ CH 3
O "y,
b ! o
‘ OH
Cco,
(@) OH D
Kyselina L-jablecna Kyselina L-mlééna

Obrdazek 7  Schéma jablecno — mlécného kvaseni [44]

2.6.4 Mineralni latky

Mineralni latky se do bobuli hrozni dostavaji z pudy, a proto je dilezita jeji kvalita,
slozeni a jeji vlastnosti. Dal§imi faktory, které ovliviiuji pfisun mineralnich latek do révy
a poté do mostu jsou klimatické podminky, odruda révy, jeji vlastnosti a pozadavky, a také
vyziva vinice, ve které réva vyrasta. Nejdulezitéjsi mineralni latkou v réveé vinné je draslik,
v popelu vina ho byva asi 50 %. Jeho koncentrace v bobulich hrozna se zvySuje ve fazi
dozravani v souladu s hromadénim sacharidi. Draslik je dulezity hlavné proto, Ze snizuje
obsah kyselin a tedy i pH tim, ze tvoii s kyselinou vinnou soli (vinany), které z vina
vypadavaji jako vinny kamen. Dal§imi mineralnimi latkami jsou hoicik, ktery negativné
ovliviiuje chut' vina svou horkosti a vapnik, ktery na rozdil od hoiciku ovliviiyje vino
pozitivné, a to predevsim jeho senzorické vlastnosti. Bila vina obsahuji méné mineralnich

latek nez Cervena, nebot u nich nedochézi k nakvaseni rmutu jako u vin cervenych [11, 15,
16].

2.6.5 Fenolické latky

Fenolické latky jsou slouceniny, které maji ve vinohradnictvi a ve vinarstvi velky
vyznam. Do této skupiny latek pati fenolové kyseliny, flavonoly, anthokyany a tfisloviny.
Tyto latky jsou dilezité pro senzorickou kvalitu vina, a to prfedevsim pro barvu, hotkou chut
a antioxida¢ni vlastnosti napf. hydroxyskoficové kyseliny maji vliv na hnédnuti mosta
u bilych vin. Obsah téchto latek je u bilych a Cervenych vin rozdilny, pfedstavuje je Tabulka
2. Fenolické latky jsou u révy obsazeny predevsim v tfaping, slupce, duzniné i v bobulich a
semenech. Vyskyt fenolickych latek je ovlivnén klimatickymi a padnimi podminkami
regionu, odrudou nebo agrotechnickymi zasahy na vinici [2, 11].

Anthokyany (Cervena barviva) se fadi do jedné z vyznamnych skupin fenolickych
latek, zvySeny obsah nastava od faze méknuti do faze zralosti. Jsou to glykosidy riznych
aglykonti, které se nazyvaji anthokyanidiny. Jako soucast molekul anthokyant bylo
identifikovano pouze 5 sacharidi a to: D — glukosa, L — rhamnosa, D — galaktosa, D — xylosa
a L — arabinosa. Do této skupiny patii naptiklad kyanidin (fialovy) a malvidin (purpurovy),
Obrazek 8.
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Strukturni vzorce kyanidinu a mabvidinu [36]

Dal$i skupinou fenolickych sloucCenin jsou trisloviny (taniny). Jsou to derivaty
viceatomovych fenoll, které tvoii koloidni roztoky. Trisloviny se nachazeji ve slupkach
bobuli, tfapinach a pecickach. Na taniny v tfapinach se neklade velky diraz, protoze
se vétSinou odstranuji jiz pred lisovanim. Senzorické vlastnosti tedy témér neovliviiuji,
dulezitéjsimi latkami jsou tiisloviny ze slupek, pecicek nebo dubovych sudi, ve kterych
se vino skladuje nebo ve kterych zraje. Do této skupiny patii katechin, epikatechin a jejich
dimery, trimery nebo oligomery, tzv. proanthokyanidiny, a také slouCeniny, které patii mezi
flavan-3-oly. Védecké studie ukazaly, ze antioxida¢ni sila proanthokyanidini v téle ¢lovéka
je 20krat vys$i nez vitamin E a 50krat vétsi nez vitamin C. Jiné studie ukazaly,
ze proanthokyanidiny pomahaji chranit lidské télo pfed poskozenim sluncem, pomahaji
zlepSovat vidéni a zlepSuje flexibilitu v kloubech a tkanich [15, 16, 26].

Tabulka 2 Obsah jednotlivych skupin fenolickych latek v bilych a cervenych vinech [16]

Skupina fenolickych latek

Bila vina

Cervena vina

Mlada Starsi Mlada Starsi
Ne — flavonoidy
Hydroxyskofticové kyseliny 154 130 165 60
Hydroxybenzoové kyseliny 10 15 60 60
Hydroly,zox'l,at,elne taniny 0 100 0 250
(pochéazejici z dubu)
Stilbeny (Resveratrol) 0,5 0,5 7 7
Celkovy obsah mg/l 164,5 245.5 232 37
Flavonoidy
Monomerni flavanoly 25 15 200 100
Proanthokyagldlny a 20 25 750 1000
kondenzované taniny
Flavonoly - - 100 100
Anthokyany - - 400 9
Ostatni - - 50 75
Celkovy obsah mg/l 45 40 1500 1365
Fenoly celkové 209.5 285.,5 1732 1742
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2.6.6 Aromatické latky

Aromatické latky svym vzajemnym pusobenim a vlastnostmi urcuji celkové aroma
vina. Nékteré odrady obsahuji pouze nékolik aromatickych latek, zatimco jiné odrudy
obsahuji velka mnozstvi v urcitych pomérech, a tim tvoii typické odridové aroma. Mnozstvi
aromatickych latek v odridach zavisi predevS§im na dané odrade€, roCniku, zralosti, pudé
a hnojeni vinice. Specificnost vini u ruznych odrid je dana tim, ze se aromatické latky
vytvaii na vnitini stran€ slupky a tam jsou geneticky zakddovany, napt. Tramin pfipomina
svym aroma tézké rize, Muskat muskatovy orech.

Z chemického hlediska jsou aromatické latky svou strukturou podobné éterickym
olejim, jsou to smési alifatickych a aromatickych alkohold, esterti, acetaldehydd, mastnych
kyselin, dusikatych sloucenin, thiola a heterocyklickych sloucenin. Tyto latky se déli do dvou
kategorii a to podle toho, ve které fazi se vino nachazi [2, 9].

Primarni aromatické latky charakterizuje predevs§im aroma bobuli, které se po procesu
zpracovavani dostava do moStu a vina. Do této skupiny patii aromatické latky ve volné
a vazané formé, obé skupiny jsou typické pro urcité odridy vina. Aromatické latky ve volné
formeé lze senzoricky ohodnotit jiz pfi prabéhu zrani pfimo na vinici, protoze pii procesu
kvaSeni unikaji nebo se prfemérnuji na sekundarni aromatické latky. Pfeména latek muze
probihat také vlivem puasobeni uslechtilé plisné Botrytis cineria, ale také negativnim
napadenim bakteriemi a plisnémi. Profil vina vytvareji pfedevsim aromatické latky ve vazané
formé, které se uvoliyji az pfi nakvaSeni mo§tu mladého vina, protoze se tvoii diky €innosti
kvasinek a enzymu.

Sekundarni aromata vznikaji predevs§im béhem kvaseni, Skoleni nebo zrani vina. Dale
se aromatické latky déli do nékolika zakladnich skupin: monoterpeny, norisoprenoidy,
methoxypyraziny a tékavé fenoly.

e Monoterpeny — tyto latky jsou charakteristické pro muskatové odrudy, a to napiiklad
Muskat moravsky, Muskat Ottonel nebo Tramin. Jejich aroma pfipomind muskatovy
otech a kvétiny.

e Norisoprenoidy — vznikaji diky obsahu karotenoidd, které jsou obsazeny v duzniné
bobuli, ale predevsim v jejich slupce. Obsah norisoprenoidi se zvysuje postupnym
odbouravanim karotenoidd, kterych pii fazi dozravani ubyva. Charakteristickou
odridou pro tyto latky je Chardonnay, které voni po tropickém ovoci a kvétech diky
norisoprenoidu f — damascenon.

e Methoxypyraziny — jsou charakteristické pro odridu Sauvignon a Caberenet
Sauvignon. Nejvyznamnéj§im zastupcem je isobutylpyrazin, ktery ma specifické
travnaté aroma. Obsah téchto latek je nejvyssi v zelenych bobulich, zranim dochazi
ke snizovani obsahu.

e Tékavé fenoly — vétsinou poskozuji kvalitu a aroma vina. Obsah fenolt v bobulich
zavisi na odrudé€, pocCasi nebo agrotechnickych zasazich na vinici. Obsah fenolu
ubilych odrid lze zjistit jiz na vinici, a to hnédym zbarvenim bobule, které
po zpracovani vina zapficini hotkou chut’ a nepfijemné aroma [11, 15, 16].

2.6.7 Dusikaté latky

Do skupiny dusikatych latek patfi pfedevSim aminokyseliny, peptidy, bilkoviny,
vitaminy, amonné soli, aminy a dusi¢nany, které se v hroznech vyskytuji v mineralni nebo
organické formé. Vys§i obsah téchto latek maji jakostni odridy révy nez odridy méné
jakostni. Béhem kvasného procesu se obsah dusikatych latek snizuje z toho divodu, ze slouzi
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jako potrava pro kvasinky, avSak kzavéru kvaseni se koncentrace opét zvySuje,
a to piedevsim obsah aminokyselin, které vznikaji autolyzou kvasinek. Dvacet rtiznych
aminokyseliny ve vin€ se podili na vytvafeni chutovych a aromatickych latek. Pozitivni vliv
na senzoricky profil vina maji pfedevsim arginin, fenylalanin a tyrosin, zatimco negativni vliv
maji methionin, threonin a leucin. Aminokyseliny jsou dulezité jako zdroj pro potravy
pro kvasinky, ale také pro bakterie mlécného kvaseni, které jsou dilezité pii snizovani obsahu
kyseliny mlécné pii jableCno — mlééném kvaSeni. Bilkoviny slouzi jako stabilizator vina
amostu [2, 11, 15, 16].

2.6.8 Enzymy

Tyto latky jsou pro vinafskou technologii velmi dulezité, jsou to biokatalyzatory
zivotni Cinnosti bunek, které urychluji zakladni biochemické pochody. Z chemického hlediska
jsou to vysokomolekularni bilkovinné latky koloidni povahy. Pro pouziti ve vinafstvi je
dulezité znat vlastnosti, povahu a pisobeni enzymu a az tehdy se mohou vhodné kombinovat.
Kazda chemicka reakce, ktera v bobulich hroznti probiha, je zapfiCinéna specificky danym
enzymem. Enzymatické preparaty se pouzivaji pfedevSim pro zlepSeni vlastnosti vina
napf. zlepSeni vylisnosti hroznd, zlepseni odkaleni, filtrace a stabilizace vina nebo extrakce
a stabilizace barviv a aromatickych latek [11].

