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1 Uvod

Vinarstvo a vinohradnictvo je v dnesnej dobe na vzostupe a vino obl'ubuje Coraz
viac konzumentov. Mozno za tym hladat’ lepSiu ekonomicku situdciu obyvatel'stva, ale
svoju ulohu zohréava aj stupajtica kvalita naSich vin. Zadkaznik mé na vyber vel’ké mnozstvo
réznych druhov vina od stile sa zvySujuceho poctu vindrstiev. Podstatné je, ze ndjst
kvalitné a chutné vino nie je v dneSnej dobe ziadny problém. Prave naopak, bez neho je
tazké sa presadit’ vo zvysujucej sa konkurencii.

Oxid siri¢ity je ako latka s antimikrobidlnymi vlastnost'ami pouzivana pri vyrobe
vina a jeho skladovani uz od ¢ias starych Rimanov. Ti sice nevedeli analyticky stanovit’
jeho ucinky, ale naucili sa ho pouzivat na ziklade pozitivnych skusenosti. Neskor,
po storociach pouzivania, bolo zistené, Ze ucinky oxidu siri¢ittho nemusia byt len
pozitivne a isti dobu bolo jeho pouzivanie dokonca zakédzané.

V dnesnej dobe je neocenitelnym pomocnikom a nie je objavena ziadna ind latka,
ktord by dokézala nahradit’ jeho vSestranné enologické ucinky. S rozvojom vedy
a technologie sa viaze vo vSeobecnosti viac vedomosti, ktorymi I'udstvo disponuje. Dnes
vieme, ze oxid siri€ity je latkou, s ktorou sa viazu aj urcité zdravotné rizika, preto existuji
limity na jeho pouZzivanie, ktoré treba dodrziavat. Je stanovena istd hranica, ktora by
prijem tejto latky nemal prekrocit. Tychto skutocnosti si je vedomd aj velkd cast
konzumentov, ktord by sa v pripade negativnej reklamy alebo nedobrych sktisenosti
s vinom, mohla od producenta odvratit’.

Rozvoj vedy ndm umoznil skimat’ a pochopit’ aj vlastnosti a fungovanie oxidu
siri¢itého vo vine a muste. Iba mala cast’ oxidu siri¢itého, ktory je do mustu alebo vina
pridany, ndm zabezpeCuje pretrvavajlicu ochranu. Omnoho vécSia Cast’ je naviazana
na rozne iné latky, a tym su jej ochranné ucinky blokované. Velmi silnd vdzba vznika
s karbonylovymi zli¢eninami, ktoré ¢asto vo vine viaZzu podstatnu Cast’ oxidu siricitého.
Preto je dolezité, aby sme pochopili princip tvorby tychto zlucenin a aby sme
technologickymi postupmi ich mnozstvo nezvySovali, ale naopak znizovali. To bude viest’
aj k nizSej potrebe pouzivania oxidu siri¢itého. Niektoré tieto zli¢eniny sa nachadzaju
v muste a pochadzaju z hrozna. Ich mnozstvo dokézeme znizit' hlavne lepSim zdravotnym
stavom hrozna, pretoze su ¢asto produktom metabolizmu plesni alebo baktérii.

Iné latky, ktoré st tvorené pri alkoholovej fermentécii, ako napriklad acetaldehyd,
neovplyvnime kvalitou hrozna. M6Zeme iba nastavit’ podmienky fermentacie tak, aby ich
vznikalo ¢o najmenSie mnozstvo. Je to proces s velkym mnozstvom vstupnych

a vystupnych parametrov, priCom nie vSetkym cCastiam eSte Uplne rozumieme. Je preto



dolezité pochopit, ako tieto latky vznikajl, aké st ich uc€inky, interakcie s inymi latkami
a ¢i sa vieme branit’ pred ich nechcenym tu¢inkom.