V bobulich hroznii se setkavame s velkou rdznorodosti enzymd, ale pusobi zde
predevsim oxidacni enzymy (oxidaza, polyfenoloxidaza, peroxidaza, alkoholdehydrogenaza,
askorbinaza atd.). Tyto enzymy zpusobuji hnédnuti mladych vin, proto se vina upravuji
sifenim, aby se zastavilo prendSeni kysliku a nasledna nezadouci oxidace vina. DalSimi
dilezitymi zastupci enzymi jsou pektinazy, glykosidazy, glukanazy a proteazy.

Pektolytické enzymy (pektolazy) jsou dulezité pii enzymatickém Sté€peni pekting,
které¢ jsou obsazeny v duznin€ a slupce bobuli. Pouzivaji se pfedevsim pro lepsi vycifeni
a odkaleni mostu pfed procesem kvaseni nebo pro lepsi uvolnéni barviv a aromatickych latek
do vina. Pektinazy nejsou zavislé na pH mostu, avsak teplota by pro spravnou ¢innost enzymu
mela byt 20 — 30 °C. Pridavani pektinaz do mosti by mélo byt spravné naasované, aby byla
dosazena pozadovana kvalita vina. Pektinazy se mohou aplikovat ve ctyfech piipadech:
pred lisovanim, v pribéhu macerace hroznt, pfed maceraci na rmut a po vylisovani mosti.

Glykosidazy — tato skupina enzymd napomaha uvolfiovani aromatickych latek
(glykosidtl) z pevnych casti bobuli. Tento proces mize probihat i s pomoci vinnych kvasinek,
které jsou vétSinou v mosStu obsazeny v nizkych koncentracich, a proto se vyuziva spise
komerc¢né vyrobenych enzymi s vysokou aktivitou B-D-glukosidazy, ktera vyrazné prispiva
k tvorbé aroma b&hem procesu vyroby vina [11, 16, 17].
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2.7 Technologie vyroby vina

V celosvétovém mefitku v produkci vina pfevazuje vyroba vina z bilych odrid, a to
ccav 85 %. V Ceské republice podil bilych odrid prevazuje také nad modrymi odriidami,
jednak kvali vétsi ploSe osazeni bilymi odriadami, ale také proto, ze bilé hrozny zde 1épe
dozravaji. Z téchto bilych odrid se vyrabi predev§im vybérova, odridova, typova a znackova
vina. V pfiznivych rocnicich se vyrdbi pravé vina vybérova, ktera maji své typické
charakteristické vlastnosti a musi je uznat odborna, vybérova komise. Odridova vina jsou
typicka svou jednotnou Cistou odridou hrozni, ktera musi byt obsazena minimalné v 75 %.
Typova vina maji své charakteristické vlastnosti, chut a aroma diky lokalité nebo pudg,
ve které vyrustaji a znackova vina jsou oznaCena znackou vinarského zavodu, kde se vyrabi
ajsou velmi kvalitni. Technologie vyroby vina probiha v nekolika fazich, které znazoriuje
Obrazek 9 [4, 12, 16].
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Obrdazek 9  Schéma technologie vyroby vina [40]

2.7.1 Vinobrani

Sklizeri hroznu se vétsinou zda jako jednoduchy krok v technologii vyroby vina, av§ak
opak byva pravdou. Zrani hrozni se musi sledovat minimalné€ nékolik tydnt pied sklizni,
aby se hrozny sklizely pokud mozno v tzv. konzumni zralosti. Dokonala zralost totiz zajistuje
potfebné predpoklady k dobré jakosti produkovaného vina, a to diky vysoké cukernatosti
a priméfenému mnozstvi kyselin, které jsou velmi dilezité pro vinafskou technologii. Tyto
faktory se sleduji béhem zrani predbéznymi zkouskami. Dal§imi faktory, které se pred sklizni
sleduji, jsou zdravotni stav hroznu, tfisloviny nebo barva. Pokud nejsou bobule dostatecné
vyzralé, produkované vino mé drsnou, kyselou chut, zatimco ptezralé hrozny, které sice maji
nejvyssi cukernatost, ale minimalni nebo zadny obsah kyselin, maji zcela neharmonickou
chut’ vina. Hrozny by se mély sklizet za teplého a suchého pocasi, aby nedoslo k nafedéni
vodou. V naSich klimatickych a zemépisnych podminkach dozravaji bobule na prelomu zafi
a fijna, kdy také probiha sklizeni. Sbiraji se vétSinou vSechny odridy, kromé hroznt urCenych
pro produkci vin s pfivlastkem (ledova vina, pozdni sbér). Hrozny urcené k vyrob& vina musi
byt Cisté, zdravé, nezapafené, musi se sbirat podle jednotlivych odrid a také podle barev, bilé
(rizové, Cervené) pro vyrobu bilého vina a modré pro vyrobu vina Cerveného. Hrozny, které
jsou napadeny néjakou chorobou, se musi sbirat oddélené [12].
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Sklizenn hrozni se muze provadét dvéma zpusoby, bud rucn€, nebo mechanickym
zpusobem (Obrazek 10). Rucni sklizeti je stale nejbéznéjsim a nejSetrn€j§im zpusobem sbéru
vina. V nékterych oblastech jako napt. v Champagni se pouziva pouze rucni sbér hroznd,
protoze hrozny se musi dopravit z vinice neposkozené a nepopraskané. Dalsi vyhodou ru¢niho
sbéru je prottidéni bobuli pfimo na vinici, tim padem se do vyrobny nedostanou shnilé hrozny
nebo hrozny, které jsou napadeny plisni. Pfi rucni sklizni se hrozny z kefi odfezavaji nozem
nebo odstiihavaji nizkami a ukladaji se do plastovych nebo smaltovanych nadob. Hrozny
nikdy nesmi pfijit do styku se zelezem, vhodné nejsou ani médeéné nebo plechové nadoby.

9 Vi \
°O°O°O°O 3 o°o°o°o°
10 [
L [ 1

Nl

1 — portdlovy rém, 2 — podvozek, 3 — kabine, pohony, 4 — sklized Osiroji, 5 — zdchying stroji
& — doprovniky, 7 — vynsedi dopravniky, 8 — veasilétory, 9 — sepuraéni ustrofi, 10 — zsobaiky

Q

SNONN

Obrazek 10  Schéma mechanického sklizece hroznii [41]

Mechanizovana sklizen se uskutecriuje pomoci sklizecti (Obrazek 11) a ma své vyhody
i nevyhody. Tato metoda sklizeni je velmi oblibena predevsSim v Australii, kde se hrozny
sklizi v noci pfi nizké teploté. Mechanizovana sklizeri je velmi rychlé a levna, avsak dochazi
pfi ni k vyraznému poruseni a popraskani bobuli hroznl. Dals§i nevyhodou je fakt,
ze se sklizeCe nedaji pouzit na vSechny vinice (vinice na strmych svazich) nebo odrady
(botryticka vina) [2, 10].
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Obrdzek 11  Fotografie mechanického sklizece [41]

2.7.2 Prejimka a zpracovani hroznu

Sklizené hrozny z vinice se do vyroben dopravuji v nejrizngjSich bednach, kadich,
navésech, kontejnerech atd. nepopraskané nebo nepomackané, aby se nekontaminovaly
Skodlivymi bakteriemi. Spravné by se mély hrozny zpracovat tentyz den, ve kterém se sbiraji,
aby nedoslo k zapafeni nebo naocténi. Pokud tato podminka nemuze byt z n€jakého davodu
splnéna, hrozny se umisti do chladu a posypou se pyrosifiitanem draselnym nebo sodnym
vdavce 10 — 15 g/100 kg a zpracuji se co nejdiive. Pfi pfejimce hroznt by se mél zvolit
co nejSetrnéj§i postup, aby nedoslo k poruseni bobuli (samospad, pasovy dopravnik, hadice,
potrubi). Pfed zpracovanim hroznti se zjiStuje hmotnost hrozni pro vypocet vylisnosti
avynosu jednotlivych odrid, zdravotni stav bobuli a cukernatost, ktera se méfi specialnimi
mostoméry. Cukernatost se v Ceské republice udava v °NM (normalizovany mostomér), tato
hodnota udava, kolik kilogram® cukru je obsazeno ve sto litrech mostu. Udaje o cukernatosti
se lisi pfevazné rocnikem, terminem sklizné nebo odridou. Dal§i moznosti pro meéteni
cukernatosti jsou refraktometry [2, 10, 12].

2.7.2.1 Mlynkovani

Je to proces, pii kterém se do drtice (mlynku) dopravuji celé hrozny rovnou z prejimky
a dochazi zde k rozdrceni bobuli i s tfapinami. Vznikly produkt se nazyva rmut, ktery se poté
dikladné provzdusiuje a jeho vyté€znost je zavisla na kvalité rozdrcenych bobuli.
Provzdusniovani je dilezité pro podporu rustu kvasinek, predevs§im v pocatecni fazi kvaSeni.
Mlynek, ktery narusuje strukturu bobuli, musi byt nastaven tak, aby nerozmackal i tfapiny
a semena, ale pouze duzninu bobule. Pokud by totiz doSlo k rozdrceni tfapin a semen,
tak by se do mostu dostalo velké mnozstvi chlorofylu a tfislovin, které by v budoucim viné
vytvorily trpkou nebo travnatou nezadouci pfichut. Mlynkovani se miZze provadét riznymi
typy mlynkd — valcové, bubnové, kladivkové nebo odstiedivé nebo mlynkoodstopkovaca
(Obrazek 12) [9, 11, 16].
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Obrdzek 12 Schéma cinnosti mlynkoodstopkovace [20]

2.7.2.2 Odzrriovani

Odzriovani je dulezitym krokem pii procesu vyroby bilého vina. Dochazi zde
k odstrafiovani tfapin ze rmutu. Drt’ pada z mlynku do podstavné nadoby (kad€) nebo ptfimo
do odzriiovace, kde se pomoci lopatek rmut vystira na sito bubnu, diky kterému se hrozny
odtrhavaji a propadavaji do pfipravené nadoby, zatimco trapiny vypadavaji ven na konci
zafizeni. Vina, ktera jsou vyrobena z odzmeénych hroznl, maji pfijemnéjsi chut a jemnéjsi
charakter nez vina z hroznii neodzrnénych. Rozdilem v technologii vyroby ¢erveného a bilého
vina je praveé tato faze odzriiovani rmutu, nebot pii vyrobé vina Cerveného se rmut
neodzriiuje, ale dochazi k jeho nakvaseni, pfi kterém se tvori typické senzorické vlastnosti
a také potiebné vylouzeni barviv. VétSinou se modré odrudy nechaji nakvaset 4 — 14 dni
pii 20 — 25 °C, podle pozadovanych vlastnosti budouciho vina [2, 18, 23].