Tiez nie nepodstatnou moznostou zniZzovania obsahu oxidu siri¢it¢ého vo vine je
pouzitie latok, ktoré ho nahradzuji. Hoci Ziadna z nich nenahradi vSetky jeho ucinky,
a preto sa pouzivaju len ako doplnok, niektoré zich kombinacii su lep$im rieSenim ako
samostatny oxid siri€ity a jeho potrebnu davku vyrazne znizuji. Vedecky pokrok ide
v dnesnej dobe dopredu mil'ovymi krokmi a okrem hlbSieho skiimania eSte nevyjasnenych
skutocnosti je tu aj moznost’ objavenia novych postupov a preparatov. VSetky ndm zname
vedomosti by mali viest k tomu, aby sme vedeli konzumentom predlozit’ produkt ¢o
najlepsej kvality, spifiajuci tie najprisnejsie kritéria ohladom mozného tginku na ich

zdravie.



2 Ciel prace

Cielom tejto diplomovej prace je prestudovat’ sucasny stav problematiky ohl'adom
vplyvu sirenia na vznik latok viazucich oxid siri¢ity vo vine. Zameriame sa hlavne na
karbonylové zluceniny, pretoze tieto latky Casto viazu najvyznamnejSie mnozstvo oxidu
siri¢itého.

Pre rozbor vplyvu oxidu siri¢it¢tho na tvorbu tychto latok, vyrobime viacero
mikrovzoriek vina. Podmienky, v ktorych bude alkoholova fermenticia prebiehat
upravime, pridanim odstupiiovanych davok oxidu siri¢itého a réoznych foriem doplnkove;j
vyzivy pre kvasinky, do mustu. Po ukonceni alkoholickej fermentacie pomocou HPLC
analyzy stanovime koncentraciu karbonylovych zlicenin vo vine. Ziskané hodnoty

Statisticky spracujeme a vyhodnotime.



3 Literarny prehlad

3.1 Sira
Sira je krehka kryStalicka latka zltej farby. Patri medzi nekovy. Je zlym vodi¢om

tepla a elektrického pradu. V prirode sa vyskytuje vo vol'nej forme alebo v zliceninach,
najcastejSie sulfidov (pyrit- FeS,, sfalerit- ZnS, galenit - PbS, chalkopyrit - CuFeS,)
a siranov (sadrovec - CaSQO, . 2H,0, baryt - BaSO4, Glauberova sol’ - Na,SO4. 10 H,0).
V atmosfére sa nachadza ako sirovodik - H,S a oxid siriity - SO,. Tiez je vyznamne
zastlipend v rope a uhli, spalovanim ktorych sa dostdva do atmosféry. V 1 litri morskej
vody sa nachddza asi 900 mg siry. Sira je biogénny prvok a je sucastou aminokyselin
metionin, cystein a cystin.

Z chemického hladiska je sira - 16S (Sulfur) prvok VI. A skupiny z periodickej
tabul’ky prvkov a radime ju medzi chalkogény, takzvané rudotvorné prvky. Na valen¢nej
vrstve ma 6 elektronov, ¢ize moéze byt az 6-vizbova. Oxidacné Cislo moze dosahovat
hodnoty II az -VI. Prirodnd sira je tvorena 4 stabilnymi izotopmi 32S, 33S, 34S a 36S
(KAMENCIK, 2009).

Sira sa ziskava tazbou, prazenim sulfidov alebo z technickych plynov, kde je

obsiahnuta vo forme H,S.
3.2 Oxid siricity

Oxid siri€ity - SO,, je bezfarebny jedovaty 'ahko skvapalnitel'ny plyn. Pri nizkych
koncentracidch ho nie je citit, ale pri vysokych davkach ma drazdivy, Stiplavy zapach.
Vznik4 spalovanim siry alebo oxidaénym prazenim sulfidickych rad (POLACEK a kol.,
2003).