2.7.2.3 Lisovani

Lisovanim hrozni dochazi k oddélené mostu od tzv. matolin, ty pfedstavuji tuhé
slozky bobuli, které byly obsazeny ve rmutu. Nejkvalitn€jsi a nejjemnéjsi vino je scezeny
rmut bez lisovani tzv. samotok. Tento podil obsahuje nejvice cukru a kyselin a jeho vytézek je
asi 60 %. Prvni a druhé lisovani je bohaté predevsim na extrakcni latky a vytézek se pohybuje
mezi 10 — 25 %. Pokud se provadi tfeti lisovani (5 %) most obsahuje velké mnozstvi tfislovin,
které ve viné nejsou pfili§ zadouci. Ze 100 kg hroznt se vétSinou ziska asi 75 1 mostu. Tento
udaj je pouze orientacni, nebot’ vytéznost je zavisla predevsim na odrudé bobuli (kvalitnéjsi
odridy maji mensi vytéznost), stupném zralosti, zpisoby zpracovani pied lisovanim, tloustce
lisované vrstvy nebo poctem opakovani lisovani. Pro lisovani se pouziva nejriznéjSich list, a
to napiiklad Sroubové, kontinuélni, hydraulické, pneumatické nebo §nekové lisy (Obrazek 13)
[19, 20, 23].
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il sy

1 - nasypka, 2 - lisovaci $nek, 3 - lisovaci ko3 s kruhovymi vyztuzemi
4 - odvod samotoku, 5 — odvod dolisku, 6 - pfitlacné viko

7 - regulace lisovacfho tlaku, 8 — odvod matolin

9 - elektromotor, 10 — pfevodovka

Obrazek 13 Schéma cinnosti snekového lisu [21]

2.7.3 Uprava mostu pro kvaSeni

Tyto upravy se provade€ji hlavné z toho divodu, aby most urCeny pro kvaseni byl
natolik kvalitni, aby byl zarucen bezproblémovy kvasny proces. Vét§inou se provadi upravy
cukernatosti a kyselosti, odkalovani nebo sifeni mostu [2].

2.7.3.1 Odkalovani mostu

Proces odkalovani slouzi k odstranéni necistot z moStu. Tyto necistoty pochazi
jiz z vinice z nejruznéjsich hnojiv, které byly na vinici pouzivany, popilku a prachu nebo
pti drceni a jinych technologickych procesech, pii kterych se do mostu dostavaji dalsi
necistoty obsahujici nezadouci Skodlivé mikroorganismy. Kaly ve vin€ vznikaji usazovanim
téchto necistot a strhavaji s sebou 1 jiné nezadouci latky (t€zké kovy, slizové latky, rezidua
pesticidu atd.) [19, 23].

2.7.3.2 Uprava kyselosti

Uprava kyselosti se pouziva predev§im u vin, které byly vyrobeny z nevyzralych
hroznii a maji tvrdou a kyselou chut’. Pokud se ale rozborem mostu zjisti pfili§ vysoky obsah
titrovatelnych kyselin, mize se pfistoupit k chemickému odbourani téchto kyselin, protoze
v takovych pfipadech nelze odbourat takové mnozstvi biologickou cestou (jable¢no — mlécné
kvaseni). Pro chemické odbourdvani kyselin se pouziva uhliitan vapenaty, ktery tvorti
s kyselinou vinnou nerozpustnou sul vinan vapenaty podle rovnice:

H,C,H,0, +CaCO, — CaC,H,0, +CO, +H,0

Tato metoda je zatim nejlevnéjSim a nejCast€jSim zpusobem, ktery se vyuziva
k odbouravani kyselin, av§ak pouziva se hlavné ke snizeni obsahu kyseliny vinné, protoze
s kyselinou jable¢nou tvori uhliitan vapenaty rozpustnou sul jableCnan vapenaty, ktera
se vysrazi pouze ¢asteén€. SniZzovani kyselosti se musi provadét pouze mirnym zptsobem asi
00,5 — 2 g/l, aby nedoslo ke znehodnoceni chuti a vlastnosti vysledného vina. Na snizeni
veskerych kyselin o 1 g/l se spotiebuje asi 67 g uhli¢itanu vapenatého na 100 1 mostu [11, 19,
23].
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2.7.3.3 Uprava cukernatosti

V nékterych ro¢nicich maji hrozny pfili§ malo cukru, proto se mosty mohou podle
Zakona o vinohradnictvi a vinafstvi 321/2004 Sb. v aktudlnim znéni, pfislazovat (Tabulka 3).
Pro tyto ucely se pouziva rafinovany fepny cukr (sacharéza). Pokud chceme zvysit
cukernatost mo§tu o 1 °CNM musime pfidat 1,1 kg cukru do 100 1 mostu. Pficukiovani,
neboli chaptalizace, je povolena pouze u stolnich a jakostnich vin, u vin s pfivlastkem plati
ptisny zakaz. Statni zemeéde€lskd a potravinaiskd inspekce udava, ze ve vinafské zoné A
(oblast Cechy) 1ze zvySovat obsah alkoholu maximalné o 3 % obj., to znamena, e cukernatost
mosti a rmutd se muze zvysit maximalné o 5 °NM. Ve vinai'ské zon€ B (oblast Morava) lze
zvySovat obsah pfirozeného alkoholu maximalné o 2 % obj. a cukernatost mosti a rmutl
se muze zvysit maximalné o 3,4 °NM [9, 19, 23].

Tabulka 3 Maximalni limity pro zvySovdni prirozeného alkoholu platné od roku 2011[42]

CECHY

Vina bez CHOP/CHZO* a vina

s CHZO (diive ,,stolni“ a zemska Vina s CHOP (jakostni odriidova

nebo znamkova vina)

vina)
bilé a razové Cervené bilé, razové i Cervené
max. alkohol ve
viné (% obj.) 11,5 12,0 15
max. cukernatost
upraveného mostu 19,3 20,2 25,2
(°NM)
MORAVA

Vina bez CHOP/CHZO* a vina

s CHZO (diive ,,stolni“ a zemska Vina s CHOP (jakostni odriidova

nebo znamkova vina)

vina)
max. alkohol ve
viné (% obj.) 12,0 12,5 15
max. cukernatost
upraveného mostu 20,2 21,0 25,2
(°NM)

* CHOP — chranéné oznaceni pavodu, CHOZ — chranéné zemépisné oznaceni [28]

2.7.3.4 Sifeni

Oxid sifi¢ity (SO2) se do mostu piidava proto, ze slouzi jako redukéni a antiseptické
¢inidlo. Vaze na sebe molekuly kysliku, které zptisobuji oxidaci vina a také acetaldehyd, ktery
negativné ovliviiuje senzorické vlastnosti vina a zpusobuje jeho zvétralou chut. Mnozstvi SO2
potfebného k sitfeni se dé€li do tii kategorii: slabé, stiedni, silné az velmi silné. U zdravych
rmuth se piidava 10 — 30 mg/l SO, tato davka postacuje k inaktivaci oxidacnich enzymu
ve rmutu. Slabé sifeni také podporuje stimulaci kvasinek. Davka 50 — 80 mg/l se naopak
pouziva k brzdéni rozvoje kvasinek a mlécnych bakterii kvuli odkalovani mosta, a také
se podili na ochrané pred kvasni¢nimi kaly pfi staeni vina. Silné a velmi silné sifeni slouzi
k zabranéni rozvoje nezadoucich bakterii a plisni v moStu, které ho kontaminuji. V tomto
pfipad€ je nutna davka SO> 100 — 150 mg/l. Tento zpusob sifeni se pouziva pii odkalovani
mosti a rmutd z nahnilych nebo naplesnivélych hroznu [4, 11].
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2.8 KvasSeni moStu

KvasSeni mostu neboli alkoholova fermentace, je biochemicky proces, pfi kterém
se jednoduché cukry (glukoza, fruktéza) obsazené v mostu rozkladaji na ethanol a oxid
uhlicity, diky vinnym kvasinkdm. Oxid uhliity je velmi nebezpecny, protoze je leh¢i nez
vzduch a tim padem je schopny zapliiovat sklepy, ve kterych je potom nedychatelné prostredi,
proto se musi kvaseni pozorné¢ hlidat, aby nedoslo ke smrtelnym nehodam. Ethanol je jednou
z nejdulezitéjSich slozek vina a ovliviiuje jeho senzorické vlastnosti, avsak nad 13 % pusobi
agresivné a pali v ustech. Dal§i vyhodou obsahu ethanolu jsou jeho konzervacni vlastnosti.
Pti fermentaci vznikaji jako vedlejsi produkty glycerol, kyselina mlécna, kyselina octova,
vyssi alkoholy a methanol, ktery vznika rozkladem pektini. Alkoholovou fermentaci lze
provadét dvéma zplisoby: spontanni nebo fizenou fermentaci [9, 16, 23].

Spontanni kvaseni patii mezi tradi¢ni technologie vyroby vina. Vina vyrobena touto
technologii maji specifické aroma a chut, ale vyzaduji delsi ¢as na vyrobu a dulezité je také
kvalitni dozrani hroznd. V tomto zptisobu kvaseni se musi dbat na duslednou kontrolu obsahu
oxidu sificitého, aby se minimalizoval rust populaci riznych bakterii. Pokud jsou hrozny
zdravé, davka oxidu sifiCitého se ani pfidavat nemusi. Maximalni davkou pro jednorazové
pfidani SO je asi 50 mg/l. Bobule pro spontanni kvaseni musi byt zdravé (muze
se vyskytovat uslechtila Sed4 hniloba), vyzralé a mély by se sklizet pfi nizkych teplotach.
Technologické procesy (odstopkovani, drceni, mleti, lisovani) se musi provadét
co nejSetrnéj§im zpusobem. Pii odkalovani se odstraiuje pouze hruby kal, nebot mensi
kalové castice obsahuji velké mnozstvi kvasinek. Spontanni kvaseni nastava po uprave
cukernatosti nejlépe ve vinném sklepé a musi se dikladné kontrolovat kvili chorobam nebo
vadam ve vin€. Teplota mostu by se méla pohybovat mezi 15 — 18 °C, kvaseni muze probihat
az mésic. Po prokvaseni mostu se vino stoci z kalu, u pozdnich sbérti se most necha prokvasit
tzv. do sucha [9, 23].

Rizené kvaseni se od spontanniho li§i vinnymi kvasinkami, které se k nému vyuzivaji.
Vyrobce vina si v dne$ni dobé miiZe vybrat z nepfebernych druha kvasinek napftiklad:

e kvasinky, které zvyrazni charakter odridy (Ryzlink rynsky, Sauvignon)
e kvasinky urCené pro aromatické odrady
e kvasinky pro plna vina.

Teplota pro fizené kvaseni mostu nesmi presahnout 25 °C, protoZe jinak by byl prubéh
kvaSeni pfili§ rychly nebo muze dochazet ke ztratam obsazeného alkoholu a aromatickych
latek. Optimalni podminky fizeného kvaSeni jsou dulezitym faktorem pro vyrobu kvalitniho
vina. Pfed zacatkem kvaSeni by teplota méla byt asi 15 — 18 °C (2 — 3 dny), béhem kvasSeni
by se méla pohybovat mezi 20 — 22 °C, v této fazi dochazi k tzv. bouflivému kvaseni,
pii kterém vznika CO:> a teplo. Tato faze trva nékolik dnt az tydnd. Obecné plati, ze mosty,
které maji niz§i obsah cukru, kvasi l1épe nez mosty svysokym obsahem cukru (vybér
z bobuli). Ve chvili, kdy je prokvasena asi polovina pfitomnych cukra (4 — 5 % obj. alkoholu)
a probiha rozmnozovani kvasinek, vznikd bur¢dk. Po bouilivém kvaSeni nastava faze
dokvaseni, kdy vznika mladé vino, které je velmi kyselé diky rozpusténému CO». V této fazi
produkce CO> ustava a vino je velmi citlivé na oxidaci, proto se musi nadoby neustale
dolévat, aby bylo zabranéno pfistupu vzduchu. Pti prvnim staCeni vina dochazi k odstraiiovani
kvasnic¢nich kalt, které vznikaji usazovanim zivych i odumfelych kvasinek. Kvasinky
sedimentuji na dno, protoze cukr, ktery pro né€ byl zdrojem zivin, je spotfebovan a ethanol je
pro kvasinky smrtici [9, 16].
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2.9 Zranivina

Zrani vina probiha na jemnych kvasni¢nych kalech, které maji reduktivni vlastnosti
ajsou dulezité v dlouhodobém procesu zrani vina. Kvasni¢né kaly vinu dodavaji specifické
organoleptické, fyzikalni a chemické vlastnosti a chrani vino pfed pfedCasnym starnutim.
Nejefektivn€j§im zpisobem zrani na kalech je zrani v dfevénych sudech, v tancich nebo
v demizonech. Nadoby, ve kterych vino zraje, maji na vyslednou kvalitu velky vliv. Pfi zrani
vina je velmi dulezité promichavat kal a to nejlépe v tydennich intervalech po dobu 6 mésicu
az jednoho roku, aby nedochézelo ke tvorbé sirnatych sloucenin nebo k nezaddouci oxidaci.
Délka zrani je individualni podle odrtudy vina [9, 16].

2.10 Skoleni vina

Je soubor operaci, které urychluji usazovani kalovych Castic, odstranuji nezadouci latky
a obecné zlepSuji vlastnosti a kvalitu vina. K nejdualezitéj§im operacim patii sifeni, Cifeni
a filtrace vina [9].

2.10.1 SiFeni vina

Sifeni je jednim z povolenych zplsobli konzervovani vina, jehoz ucinnou latkou je
oxid sifiCity (SO2). Ten omezuje Cinnost mikroorganismi a chrani vino pred oxidaci
a predCasnym starnutim. K sifeni sudi pred naplnénim se pouzivaji sirné platky, k sifeni vina
potom disificitan draselny, ale pouzivanéjsi je komprimovany SO», kterym lze sifit jak sudy,
ale rovnéz 1 vino v sudech [11, 23].

2.10.2 Citeni vina

Cifeni vina se provadi zejména ztoho divodu, aby nedochizelo k budoucimu
znehodnoceni a zhorSeni kvality. K této operaci dochézi mezi prvnim a druhym staéenim vina
nejriznéjSimi druhy Cifidel, které srazi nezadouci latky ve vin€. Srazeni a nasledné usazovani
probiha pii teploté do 25 °C, 2 — 3 tydny. Cifeni zajistuje Gistotu a &irost vysledného vina,
kterou spotiebitelé vyzaduji.

Cifidla se déli do tii zakladnich skupin:

e (ifidla zaloZend na adsorpci — aktivni uhli, kyanozeleznatan draselny
e (ifidla s kladnym nabojem — vajecny bilek, zelatina
e (ifidla se zapornym nabojem — tanin. agar, bentonit, kaolin [23]

2.10.3 Filtrace vina

Filtrace vina je metoda, kterd se pouziva k oddé€lovani pevnych castic (kaly,
mikroorganismy) zroztoku, a to takovym zpusobem, aby nedoSlo k chemickym nebo
organoleptickym zmé&nam ve vysledném ving. Uinnost filtrace zavisi na filtradnim materialu,
velikosti port nebo na poctu opakovani filtracniho procesu. Filtrovat se mohou mosty, mlada
vina, ale predevs§im vina pfed lahvovanim, aby bylo docileno mikrobiologické stability
a jiskrnosti vina. Filtrace muZze byt provedena nékolika zptsoby, a to napiiklad:

e kiemelinova filtrace — je vhodna pro zakalené moSty a mlada vina. Tato metoda
vyuziva principu povrchové filtrace (Obrazek 14), pii které jsou kalové castice vetsi
nez pory filtratniho materialu a proto ulpivaji na povrchu [20].
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Obrdzek 14  Schéma principu povrchové filtrace [20]

e deskova filtrace — je nejrozsifenéjsi metodou u nas, deskové filtry se vyrabéji v mnoha
riznych velikostech predevsim pro hrubou, jemnou a sterilni filtraci. Deskova filtrace
je hloubkova metoda (Obrazek 15), pii které lze zachytit kalové Castice, které jsou
mens$i nez pory pomoci klidovych mist v kapilarach nebo vlivem adsorpénich sil
na povrchu filtracni hmoty.

a b

ﬂy v?
DS J

a-mechanickeé zachyceni v klidovjich mistech kapilar
b - zachyceni adsorpénimi silami

Obrdzek 15  Schéma principii hloubkové filtrace [20]

e membranova filtrace — patii mezi nejkvalitngjsi filtra¢ni metody a provadi se tésné
pred lahvovanim vina. Velikost pori se pohybuje od 0,45 pum do 1,2 pm,
coz dostacuje pro pozadovanou sterilitu vina. Touto metodou lze uskutecnit také
mikrofiltraci nebo ultrafiltraci [9, 16, 21].

2.11 Vinné kvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné organismy, které tvoii ovalné nebo kulaté bunky. Jejich
rozmnozovani probiha predevs§im pucenim, kdy z jedné matetské buriky vyroste stejné velka
buiika dcefinna. NejrozSifenéjsSim druhem kvasinek je Saccharomyces cerevisiae, ktera
se pouziva kromé& vinafstvi i pro vyrobu piva, ethanolu nebo drozdi. Rod Saccharomyces
zavedl vroce 1838 Meyen. Kvasinky zkvaSujici ovocné mosty poté pozdéji v roce 1870
definoval Rees a nazval je Saccharomyces ellipsoideus, dnes se pouzivd nazev
Saccharomyces vini.

Vinaiské kmeny kvasinek most prokvasuji pii 25 °C po dobu 7 — 14 dnd, obsah
ethanolu se zvySuje pomaleji nez u jinych fermentanich vyrob. Vinné kvasinky musi mit
vEétsi toleranci vici etanolu (u Sampanskych vin az 8 — 12 %) a SO», kterym se oSetiuji mosty.
Lze je rozdélit do dvou kategorii na kulturni (exogenni) a ptirodni (apikulatni) [11, 13].

Kulturni kvasinky jsou kmeny pfirodnich vinnych kvasinek, které byly vyslechtény
v laboratofi. Vinafi je pouzivaji proto, ze jsou spolehlivéjsi nez kvasinky apikulatni, a také
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z divodu, ze odolavaji vyssim hladinam alkoholu. Pfirodni kvasinky jsou obsazeny
na povrchu slupek zralych hroznt. Tento kvasinkovy povlak obsahuje i jiné mikroorganismy,
ale pii dozrani hroznti obsahuje asi 10 milioni kvasinkovych bunék, asi 100 000 z nich jsou
vinné kvasinky. Tyto kvasinky zahajuji kvaSeni a vytvaii specifické viné ve viné. Jejich
nevyhodou je jejich nizka tolerance k ethanolu, proto se v dalsi fazi kvasSeni piidavaji
kvasinky kulturni [19, 27].

2.12 Vady vina

Zpusobuyji je latky, které se do vina dostavaji Spatnou manipulaci s vinem, nevhodnym
zpracovanim hroznd, kvasenim, zranim nebo nedostateCnou hygienou v prostiedi vyrobny.
Tyto vady negativné ovliviiuji vysledné senzorické vlastnosti vina (chut, aroma, vzhled).
Mezi bézné vady, které mohou vzniknout neodbornym podavanim vina, jsou krystalky
pfipominajici cukr, ale ve skutecnosti je to zbytek vinného kamene, kousky korku z nevhodné
otevieného vina nebo bublinky v bilém ving, které jsou zpuisobeny oxidem uhli¢itym [10, 16].

2.12.1 Pachut’ po plisnich

Tato vada je zpusobena jiz pocateCnim zdravotnim stavem hrozni na vinici
pfi vinobrani. Z pohledu kvality jsou nejskodlivéjsi hrozny, které jsou napadeny padli
révovou nebo hnilobou (Seda hniloba, Penicillium, Aspergillus). Jsou to nejcastéjsi houbové
choroby u révy vinné, které negativné ovliviiuji kvalitu vina. Sed4a hniloba je spojena
s vyskytem enzymu lakaza, ktery zpusobuje zmény barviv a fenolickych latek, a proto
u téchto napadenych vin dochédzi k hnédnuti. Mirnou pachut po plisnich a hnédnuti lze
odstranit ¢ifenim vina zdravymi kvasnicemi, silng&js$i pachut’ kaseinem nebo aktivnim uhlim
[16, 23].

2.12.2 Pachut’ po korku

Korkové zatky, které jsou v dneSni dobé velmi oblibené, maji tu nevyhodu,
Ze obsahuji aromatické latky, které se mohou do vina uvolfiovat po lahvovani. Pavodcem této
pachuti je 2,4,6 — trichloranisol (TCA), (Obrazek 16), ten dava vinu plesnivy, zatuchly
zapach, ktery se pristupem vzduchu jesté zesiluje. Pachut’ po korku vznika pfi latkové vymeéné
plisni, které nebyly usmrceny pii dezinfekci kiiry, ze které byla korkova zatka vyrobena [16,
19, 23].

Cl
Cl

cl  b—CH,

Obrazek 16 Vzorec 2,4,6-trichloranisolu [45]
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2.12.3 Pachut’ po trapinach

Vznika pfi procesu zpracovani hroznt, kdy se bobule pouze rozdrti bez pouziti
mlynkoodzriovace a nasledné se vylisuji pouzitim vysokého tlaku. Timto zpisobem
zpracovani dochazi k uvoliiovani latek z tfapiny, které maji hotkou, trpkou nebo bylinnou
chut'. Hotkou pachut’ ve vin€ zpusobuji také fenolické latky, které jsou obsazeny ve slupkach
a semenech dostatecné nevyzralych hrozna [16].