S =-0,-=50,

Obrazok 1 Vznik SO, spalovanim siry (POLACEK a kol., 2003)

4 FeS,+110, = 2 Fe,0, + 850,

Obrszok 2 Vznik SO; prazenim pyritu (POLACEK a kol., 2003)

Oxid siri¢ity l'udia pouzivaju uz vel'mi dlho. Homér (ktorého Zivot sa uvadza do
obdobia medzi 12. az 7. storo¢im p.n.l.) spomina spalovanie siry na oxid siri¢ity kihazmi,
ktori ho pouzivali na dezinfekciu pri nabozenskych obradoch. Podla MICHLOVSKEHO

(2012) vedecké vyskumy dokazali jeho pouzivanie vovine uz v 7. storo¢i p. n. L
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Spalovanie siry sa datuje az do rimskych ¢ias a pretvalo do 15. storocia. Z tohto obdobia
je rada cisarskych dekrétov, ktoré zakazovali pouzitie oxidu siri¢it¢ho vo vine. Bolo to
preto, Ze sa ho do vina uz pridévalo prili§ vel'a a boli badatel'né u¢inky presirenia. Davky
siri¢itanov vo vine mohli dosahovat’ az 1000 mg SO,.1"'. Na zakaz pouzitia oxidu siri¢itého
malo vplyv ochladenie v Eurdpe. Vina mali vyssi obsah kyselin a vnimanie siri¢itanov
bolo vyraznejSie. Pouzivanie oxidu siri¢ittho bolo opédtovne povolené cisarom
Maximilianom I. Boli vSak uz definované limity pouzitia — 16 gramov na 1000 litrov vina.
V priebehu 15. - 18. storocia, behom klimaticky chladného obdobia, boli vyrabané vina
s vyraznou aciditou, ktoré boli stabilné. Prislo k uptstaniu od pouzivania SO,. Naproti
tomu sa do vina na zniZenie kyslosti pridaval octan olovnaty. Vino bolo vdaka nemu
zagul'atenejSie a menej nachylné na vznik chorob. Vd’aka tejto toxickej latke vSak trpela
celda Eurdpa a hlavne Slachta. Situdcia bola takd zla, Ze vroku 1696 vojvoda
Waurttenbersky vydal zakon, ktory priddvanie olova do vina trestal smrtou. V modernom
vinarstve sa pouzivanie oxidu siri¢it¢ho datuje od 18. storocia. Suvisi to s oteplenim,
nizSou aciditou vina a potrebou chranit’ ho pred skazenim a zvrhnutim. Na zaciatku
20. storo¢ia mu bolo pripisované zlepSenie kvality vina, pochddzajuceho z hrozna
postihnutého hnilobou. To prispelo k obl'ibenosti jeho pouzivania. Jeho antimikrobialne
vlastnosti a ochrana, ktoru poskytuje proti bakteridlnej skaze, boli objavené az neskor.
Utinnost’ molekularneho SO, bola preukazana az v polovici 20. storodia.

Dnes je vel'mi tazké predstavit’ si vyrobu vina bez pouZitia oxidu siri¢itého. Nie je
to nemozné, dokonca ani zlozité¢ a takto urobené vina su dostupné, ale chybajuci oxid
siri¢ity ovplyviuje ich d’al$i vyvoj, mikrobidlnu stabilitu a zivotnost. Oxid siri€ity sa
vyznacuje viacerymi vlastnostami, ktoré su pre vino pozitivne. Negativne moéZeme jeho
vplyv vnimat’ pri prili§ vysokych déavkach ¢i uz z pohl'adu vplyvu na samotné vino, alebo

na zdravie ¢loveka.

3.2.2 Tvorba oxidu siricitého kvasinkami
Nakolko zrejme takmer kazdy, kto pracuje s vinom, hrozno alebo must pred

kvasom zasiri, treba si uvedomit, Ze oxid siri¢ity vo vine nie je Cisto exogénna latka.
Kvasinky su schopné urcité mnozstvo vytvorit’ svojou vlastnou aktivitou. Vo vSeobecnosti
to je zriedkavo viac ako 10 mg.I", ale v urgitych pripadoch to méze byt’ viac ako 30 mg.I”
(RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a). WURDIG (in FARKAS, 1983) uvadza tiez hodnoty,
ktoré stymto koresponduju. Dalej uvadza, Ze kvasinky, ktoré produkujii SO, patria
k druhom Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis a Saccharomyces
bayanus.