2.12.4 Reduktivni aroma — sirka

Zpusobuji ho nizkomolekularni sirnaté latky, které ve viné a moStu vznikaji
ve stresovych podminkach pfi nedostateCné vyzivé kvasinek nebo prfidavanim vysokych
davek oxidu sificitého. Nejrozsitenéjsi latkou, ktera zptusobuje reduktivni aroma je sirovodik
H,S, ktery patfi mezi velmi tékavé thioly a svym aroma pfipomina ,zkazena vejce®.
Sirovodik, ktery se vytvafi na zaatku kvaSeni unikd z kvasiciho materidlu s CO,, avSak
na konci kvaseni, kdy tvorba CO: ustava se usazuje ve viné nebo v kalech a je nutné
ho odstranit pfipravky na bazi médi [10, 16].

2.12.5 Krisovaténi

Krisovaténi zpusobuje nékolik druhti kozkotvornych kvasinek (Pichia, Candida,
Metschnikowia, Debaryomyces), které vytvareji na povrchu vina bily, sametovy povlak, ktery
se zpocatku vytvari pouze malou skupinkou kvasinek, ale postupné se rozrista a sili.
Této vadé se da predejit dukladnou ochranou vina pied oxidaci, udrzovanim teploty do 20 °C,
dodrzovanim obsahu volného oxidu sifi¢itého a dostate¢né plnosti nadob [9, 16].

2.12.6 MySina

Mysina velmi silné ovliviiuje aromatické a chutové vlastnosti vina, avSak nezkuseny
konzument tuto vadu nemusi viubec rozpoznat. Typickym projevem mySiny je zapach
,,mysi moc¢i“ nebo zatuchlé nevétrané mistnosti. Tento projev se da lehce zjistit nakapanim
nékolika kapek vina na dlan a poté jejich vypafenim. MySina ve vin€ je zptisobena predevsim
mlécnymi bakteriemi — Lactobacillus a Oenococcis, ptipadné Brettanomyces v chladngjsich
oblastech. Pokud je tato vada ve viné€ rozSifena, neda se odstranit. Pfi slabém projevu lze
pouzit sifeni a naslednou filtraci [9, 11, 16].

2.12.7 Vlackovaténi — slizovaténi

Vlackovaténi zpusobuji bakterie, které kolem sebe vytvaii slizovity obal. Vina s touto
vadou jsou husta a viskézni, chut a aroma byvaji nevyrazné a také mivaji vysoky obsah
tékavych kyselin. K odstranéni vlackovaténi se pouziva predevsim sifeni nebo prudké
provzdusniovani a nasledna filtrace [9, 16].

2.12.8 Octovaténi

Je to nejnebezpecnéjsi vada vina, ktera mize znehodnotit sudy a infikovat cely sklep.
Octovaténi zpusobuji octové bakterie Acetobacter, které preménuji alkohol na kyselinu
octovou az na vodu. Vino s octovym aroma obsahuje vysoky podil t€kavych kyselin a svou
vuni pfipomina acetonové fedidlo nebo odlakovace na nehty. Octovaténi vina se da zabranit
pouze tehdy, kdyz se jesté neprojevilo ve vuni a chuti vina. Pouziva se silné sifeni mosta
a rmutd, pokud se jiz octovaténi projevilo, nepomuze ani pasterace vina [9, 10, 11].
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3 Metody zkouSeni vina a identifikace kvasinek

3.1 Polymerizova retézova reakce (PCR)

V poslednich letech tato moderni molekularni metoda nahrazuje klasické biochemické
a mikrobiologické metody, které byly pouzivané doposud. Vyhodou PCR je jeji jednoduchost
a predevSim umoznéni ziskat specifickou sekvenci genomové DNA bez piedchoziho
klonovani ve vektorech. Tato metoda je zalozena na replikaci nukleovych kyselin a podstatou
je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézci jednotlivé vybranych useka
dvouretézcové DNA ve sméru 5'—3' diky DNA — polymeraze. Vybrané, jednotlivé useky
nukleotidové sekvence jsou vymezeny piipojenim dvou primert, které se vazou na protilehlé
fetézce DNA tim zpisobem, ze 3' konce sméfuji k sobe€. Syntéza novych vlaken probiha
po pridani DNA — polymerazy a nukleotidi na obou matricovych fetézcich protismérné [24].

V zavislosti na teploté reakéni smési se v procesu PCR pravidelné stfidaji 3 kroky,
u kterych ma kazdy odli§né podminky a teploty.

e denaturace dvouretézcovych molekul DNA (94 °C)
e piipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA (30 — 65 °C)
e syntéza novych fet€zci DNA prostiednictvim DNA — polymerazy (65 — 75 °C)

Tyto kroky se opakuji 25 — 35krat, podle koncentrace templatové DNA. Reakce
probihaji vtzv. termocykléru (Obrazek 17), ve kterém se teploty meéni automaticky
v jednotlivych Casovych intervalech. Opakovanim procesu PCR se vytvari az miliarda kopii
vybraného tuseku molekuly. Tento proces lze zaradit do skupiny zpusobti klonovani DNA.
Pro PCR se vétSinou pouzivaji jako zdroj DNA biologické materialy (hrubé extrakty z krve,
kultury mikroorganismd, télni tekutiny atd.).

PTC-100" Programmable Thermal Controller

Obrdzek 17  Termocyklér

Vysledkem této molekularné — biologické metody jsou tzv. amplikony, coz jsou useky
DNA analogické restrikénim fragmentim a jejich velikost v reakéni smési se stanovuje
elektroforézou (Obrazek 18) v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu [24].
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Obrdzek 18 PouZita elektroforéza

3.2 Stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmenti u produktu
PCR

Metoda PCR — RFLP je modifikovana standardni PCR, kterd se pouziva zejména
pro typizaci cilové sekvence urcitého genu, ktery obsahuje sekvenéni polymorfizmus. Touto
metodou lze analyzovat jakykoliv gen, podle volby primert. Princip této metody spociva
v amplifikaci sekvenci o délce az 5 kb pomoci primerd, které se pripojuji ke koncovym
konzervovanym oblastem. Vysledkem jsou produkty PCR o stejné délce a detekuji
se elektroforeticky. Amplifikované produkty jsou dale Stépeny restrikéni endonukleazou
a znovu analyzovany elektroforeticky na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu [24].

3.2.1 Zpracovani vysledki v programu BioNumerics

Program BioNumerics je software, ktery nabizi integrovanou analyzu nejraznéjsich
biologickych dat a to predevsim elektroforetické gely, chromatografie nebo fenotypové znaky
a sekvence. Je to statisticky program, ktery byl vyuzit pro srovnani genetickych podobnosti
nami testovanych kvasinek. Byla pouzita tzv. UPGMA (unweighted pair-group average)
shlukova analyza, na zakladé¢ které byl vytvofen dendrogram genetické podobnosti
identifikovanych kvasinek. Tato shlukova nebo také klastrova analyza patfi mezi metody,
které se zabyvaji rozdélenim proménnych do jednotlivych tfid podle jejich podobnosti.
V programu BioNumerics se jedna o rozdéleni jednotlivych velikosti fragment
na eletroforetickych gelech. V pfipadé, ze znaky maji nemetricky charakter, se vyuziva
tzv. Jaccardova koeficientu, coz je koeficient podobnosti.

Metoda primérné vzdalenosti (UPGMA) bere mezi dvéma shluky jejich primér
vzdalenosti mezi vSemi pary objektd téchto shluki. Vysledkem je, Ze taxony, které jsou
si nejvic podobné, mezi sebou maji nejkratsi vzdalenost. Vysledny dendrogram je grafické
usporadani hierarchicky usporadanych shlukii a diky nému Ize taxonomicky zaradit
organismy nebo identifikovat nemoci a jejich stadia [37].
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3.3 Stanoveni pH

Hodnota pH se definuje jako zaporné vzaty dekadicky logaritmus koncentrace
vodikovych ionti v roztoku. V prubéhu zrani hroznt se hodnota pH méni od 2,80 — 3,50,
podle odrady, rocniku nebo klimatickych podminek. Hodnota pH se stanovuje bud’ pomoci
chemickych pH indikator nebo pH metrem, ktery méfi pH pomoci kombinované elektrody.
Kombinovand elektroda se sklada ze sklenéné argentochloridové elektrody, stfibrné
referen¢ni elektrody a teplotnim ¢idlem. Je nutné kalibrovat pH metr podle oblasti, ve kterych
méfi. Pro kyselou oblast se pouzivaji dva pufry o pH 4,00 a 7,00, pro alkalickou oblast pufry
o pH 7,00 a 10,00 [30, 31].

3.4 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Antioxidanty v téle tvofi souCast ochranného systému proti toxickému pusobeni
volnych radikald. Z chemického hlediska jsou to latky, které zabranuji oxidaci jiné latky
reaktivnim metabolitem, tim zpisobem, Ze se sama zoxiduje. Vysledkem antioxidacni aktivity
je tedy ochrana biologicky dulezitych molekul a tim padem ochrana tkani, bunék a celého
organismu proti pusobeni volnych radikald. Antioxidacni aktivita latek byva zkoumana
ve dvou systémech a to in vitro a in vivo. Pokud antioxidant ucinkuje v jednom systému
za urCitych podminek, neni pravidlem, ze bude fungovat v systému druhém s jinymi
podminkami [33].

Antioxidanty se déli podle dvou kritérii:

1. Podle molekulové hmotnosti:
e vysokomolekularni (enzymové, neenzymové)
e nizkomolekularni (pfirodni, syntetické)

2. Podle mista nejcastéjSiho vyskytu:
e cytoplazmatické (hydrofilni)
e membranové (lipofilni)

Ve viné jsou obsazeny predevsim nizkomolekularni, pfirodni antioxidanty nazyvané
flavonoidy. Jsou to fenolové, barevné latky, které maji zvySenou antioxidacni aktivitu, nebot’
jedna molekula flavonoidu vychytava az 6 — 9 peroxylovych radikalt. Na antioxidacni
vlastnosti ma vliv struktura flavonoidi, musi obsahovat minimaln¢ dvé fenolové skupiny,
ale plati, ze ¢im vice fenolovych skupin flavonoid ma, tim vétsi mé svou antioxidacni aktivitu.
Mezi pozitivni vlastnosti flavonoidl patii jejich vliv na kardiovaskularni systém nebo jejich
protinadorovy ucinek, kdy inhibuji vazbu kancerogent na DNA [33].
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité pristroje a pomicky

e Spektrofotometr Helios Delta (Spectronic Unicam, UK)

® pH metr

® Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e Bakteriologické klicky

® Bunicita vata

e Bunsenav kahan

e Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)

e Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.0., CR)
e Exsikator

e [Laboratorni sklo

e Lednice a mrazak k uchovani vzorki DNA

e Mikropipety Biohit (Biotech s.r.0., CR)

e Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)

e Mikrovlnna trouba ETA 1195 (CR)

e Mikrozkumavky Eppendorf

e Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.0., CR)
e NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
® Parafilm (American Nacional CanTM, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

® Plastové Petriho misky

e Predvazky EK - 600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e Sularna (Binder, Némecko)

e Sterilni box pro mikrobiologickou praci

4.2 Chemikalie

e Agar, kvasni¢ni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)

e Agardza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

e ADH Sigma 7011-7,5 KU

e Délkovy standard 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

e dNTP mix (Invitek, Némecko)

e DPPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

e Folin - Ciocalteuovo ¢&inidlo (Penta, CR)

e Komercni sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol.s.r.0., CR)

e Kyselina gallova (Penta, CR)

e Quant-iTTM ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng

e Taq DNA polymerasa (Invitek, Némecko)
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e 10x Taq pufr pro PCR mix (Invitek, Némecko)

e Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Némecko)

e Nanaseci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

e Restrikéni endonukleasy — Hinfl, Haelll (BioLabs, TaKaRa)

e Ethanol, methanol, EDTA, Tris, HiBO3, NaOH, CH3COONa, HC1, Na>COs3

e Fruktoza, glukoza, sacharéza (Lachema a.s., CR)

e Kyselina citronova, vinn4, jable¢n4, jantarova, mlééna a octova (Lachema a.s., CR)
e Parafinovy olej

e Sladina (pivovar Brno)

e Sterilni a deionizovana voda

4.3 Analyzované vzorky vina

Pro izolaci a identifikaci kvasinek byly pouzity vzorky dokvaSeného mostu ze sudu
odriady Veltlinské zelené dodané od soukromého vinate. Tyto vzorky byly piefiltrovany pres
bakteriologické filtry a nasledné kultivovany na pevnych médiich v termostatu.

Pro sledovani chemickych zmén v kvasném procesu byly pouzity vzorky mostu
odridy Hibernal zvinaistvi Stépan Maiiak Zadovice. Analyzovany most byl zakvasen
autochtonni kvasinkou vyizolovanou minuly akademicky rok (2014/15) z povrchu bobuli
Hibernal. Vzorky byly odebirany v jednotlivych fazich kvasného procesu. Seznam
analyzovanych vzorka znazorruje Tabulka 1.

Tabulka 1 Seznam analyzovanych vzorkii mostii
Faze Vzorek Datum odbéru Odruda
vzorku
Pred zakvaSenim HIB-0 28.10.2015
kvasinkou
HIB-1 2.11.2015
V prubéhu kvasného HIB-2 4.11.2015
procesu HIB-3 6.11.2015 Hibernal
HIB-4 9.11.2015
Pocatek zrani vina HIB-5 23.11.2015
Po OdleZ(.blll Ylna na HIB-6 15.3.2016
kvasinkach
Pocatek zrani vina VZ 23.11.2015 Veltlinské zelené

4.4 Priprava kultiva¢nich médii

4.4.1 Sladinovy agar

Do odmérného valce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny ziskané extrakci
jeémenného sladu ve vodé. Roztok byl ziedén vodou na cukernatost 7 °CSN, uhliGitanem
sodnym bylo upraveno pH na 6,8. Roztok byl pfeveden do Erlenmayerovych banék a byl
pfidan agar o koncentraci 1 — 3 % hm. Smés byla promichana varem a 20 minut sterilizovana.
Kultivacni médium bylo nalito do Petriho misek a jako §ikmé agary do zkumavek a pouzito
pro kultivaci a uchovu kvasinek.
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4.4.2 Sladinové médium s antibiotikem

K pfipravenému sladinovému agaru (150 ml) bylo pfidano antibiotikum streptomycin
sulfat o koncentraci 80 pg/ml. Roztok antibiotika byl pfipraven navazenim 0,12 g
anaslednym rozpusténim v 10 ml destilované vody. Kultivaéni médium bylo nalito
do Petriho misek.

4.5 Priprava pracovnich roztoki

4.5.1 Priprava roztoku DPPH

Bylo navazeno 0,0015 g DPPH. Navazka byla rozpusténa v methanolu, poté
kvantitativné pfevedena do odmé&rné bariky o objemu 25 ml a doplnéna methanolem po rysku.

4.5.2 Priprava 0,5S M EDTA o pH 8

Navazka 9,36 g EDTA byla rozpusténa v destilované vodé a kvantitativné prevedena
do 50 ml odmérné bariky. Hodnota pH byla upravena na 8 pomoci 0,5 % roztoku NaOH. Tato
smés byla rozmichavéana na elektrické michacce do uplného rozpusténi EDTA, a poté byla
odmeérna barika doplnéna po rysku vodou.

4.5.3 Priprava 10xTBE pufru

Z roztoku 0,5 M EDTA bylo odebrano 40 ml do 1000 ml odmérné bariky. Poté bylo
pfidano 108 g Tris a 55 g H3BOs. VSe bylo rozpusténo a doplnéno destilovanou vodou
po rysku.

4.5.4 Priprava 1xTBE pufru

Z ptipraveného zasobniho roztoku TBE pufru bylo do 1000 ml odmémé baiky
odmeéfeno 100 ml a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Tento roztok byl nasledné pouzity
k ptiprave geli a jako vodivostni pufr pro elektroforézu.

4.5.5 Priprava EtBr

Roztok ethidium bromidu byl pfipraven navazenim 10 mg EtBr do mikrozkumavky
Eppendorf a naslednym rozpusténim v 1 ml destilované vody. Roztok byl pouzity
pro vizualizaci fragmentd DNA na gelu.

4.5.6 Priprava 1XTBE pufru s ethidium bromidem

Do odmémé baiky o objemu 1000 ml s pfipravenym 1xTBE pufrem bylo pfidano
100 pl ethidium bromidu. Tento roztok byl pouzivan jako vodivostni pufr pfi elektroforetické
detekci fragmenti DNA.

4.5.7 Priprava délkového standardu 100 bp
Délkovy standard 100 bp byl dodan pfipraveny a byl aplikovan na gel v mnozstvi 3 pl.

4.5.8 Priprava PCR smési
PCR smés se byla pfipravena z: -

e sterilni voda — 128,7 pl
e pufr— 15l

e dNTP mix —3 pl

e primer ITS 1 —-0,6 pl

e primer ITS 4 — 0,6 pl
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K celkovému mnozstvi 147,9 pl smési byly piidany 1,5 pl DNA a 0,6 pl Taq
polymerazy. Pfiprava negativni kontroly byla stejnd, ale misto DNA byly do smési ptidany
1,5 wl sterilni vody.

4.5.9 Priprava 2% agarézového gelu

V Erlenmayerové barce byly smichany 2 g agarozy s 100 ml 1xTBE pufru. Smés byla
rozpusténa opakovanym varem v mikrovlinné troubé. K rozpusténé a zchlazené smési byl
pfidan EtBr v poméru 1:10000 k celkovému mnozstvi gelu. Pfipraveny roztok byl pouzit
do elektroforetické vany pro elektroforetickou detekci DNA fragmenti po PCR a restrikéni
analyze.

4.5.10 Priprava 3 M octanového pufru

3 M roztok CH3COONa byl pfipraven rozpusténim 2,46 g CH3COONa v 7 ml
destilované vody. Hodnota pH byla upravena na 5,5 pomoci koncentrované HCI. Roztok byl
kvantitativné preveden do 10 ml odmérné bariky a doplnén destilovanou vodou po rysku.
Ptipraveny roztok byl uchovan pii 4 °C a pouzivan pro precisténi PCR produkta.

4.5.11 Priprava 80 % ethanolu

1,6 ml 96% ethanolu bylo smichano s 0,32 ml destilované vody a tato smés byla kratce
zvortexovana. Roztok byl skladovan v mikrozkumavce pii -20 °C a byl pouzivan k precisténi
PCR produktt.

4.6 Pracovni postupy

4.6.1 Izolace Cisté kultury kvasinek

Vzorky dokvaseného mostu odridy Veltlinské zelené od soukromého vinafe byly
prefiltrovany pres bakteriologické filtry a nasledn€ vlozeny do Petriho misek se sladinovym
zivnym médiem s antibiotiky. Petriho misky byly umistény do termostatu pti teploté 26 °C
nékolik dni, aby doslo k potfebnému namnozeni kvasinkovych kultur. Pro izolaci €isté kultury
kvasinek byla pouzita modifikovand Kochova ziedovaci metoda s kiizovymi roztéry.
Pro prvni tfi fedéni bylo pouzito médium s antibiotiky, aby doslo k odstranéni nezadoucich
bakterii a dal§i tfi fedéni byly kontrolovany mikroskopem kvuli mozné kontaminaci
bakteriemi.

Tato metoda probihala v aseptickém prostiedi. Bakteriologickou klickou byla
odebrana z Petriho misky dvé ocCka kultury, ktera byla dukladné rozsuspendovana v 10 ml
sterilni vody. Obsah byl kratce zvortexovan a z promichané suspenze bylo odebrano 50 pl
do zkumavky s 10 ml sterilni vody. Po dokonalém zvortexovani byl odebran 1 ml suspenze,
ktery byl rozmichan v 9 ml sterilni vody. Obsah byl znovu promichan na vortexu
aze zkumavky bylo odebrano 50 pl na Petriho misku se sladinovym zivnym médiem, poté
byl proveden ktizovy roztér. Petriho misky se inkubovali v termostatu 3 dny pfi teploté 26 °C
(Obrazek 19). Vybrané kolonie byly pfeockovany dikladnym rozetfenim na malé misky
a inkubovany ve stejnych podminkach jako velké misky. Po Sesti opakovanich byly ziskany
Cisté kultury kvasinek a ty se uchovéavaly v lednicce na Sikmych agarech pod parafinovym
olejem [32].
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Obrazek 19  Petriho miska s narostlou kvasinkovou kulturou

4.6.2 1Izolace DNA

Tato metoda byla provedena pomoci komeréniho setu UltraCleanTM Microbial DNA
Isolation Kit.

V prvnim kroku bylo do rozbijeci zkumavky napipetovano 300 pl rozbijeciho pufru,
ve kterém byla bakteriologickou klickou rozsuspendovana dvé ocka Cisté kvasinkové kultury.
Poté bylo piidano 50 pl roztoku MD1. Mikrozkumavky byly vlozeny do adaptéru vortexu
v horizontalni poloze a pfi maximalni rychlosti byly 10 minut vortexovany. Potom byly
zkumavky centrifugovany 1 minutu pfi 10000 otackach pii 4 °C. Asi 350 pl supernatantu bylo
preneseno do Cisté mikrozkumavky o objemu 2 ml, a bylo pfidano 100 pl MD2. Tato smé&s
byla jemné zvortexovana a inkubovéana 5 minut pii teploté¢ 4 °C. Po opétovné centrifugaci
bylo 450 pl supernatantu preneseno opét do Cisté mikrozkumavky, a bylo ptfidano 900 ul
roztoku MD3 a smés byla zvortexovana. Objem 700 pl takto vzniklého roztoku byl pienesen
na kolonku a opét centrifugovan a prefiltrovany roztok byl odstranén. Zbytek smési asi 300 pl
byl pfenesen na tu samou kolonku a ta byla i s roztokem opét centrifugovana a prefiltrovany
roztok byl znovu odstranén. Potom bylo pridano 300 ul roztoku MD4 a opét centrifugovano,
prefiltrovany roztok byl odstranén a kolonka byla znovu centrifugovana. Kolonka byla
opatrné pienesena do Cisté mikrozkumavky a do stfedu bilé membrany uvnitt kolonky bylo
napipetovano 50 pl roztoku MDS5 a nasledné centrifugovano. Kolonka byla odstranéna
aroztok DNA v mikrozkumavce byl pfipraven pro dalsi aplikace. Roztok byl uchovan
pfi teplote -20 °C [32].