Oxid siri¢ity je produkovany kvasinkami vdaka pritomnosti elementarnej siry,
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sirnych aminokyselin, siranov a siri¢itanov v muste. ESCHENBRUCH (in FARKAS,
1983) uvadza, Ze produkcia SO, stvisi so syntetizovanim sirnych aminokyselin metioninu
a cysteinu kvasinkami. Su kvasinky, ktoré dokazu produkovat’ az 100 mg SO,.I"". Pre tuto
svoju schopnost’ sa oznacuju ako kvasinky produkujice SO,. Produkcia SO, stipa spolu
s hodnotou pH. Napomdaha jej aj oSetrovanie hrozna praskovou sirou a mednatymi

pripravkami pri dozrievani. Tiez ju ovplyviluje aj obsah cukru v muste.

3.3 Viastnosti oxidu siricitého

3.3.1 Antisepticky uc€inok

Oxid siri€ity inhibuje rozvoj mikroorganizmov (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006
b). Podl'a jeho koncentracie ich dokéze priamo znicit’ alebo, pokial’ koncentracia nie je na
ich zniCenie dostato¢na, moze ich iba docasne inhibovat. Ked koncentracia SO, klesne,
pride opit’ k deleniu buniek a rozvoju mikrobialnej flory (RIBEREAU-GAYON a kol.,
2006a). Oxid siri¢ity ma vacsi vplyv na baktérie ako na kvasinky. Tieto organizmy maji
vo¢i nemu roznu odolnost. Apikulatne kvasinky Kloeckera a Hanseniaspora si menej
odolné ako Sacharomycces cerevisiae a baktérie mliecneho kvasenia Oenocuccuss oeni st
nail nachylnejsie ako rod Lactobacillus alebo Pediococcus.

Jedna z hlavnych tloh, kvoli ktorym pri vyrobe vina pouzivame oxid siricity, je
snaha dostat’ do fermenta¢ného procesu must bez nechcenych kvasiniek a baktérii, ktoré by
mohli mat’ nepriaznivy vplyv na senzoriku a vlastnosti budtiiceho vina. Takato ochranu
najviac potrebuji musty, ktoré pochadzajii z hrozna napadnutého hnilobou a sprievodnou

mikroflérou, st bohaté na cukry, maju nizke pH a vysoku teplotu.

3.3.1.1 Fungicidne a fungistatické vlastnosti
Pokial' ide o kvasinky, tieto vlastnosti oxidu siri¢it¢tho mdzeme vyuzit' uz pred

alkoholou fermentaciou alebo na zastavenie kvasenia vin s ponechanym zbytkovym
cukrom. Ddélezité je aby sme oxid siri¢ity aplikovali v dostatocnej davke, ktord svojim
fungicidnym U¢inkom zni¢i markantnu Cast’ existujucej populacie. Nasledne vino chrani
proti opiatovnému rozkvaseniu, ked’ svojim fungistatickym uc¢inkom brani rastu rezidualnej
populacie (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a).

Co sa tyka sirenie pred alkoholovou fermenticiou, oxid siridity v nizsej davke
svojimi fungustatickymi uc¢inkami oddiali rozmnozovanie kvasiniek, ¢o nam déava cas
na odkalenie mustu. Hlavne v juznych krajinach to tiez vyuzivaji na jeho schladenie. Po
adaptacii sa kvasinky zani rozmnoZovat' a prebehne alkoholova fermentdcia aj bez
potreby zakvasit’ must aktivnymi suchymi vinnymi kvasinkami (AVSK). Pri vys$Sej davke
SO, dosiahneme usmrtenie kvasiniek, ktoré pochadzali z vinohradu a inokulujeme must
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zakvasom kmena kvasiniek, ktoré si zvolime.

Na kvasinky ma 0c¢inok iba volny oxid siri¢ity, nie viazany. Kvasinky preto
vytvaraju latky, ktoré ho viazu, aby vol'ny oxid siri¢ity inaktivovali. ROMANO a SUZZI
(in RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a) uvadzaji pdsobenie molekuly oxidu siri¢itého na
kvasinky. Molekularny oxid siri¢ity prenikd do bunky bud’ aktivnym transportom, alebo
prostou difuziou. Vzhl'adom na pH vo vnutri bunky, musi mat’ formu HSOs". Vo vnutri
bunky reaguje so zlozkami ako koenzymy NAD, FAD, kofaktormi alebo s tiaminom. Toto
ma ucinok na enzymatické systémy vo vnutri bunky a na nukleové kyseliny. Spolu s tym je
zviazany vyrazny pokles ATP.

Tie isté autorky uvadzaji, Ze odolnost” kvasiniek vo¢i réznym formam oxidu
siri¢itého zavisi od kmena kvasiniek. Nie vSetky su rovnako odolné. Okrem toho si
odolnost’ dokazu vypestovat’. Pokial’ boli kvasinky v kontakte s SO,, vo¢i d’alSej davke uz
budii odolnejSie ako jedince toho istého kmena, ktoré v kontakte s SO, neboli.
RIBEREAU-GAYON akol. (2006b), uvadzaju, ze o sa tyka vplyvu oxidu siri¢itého
na ich populaciu, davka 30 mg volného SO,.I" by mala po 30 ditoch spolahlivo znigit

vsetky prezivajuce bunky.

3.3.1.2 Antibakterialne vlastnosti
Baktérie maju tak isto ako kvasinky rdéznu odolnost’ vo¢i SO,. Velké mnozstvo

baktérii je eliminované uZ koncentraciou 5 mg SO,.1". Na baktérie posobi aj oxid siri¢ity
vo viazanej forme, ktory je naviazany na acetaldehyd alebo na kyselinu pyrohroznovu.
Vyskum ukézal, ze ddvodom nie je moznost’, Ze by baktérie tuto vdzby narusili, ¢im by sa
oxid siri¢ity uvol'nil. P6sobia na ne priamo kombinované molekuly. Ich aktivita je sice 5-
az 10-krat niz$ia ako aktivita vol'ného SO,, avSak nachadzaju sa vo vine v 5-az 10-nasobne
vy§§ich mnozstvach. MnoZstvo 5mg viazaného SO,1"' dokaZe eliminovat az 50 %
populacie baktérii.

Najmenej odolné su voci oxidu siri¢itému baktérie mlie¢neho kvasenia. Vzhl'adom
na d'alsie okolnosti moze davka okolo 80 - 120 mg SO..I" trvalo znemoznit jabléno-
mlie¢nu fermentaciu (RIBEREAU-GAYON akol., 2006a). Toto je potrebné mat’ na
pamati hlavne pri Cervenych vinach, kde sa jabl¢no-mlie¢na fermentacia pri ich vyrobe
stala Standardom.

Naopak, vel'mi odolné su octové baktérie, ktoré su schopné znasat’ vel'mi vysoké
davky SO,. Tych sa najlepSie vyvarujeme tym, Ze vino neponechdvame v kontakte so
vzdusnym kyslikom. Treba si davat’ pozor aj na okraje nadob a rozhranie hladiny vina, tam

dochadza k problémom vel'mi ¢asto.
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3.3.2 Antioxida¢né vlastnosti
Oxidacia mustu alebo vina prebieha dvomi spdsobmi. Bud’ ako oxidacia chemicka,

kedy sa rozpusteny kyslik viaZze na rézne molekuly, alebo su tieto molekuly oxidované
oxidaénymi enzymamy. S prvou moznostou sa stretdvame hlavne pri skladovani a zreni
vina, pretoZze tam uz oxiddzy nie su aktivne. Proti druhej moznosti je ddlezité chranit

najmd must, pretoze ten je na tento druh oxidéacie vel'mi nachylny.