4.6.3 PCR

K 147,7 wl ptipraveného MasterMixu, jehoz ptiprava je popsana v kapitole 4.5.8, bylo
pridano 1,5 ul DNA a 0,6 ul termostabilni Taq polymerazy, poté se pfipravila také negativni
kontrola, u které se misto DNA pfidala destilovana voda. Smés byla promichana na vortexu
avlozena do termocykléru, kde probéhla polymerazova fetézova reakce podle nastaveného
programu, jehoz parametry znazoriiuje Tabulka 2.
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Tabulka 2 Profil programu pro PCR

Krok Teplota [°C] Cas [min]
Denaturace 94 4
94 1
Annealing 25 cykla 48 0,5
72 1
Elongace 72 10

4.6.4 Elektroforeticka detekce PCR produkti

Produkty PCR byly detekovany pomoci horizontéalni elektroforézy na 2 % agar6zovém
gelu s ethidium bromidem v mnozstvi odpovidajici 1/10 objemu gelu v ul. Podle poctu vzorka
elektroforéza probihala v malé, stfedni nebo velké vané. Mnozstvi gelu, hodnota napéti
a dobu elektroforézy znazorniuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Parametry elektroforézy
vana objem gelu [ml] napéti [V] cas [hod]
malé (14 jamek) 40 45 2
stfedni (20 jamek) 60 55 2
velka (50 jamek) 150 65 2-3

Nejprve se ztuhly gel prelil roztokem pufru 1xXTBE s ethidium bromidem, jehoz
pfiprava je popsana v kapitole 4.5.6. Urcité mnozstvi pufru bylo pouzito takovym zptsobem,
aby byly zality vSechny komirky v gelu a jeho hladina dosahovala nékolik milimetra
nad povrch gelu. Poté byla do jamek v gelu pipetovana smés 5 ul vzorku s 1 pl nanéaSeciho
pufru. Na obou okrajich gelu byl nanesen délkovy standard o velikosti 100 bp v mnozstvi
3 ul. Po skonCeni elektroforézy byly fragmenty DNA s navazanym ethidium bromidem
vizualizovany pomoci UV transluminatoru a gel byl vyfocen pomoci programu Scion Image.

4.6.5 Precisténi PCR produktu

Precisténi PCR produkti pred restrikéni analyzou bylo provedeno smichanim 20 pl
amplifikované DNA s 2 pl octanového pufru. Tato smés byla zvortexovana a poté bylo
pfidano 60 pl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu — 20 °C. Tato smés se umistila
do centrifugy po dobu 30 minut pii 4 °C a 15 000 otackach. Vznikly supernatant byl
dekantovan a prebytecny roztok byl slit. Nasledné bylo do mikrozkumavky pifidano 60 pl
80% ethanolu a smés byla zvortexovana a centrifugovana po dobu 30 minut pfi 4 °C a
15 000 otackach. Supernatant byl opét dekantovan, piebyte¢ny roztok slit a mikrozkumavky
se umistily do exsikatoru, aby se zbavily zbytku ethanolu [32].

4.6.6 Restrikéni analyza

Do mikrozkumavky bylo k precisténym PCR produktim napipetovano 13,4 pl sterilni
vody, 1,5 ul pufru a 0,1 pul enzymu. Tyto objemy byly zvoleny na zakladé ptredchozich
zkuSenosti. Vzorky byly lehce zvortexovany a inkubovany 16 hodin pii teploté 37 °C, poté
se teplota zvySila na 20 minut kvuli inaktivaci enzymu. Seznam pouzitych enzymu
a parametry inkubace uvadi Tabulka 4.
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Tabulka 4

Poutzité restrikcni enzymy

Oznaceni Producent Rozpoznavaci Teplota Teplota
enzymu enzymu misto inkubace [°C] inaktivace [°C]
Haelll HZE?yopptZi“S g&lgg 37 80
| | ool E
| e | e | 0
Taql” azhue; t’ln'cb;ss ilGCCC?% 37 80

4.6.7 Stanoveni pH

Nejprve byla provedena kalibrace piistroje standardnimi pufry (4,00 a 7,00) poté bylo
odmeétreno 20 — 50 ml moStu o laboratorni teploté (23 °C) a meéfeni se provedlo trikrat.
Hodnoty pH byly odecitany na 2 desetinnd mista. Z naméfenych hodnot se provedl
aritmeticky pramér [34].

4.6.8 Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity

Principem této metody je reakce testované latky se stabilnim syntetickym radikalem
difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Touto reakci
dochazi k redukci radikéalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazinu). Vznikly radikal ma
velmi intenzivni zbarveni a tim lze tuto reakci sledovat spektrofotometricky pfi vinové délce
517 nm, ktera odpovida maximu absorbance daného radikalu.

V prvnim kroku byl vzorek mo$tu ziedén methanolem v poméru 1:2. Méfeni bylo
provedeno na UV — VIS spektrofotometru pfi vinové délce 517 nm. Po zfedéni vzorku bylo
do kyvety odméfeno 1,5 ml zfedéného vzorku (dle absorbance), dale pfidano 1,5 ml DPPH
a ihned po smichani byla kyveta umisténa do spektrofotometru. Po dobu 6 minut se odecitaly
v pravidelnych intervalech hodnoty absorbance, a to nejprve v case 0 a pak kazdych
10 sekund. Jako slepy vzorek pro stanoveni se pouzila smés 1,5 ml methanolu smichaného
s 1,5 ml DPPH. Tato hodnota byla dulezita pro vypocet zhaseci aktivity.

Z naméfenych hodnot byla vypoctena zhaseci aktivita podle vztahu (1) a také byl
sestrojen graf zavislosti absorbance na Case (Graf 2) a graf zmén antioxidacni aktivity
v prubéhu kvasného procesu (Graf 3).

_ 1
DPPH%:%-IOO, M

kde Ay je absorbance smési methanol a DPPH, A; je absorbance vzorku, ve kterém je
ptitomen antioxidant [34].
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S Vysledky a diskuze
5.1 Identifikace kvasinek pomoci PCR -RFLP

Cilem této prace bylo identifikovat kvasinky izolované z dokvaseného mostu odrudy
Veltlinské zelené. Vzorky dokvaseného mostu, které byly zaockovany autochtonni kvasinkou
vyizolovanou v akademickém roce 2014/2015 zbobuli odridy Hibernal, nam poskytnul
soukromy vinaf z okoli Milotic, okres Hodonin.

5.1.1 Kultivace kvasinek

Ptipravené vzorky (Tabulka 1) byly asepticky odebrany do sterilnich lahvi a nasledné
prefiltrovany pies bakteriologické filtry, aby nedoslo ke kontaminaci nezadoucimi bakteriemi
nebo jinymi mikroorganismy. Ziskané smésné kultury byly kultivovany na Petriho miskach
se sladinovym zivhym médiem s antibiotiky v termostatu pii teplot¢ 26 °C nékolik dni.
Poté byly kultury nékolikrat preockovany pomoci Kochovy metody a kfizovych roztéra,
popsanych v kapitole 4.6.1, dokud nebyla ziskana Cista kvasinkova kultura.

5.1.2 Izolace DNA

Z cistych kvasinkovych kultur byla vyizolovana DNA pomoci komer¢niho setu
Clean™ Microbial DNA Isolation Kit. Postup izolace je uveden v kapitole 4.6.2. Vysledné
produkty byly poté uchovany pro dalsi vyuziti hlubokym zmrazenim pfi teploté — 20 °C.

5.1.3 Amplifikace DNA pomoci PCR

Vyizolovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR postupem uvedenym v kapitole
5.1.3. Pro tuto metodu byly pouzity nespecifické fragmenty ITS1 a ITS4. Produkty PCR byly
detekovany na agar6zovém gelu pomoci elektroforézy postupem uvedenym v kapitole 4.6.4.
Byly ziskany fragmenty o délce 880 bp (Tabulka 5), které byly porovnany s databazi, a bylo
zjisténo, ze se s nejveétsi pravdépodobnosti jedna o kvasinku Saccharomyces cerevisiae.
Elektroforeogram ziskanych PCR produkti zobrazuje Obrazek 20.

Tabulka 5 Velikost amplikonii oblasti 5,85-1TS
Vzorky Velikost PCR produktu
[bp]
VZ -20 880
VZ-21 880
VZ -26 880
VZ-27 880
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Obrdzek 20  Elektroforeogram PCR produktii (20, 21, 26, 27) ziskany amplifikaci 5,8S-ITS oblasti izolovanych
kvasinek. S100-délkovy standard 100 bp.

5.1.4 Restrikéni analyza

Useky DNA po amplifikaci byly predistény postupem uvedenym v kapitole 4.6.5
a pouzity k restrik¢ni analyze, jejiz postup je uveden v kapitole 4.6.6. Endonukleazy, které
byly pouzity pro restrikéni analyzu, uvadi Tabulka 4.

Restrikéni endonukleaza Haelll

Prvni restrikéni endonukledzou pouzitou pro restrikéni analyzu byla Haelll, jejimz
producentem je Haemophilus aegyptius. Rozpoznavaci misto, teplota inkubace a inaktivace
této endonukledzy uvadi Tabulka 4. Ukazku elektroforeogramu znazoriiuje Obrazek 21
a zjisténé velikosti fragmentd uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6 Velikost restrikcnich fragmentii, které byly ziskany stepenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Haelll
Vzorky ;i,‘:)'(‘i';‘;fttup[ﬁllf] RF [bp]
VZ -20 880 310+240+170+130
VZ-21 880 310+240+170+130
VZ -26 880 310+240+170+130
VZ -27 880 310+240+170+130
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Obrdazek 21  Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych stepenim PCR produktii (20,21, 26, 27) restrikcni
endonukledzou Haelll, S100-délkovy standard 100 bp.

Restrik¢ni endonukleaza Hinf1

Druha restrikéni endonukledza pouzitd pro restrikéni analyzu byla Hinfl, jejimz
producentem je Haemophilus haemolyticus. Rozpoznavaci misto, teplota inkubace
a inaktivace této endonukledzy uvadi Tabulka 4. Ukazku elektroforeogramu znazoriuje
Obrazek 22 a zjisténé velikosti fragmentt uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7 Velikost restrikcnich fragmentii, které byly ziskdny stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Hinfl

Velikost PCR
Vzorky produktu [bp] RF [bp]
VZ-20 880 350+120
VZ-21 880 350+120
VZ - 26 880 350+120
VZ-27 880 350+120

Obrdzek 22 Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych stepenim PCR produktii (20,21, 26, 27) restrikcni
endonukledzou Hinfl, S100-délkovy standard 100 bp.
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Restrikéni endonukleaza Hhal

Tteti restrikéni endonukleazou pouzitou pro restrikéni analyzu byla Hhal, jejimz
producentem je Haemophilus influenza. Rozpoznavaci misto, teplota inkubace a inaktivace
této endonukledzy uvadi Tabulka 4. Ukazku elektroforeogramu znazorfiuje Obrazek 23
a zjisténé velikosti fragmentd uvadi Tabulka 8.