3.3.3 Ochrana proti oxidazam
V muste je enzymatickd oxiddcia omnoho vyznamnejSia ako chemickd, ztoho

dovodu, Ze prebieha vel'mi rychlo. V muste z hrozna sa prirodzene vyskytuju 2 oxidazy —
tyrozindza a lakdza, ktoré su zodpovedné za oxidaciu mustu. Oxid siri€ity tieto enzymy
inhibuje, alebo, v zavislosti na davke ni¢i a pred zacatim alkoholovej fermentécie takto
chrani must pred oxidéaciou. Neskor ochranu zabezpecuje redutivny charakter kvasenia.
Avsak, pokial v muste aneskér vmladom vine ostali aktivne oxiddzy anie je
po dokvaseni chranené SO,, mdze enzymatickéd oxidacia zacat’ znovu prebichat. Aby sme
sa tomu vyhli, je vhodné dat’ si analyticky stanovit’ aktivitu tychto oxiddz a v pripade
potreby zasiahnut’ oxidom siri¢itym.

Tyrozinaza je oxidaza, ktora sa bezne vyskytuje v bobuliach. Lakéza je produktom
Botrytis cinerea aje ommnoho aktivnej§ia a stabilnejsia (RIBEREAU-GAYON a kol.,
2006a). Je vylu¢ovana dovnutra bobule od zaciatku rozvoja huby. V niektorych pripadoch
moze byt preto jej mnozstvo znacné. Preto je potrebna zvysend davka SO, pri bobuliach

napadnutych hnilobou.

3.3.4 Ochrana proti oxidacii
Oxid siri¢ity sa v pritomnosti katalyzatorov viaze s rozpustenym kyslikom. Toto

viazanie kyslika je vel'mi pomald reakcia, trvdA mnoho hodin, az dni - podl'a mnozstva

kyslika vo vine. Vyjadruje ju nasledujuca rovnica:
SO; + 10; — SO;

Obrszok 3 Rovnica popisujiica viazanie kyslika s SO; (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a)

Antioxidacny ucinok oxidu siri¢itého ma najvacsi vyznam pri skladovani vina. Tiez
prispieva k vytvoreniu dostato¢ne nizkeho oxido-redukéného potencidlu, poméha vyvoju
chuti a zachovava arému vina pocas skladovania a zrenia (RIBEREAU-GAYON a kol.,
2006a).

Kvoli svojej Struktare vyzaduji biele vina vysSSie davky SO, na ochranu pred

oxidaciou, ako vina Gervené (RIBEREAU-GAYON akol., 2006b). Riziko oxidacie
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nastava, ked’ hladina volného oxidu siri¢itého poklesne u &erveného vina pod 10 mg.l”,
u bieleho pod 20 mg.1" a pod 30 mg.I"' u vina vyrobeného z hrozna napadnutého hnilobou.
Koncentracie, ktoré chrania vino proti oxidacii, su postacujice na ochranu pred neziaducou
mikroflérou, zaroven ale nemusia byt dostacujiice v pripade cervené¢ho vina ktoré
nepodstipilo malolakticki fermentaciu. V pripade nizkej davky vol'ného SO, tak k nej
mdze prist’ pocas skladovania.

Pri pokuse v syntetickom médiu, trvalo niekol’ko dni, kym oxid siri¢ity naviazal na
seba vSetok kyslik zmédia (8§ mg O, v 1 I — plne nasytené médium). Tato oxidacia
vyzaduje med'naté a Zelezité iony ako katalyzatory (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a).
Tato hypotézu potvrdili DUBERNET a kol. (in RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a). Ich
experiment pozostaval z pouZitia bieleho mustu nasytené¢ho kyslikom, kde elektrometricky
sledovali, ako rychlo sa kyslik straca. Pri muste bez pouzitia siry sa vSetok kyslik stratil
vel'mi rychlo, v priemere za 4 az 20 minit. V momente pridania SO, do média, spotreba
kyslika zacala klesat’ a po par minttach sa Uplne zastavila. V pripade muStov z hrozna

napadnutého hnilobou, bola doba, kym sa prestal spotrebovavat’ kyslik, dlhsia.

3.3.5 Vazba latok a organoleptické ucinky
Z enologického hl'adiska je reakcia SO2 s inymi latkami vel'mi vyznamnd. V muste

avine reaguje aviaze sa s mnohymi zlG¢eninami. NajvyznamnejSia je jeho vézba
s acetaldehydom. Acetaldehyd dodéva vinu chut’ oxidécie - zvetralé¢ho jablka. Tym, Ze sa
s nim SO2 viaze, chrani arému vina a zaroven zlepSuje jeho chut’. Viac o tejto, ale aj inych

vazbach, uvedieme neskor.

3.4 Formy oxidu siri¢itého vo vine
3.4.1 Volny oxid siri€ity

Po aplikécii oxidu siri¢it¢ho v akejkol'vek forme do vodného roztoku dochadza
k jeho rozpustaniu za vzniku kyseliny siri¢itej H>SOs;. Vplyvom pH dochadza k jej
ionizacii na hydrogénsiri¢itanovy (HSO5") a siri¢itanovy i6n (SO3>). Vo vine tieZ ostava
¢ast’ molekularneho oxidu siri¢ité¢ho (SO, . H,O). Molekuldrna forma najviac prevazuje pri
pH 0 az 2, hydrogénsiricitanova pri pH 2 az 7 a siri¢itanova pri pH 7 az 10 (DIVOL a kol.,
2012

K,

S('): e H:(') —— HS( ')_: + H

Obrazok 4 Rozpustanie oxidu siriciteho za vzniku hydrogénsiricitanového ionu
(RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a)
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K; X
HSO;™ — SO;-~ + H'

Obrazok 5 Rozpustanie oxidu siricitého za vzniku siricitanové ionu
(RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a)

Kyselina siri¢ita ma dve acidické funkcie, ktorych disociacné konstanty su pri 20
°C, K;=1,81 a K»=6,91. Neutralizcia kyseliny za¢ina pri pH = pK — 2. Z tohto dévodu vo
vine nie st pritomné volné siri¢itany SO5> a kyselina siri¢ita je &iastoéne neutralizovana
(RIBEREAU-GAYON akol,, 2006). Dr. ALAN LIMMER (2006) oznaluje ¢&ast
o neexistujucom SO3”” vo vine za mytus, ktory sa postupom ¢asu podava ako vedecky fakt.
Je takisto mnozstvo literatury, ktorej autori so siriitanovym iénom kalkuluju, hoci jeho
mnozstvo vo vine je pri pH nizSom ako 3,9 menSie ako mnoZstvo molekularneho SO,
(MURLI R. DHARMADHIKARI, 2006). Savisi to s hodnotou disociacnej konstanty K.

Vicsina vol'ného oxidu siri¢itého je vo forme HSOj', iba jeho mala cast’ ostava vo
forme SO,. Hovorime o nej ako o molekuldrnom alebo aktivnom oxide siri¢itom a s touto
Castou sa spajaju najdolezitejSie enologické vlastnosti ,,voného* oxidu siri¢itého. Tato
forma je podla vyskumov antisepticky zrejme 20-ndsobne ucinnejSia ako HSOj;". Ale
podla definicie EU a OIV (Medzindrodnd organizacia pre vini¢ a vino) je volny oxid
siri¢ity chapany ako suéet H,SO;, HSO; a SO; (MICHLOVSKY, 2012). Volny oxid

siri¢ity priamo reaguje s jodom pri stanoveni jodometrickou metodou.