Tabulka 8 Velikost restrikcnich fragmentii, které byly ziskdny stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Hhal

Velikost PCR
Vzorky produktu [bp] RF [bp]
VZ— 20 880 3804350+ 140
VZ 21 880 3804350+ 140
VZ 26 880 3804350+ 140
VZ_27 880 3804350+ 140

Obrdzek 23 Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych stepenim PCR produktii (20,21, 26, 27) restrikcni
endonukledzou Hhal, S100-délkovy standard 100 bp.

Restrikéni endonukleaza Tag*

Posledni restrikéni endonukleazou, kterd byla pouzita pro restrikéni analyzu, byla
Taq”, jejimz producentem je Thermus aquaticus. Rozpoznavaci misto, teplota inkubace
a inaktivace této endonukledzy uvadi Tabulka 4. Ukazku elektroforeogramu znazoriuje
Obrazek 24 a zjisténé velikosti fragmentt uvadi Tabulka 9.

Tabulka 9 Velikost restrikcnich fragmentii, které byly ziskdny stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Taq”
Velikost PCR
Vzorky produktu [bp] RF [bp]
VZ-20 880 300+280+140+100+60
VZ-21 880 300+280+140+100+60
VZ-26 880 300+280+140+100+60
V7 -27 880 300+280+140+100+60
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Obrdzek 24 Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych stepenim PCR produktii (20,21, 26, 27) restrikcni

endonukledzou Taq’, S100-délkovy standard 100 bp.

5.1.5 Geneticka podobnost kvasinek izolovanych ze vzorki mladého vina odrady
Veltlinské zelené

Vyhodnoceni ziskanych elektroforeogramt z restrikénich analyz bylo provedeno
ve statistickém programu BioNumerics. Tento program porovnava genetickou podobnost
kvasinek pomoci klastrové analyzy fragmentd DNA po restrikéni analyze, timto programem
byl vytvoren dendrogram restrikénich fragmenti (Obrazek 25). Na zakladeé délek téchto
fragmentd a naslednym porovnanim s databazi bylo urceno, ze ve vzorku dokvaseného mostu
odridy Veltlinské zelené se pravdépodobné nachazi stejna kvasinka Saccharomyces
cerevisiae.

sud Haelll Hhal Hinfl Taql

o
o
-

I

| | sud20
| | sud2
| | sud2
| | sud27

Obrdzek 25  Dendrogram restrikcnich fragmentii kvasinek izolovanych ze vzorkii VZ
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5.2 Stanoveni pH

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.6.7 bylo stanoveno pH u vzorkti mostu Hibernal
v prubéhu kvasného procesu, na pocatku zrani a u vzorku hotového vina. Vzorky mostu byly
nejprve vytemperovany na pokojovou teplotu (23 °C) a poté se nasledovalo vlastni méfeni,
které se provedlo tfikrat. Vysledky méfeni shrnuje Tabulka 10.

Tabulka 10 Vysledky stanoveni pH v priitbéhu kvasného procesu
3;:)22 vzorek pH prumér
28.10. HIBO 3,1 3,15 3,17 3,14
2.11. HIB1 3,07 3,14 3,18 3,13
4.11. HIB2 3,06 3,16 3,19 3,14
6.11. HIB3 3,12 3,16 3,19 3,16
9.11. HIB4 3,13 3,19 3,24 3,19
23.11. HIBS 3,19 3,25 3,28 3,24
15.3. HIB6 3,21 3,25 3,27 3,24
3,50
3,45
3,40
3,35
3,30
T 3,25
3,20
3,15
3,10
3,05
3,00
0 20 40
Cas [den]

Graf 1 Zmeéna zavislosti pH na case v priitbéhu kvasného procesu

Zmény pH béhem kvasného procesu znazoriuje Graf 1, ze kterého je patrné, ze se
hodnoty pH béhem kvasného procesu vyrazn€ nezménily. Hodnota pH byla pfed zahajenim
kvasného procesu HIB-0 stanovena na 3,14. V zacatku kvaseni doslo k nepatrnému snizeni
pH na hodnotu 3,13, a to u vzorku HIB-1, ale hned poté se zacalo pH zvySovat. V zavéru
kvaseni byla hodnota pH stanovena u vzorku HIB-5 na 3,24. Stejnou hodnotu mél i vzorek
mladého vina HIB-6 odebrany 15.3. 2016. Celkove¢ lze fici, ze pH mostu se béhem kvasného
procesu méni minimalné.
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5.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Stanoveni celkové antioxidacni aktivity bylo provedeno u vzorkii mostu Hibernal
podle postupu v kapitole 4.6.8. Méfeni bylo provedeno béhem celého kvasného procesu,
na poc¢atku zrani a ve vzorku hotového vina. Vypoctené zhaseci aktivity uvadi Tabulka 11
a zéavislost absorbance na Case znazoriuje Graf 2.

Tabulka 11 Vypoctend antioxidacni aktivita
Vzorky Antioxidac¢ni aktivita [%)]
HIB -0 29,94 + 330
HIB -1 4,29 £0,56
HIB - 2 1,43 £1,08
HIB -3 2,70 £ 0,96
HIB - 4 11,74 + 3,00
HIB -5 34,11 £ 1,33
HIB -6 55,62+ 1,70

=@=—HIB-0
1,2 \

0,2

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Cas [s]

Graf 2 Zmeéna zavislosti absorbance na case v priibéhu kvasného procesu
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Graf 3 Zmeéna antioxidacni aktivity v pritbéhu kvasného procesu

Srovnani zhasecich aktivit v procentech znazoriuje Graf 3. U vzorku HIB-0, ktery byl
odebran pred zacatkem kvasného procesu, byla zhaSeci aktivita stanovena na hodnotu
29,94 +£3.30 %. Tato hodnota je pravdépodobné dana obsahem biologicky aktivnich latek
v Cerstvém mostu pied zakvaSenim.

U vzorkd, které byly odebrany béhem kvasného procesu, doSlo ke snizeni zhaseci
aktivity az na hodnotu 1,43 £ 1,08 %. Domnivam se, ze k tomuto poklesu mohlo dojit
pusobenim vinafskych kvasinek, které vyuzivaji biologicky aktivni latky z Cerstvého mostu
pro svuj rast a tim dochazi k poklesu antioxidaéni aktivity mostu v prabéhu kvaseni.

K prudkému nartstu zhaseci aktivity do§lo u vzorku HIB-4 na hodnotu 11,74 + 3,00 %
a HIB-5 34,11 + 1,33, kdy vino tzv. lezelo na kalech. V této fazi kvasného procesu dochazi
k vytvareni profilu vina a senzorickych vlastnosti tim, ze zde stale pusobi urcita cast kvasinek,
které jesté neodumfely. Kvasinky maji svij vlastni antioxidacni systém a tim dochazi
ke zvySovani mnozstvi biologicky aktivnich latek a antioxidacni aktivitu mostu.

Posledni vzorek se zvysil az na 55,62 + 1,70 %, ¢imz se témér zdvojnasobil narast mezi
vzorky HIB-1 a HIB-6. Tento narust antioxidacni aktivity by mohl odpovidat vlivu ptidavku
oxidu sificitého, ktery podle ¢lanku autort Fic a kolektiv [38] muze urcitym podilem pfispivat
na zvyseni celkové antioxidacni aktivity vina.
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6 Zavér
Tato bakalarska prace se zabyva sledovanim vlivu kvasinek na proces vyroby vina.
V ramci teoretické ¢asti byla zpracovana stru¢na literarni reSerse na:

morfologii a fyziologii hrozna

e charakteristiky analyzovanych odrad Veltlinské zelené a Hibernal

e chemickeé slozeni hroznt

e technologii vyroby vina

e charakteristiku vinatskych kvasinek rodu Saccharomyces

e vady vina

e metody izolace a identifikace kvasinek — PCR, PCR — RFLP

e pouzité spektrofotometrické metody — stanoveni pH, stanoveni celkové
antioxidaéni kapacity

V ramci experimentalni Casti této prace byly izolovany a identifikovany kvasinky
ze vzorkti dokvaSeného mostu odridy Veltlinské zelené od soukromého vinafe z vinice
v okoli Milotic, okres Hodonin, které byly odebrany 23.11. 2015. KvaSeni probihalo v tomto
ptipadé bez piidavku komer¢nich kvasinek a cilem prace bylo sledovani vlivu pfirozené
mikroflory na charakter vyrabéného vina. K analyze téchto vzorkl byly pouzity zakladni
mikrobiologické postupy a molekularné — biologické metody PCR a PCR — RFLP. K izolaci
DNA byl pouzZit komeréni set UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit, k amplifikaci byly
pouzity primery ITS1 a ITS4 ve zvolené oblasti 5,8S-ITS rDNA a pro restrikéni analyzu
se vyuzily restrikéni endonukledzy Haelll, Hinfl, Hhal a Tagl. Pomoci molekularné —
biologickych metod a databazi bylo zjisténo, ze ve vSech vzorcich dokvaseného mostu odrudy
Veltlinské zelené¢ VZ-20, VZ-21, VZ-26 a VZ-27 byla pfitomna pouze kvasinka
Saccharomyces cerevisiae, kterd byla vyhodnocena jako dominantni a tim byla potvrzena
Cistota kvasného procesu.

V dalsi c¢asti prace byly analyzovany vzorky mostd (HIB 1-6) v pribéhu kvasného
procesu odridy Hibernal zvinafstvi Stépan Manak ze Zadovic. U téchto mostd byly
sledovany chemické zmény béhem kvasného procesu, a to hodnota pH a celkova antioxidacni
aktivita. U stanoveni pH lze celkové¢ fici, ze hodnota pH moS$tu se béhem kvasného procesu
vyrazn€ neméni. DalSim méfenym parametrem bylo stanoveni celkové antioxidacni aktivity,
ta béhem kvasného procesu prudce klesla diky nartstu vinaiskych kvasinek, ale pii dokvaseni
a zrani vina prudce stoupla, kvili ptidavku SO».
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DNA

dNTP

DPPH

EtBr

°NM

PCR

PCR - RFLP

TBE

deoxyribonukleové kyseliny
deoxynukleotidtrifosfat
(2,2-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
ethidium bromid

stupné normované¢ho moStomeru

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

RFLP — Restriction fragment length polymorphism (Polymorfismus délky

restrik¢nich fragmentt)

Trisborat EDTA pufr
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