50,.H,0 - HSO — SO,

100 =
-

S0

30

0% celkoveho SO,

20
10
0 ~\=“‘-—=--ol-""'
0 1 T? 3 4 S 6 T'r' 8 9 10
pK, = 1.81 pH p¥, = 6.91

Obrizok 6 Zobrazenie percentudlneho zastupenia moznych foriem SO, pri zmene pH.
Vidime zdoraznené pH vina a disociacné konstanty. (DIVOL a kol., 2012)
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3.4.1.1 Vplyv pH

Z praktického hladiska je velmi dolezité vediet’ pomer medzi molekuldrnou sirou
SO, a hydrogénsiri¢itanom HSOs;. Vieme ho jednoducho vypocitat' za poznania pH

a hodnoty disociacnej konstanty pK; podl'a nasledujuceho vzorca:

100

(10P¥~PAL 1 9)

Obriazok 7 Vzorec na vypocet percentudlneho zastiupenia molekuldrneho SO; vo vine
(KRATSMAR-SMOGROVIC, 1994)

Na ulah¢enie mozeme uviest nasledujicu tabulku, ktord hovori o koncentracii
vzhl'adom na pH vina. Je pri konStantnej teplote 20 °C, pretoze teplota rovnako ako pH

tento pomer ovplyviuje.

pH Molekularny SO- lon HSO;
3.00 6.06 0404
3.10 .1,.8..\' 95.12
3.20 3.91 96.09
3.30 3.13 06.87
3.40 2.51 07.49
3.50 2.00 08.00
3.60 1.60 08.40
3.70 1.27 08.73
3.80 1.0] 08.99
3.90 0.81 99.19
4.00 0.64 09 36

Obriazok 8 Pomer medzi molekularnym SO a ionom HSOs, vzhladom na pH, pri teplote
20°C (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a)

Této tabulka je zaroven vysvetlenim potreby zvySenych dévok oxidu siri¢itého pri
vys$som pH vina. Tiez ale vysvetl'uje aj to, pre¢o niektoré vino vyslovene pachne po ,,sire®,
pricom dostalo rovnaka davku SO, ako iné, nepachnuce vino (RIBEREAU-GAYON
a kol., 2006a).

3.4.1.2 Vplyv alkoholu a teploty

Alkohol aj teplota ovplyviuju disocia¢nii konstantu kyseliny siriCitej pozitivne.
Sthipajuca teplota aj objemové percento alkoholu ju postvaju k vyssiemu pH. Rovnako tak

aj koncentracia soli (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a).
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alkohol Teplota (:G)

(¥l "o 2 25 2 3& W 3¢ @
0 178 185 200 204 225 231 237 248

5 188 196 211 224 234 240 247 256

10 198 206 221 234 24 250 257 266

5 208 216 231 245 254 261 267 276

2 218 226 241 255 264 272 278 286

Obriazok 9 Vplyv teploty a alkoholu na disociacnu konstantu pK; kyseliny siricitej
(USSEGLIO-TOMASSET, 1995).

Utinok tychto dvoch faktorov spoéital azhrnul do tabulky USSEGLIO-
TOMASSET (1996). Je vidiet Zze zastipenie aktivneho SO, v pomere k HSO; je
alkoholom aj teplotou ovplyvilované pozitivne, stiipa spolu s tymito faktormi. Rozdiel
v mnozstve volného SO, vplyvom teploty mdze byt az 20 mg.l”'. Tento fenomén je
napriklad mozné vyuzit’ pri sterilizacii vina teplom, kedy nam vd’aka zvySeniu hladiny

vol'ného SO; postaci teplota 45-50 °C.

alkohol Teplota ("C)
(% vol.) 19 2% 38
0 4.88
10 7.36 15.40 27.55
20 10.95

Obrizok 10 Vplyv alkoholu a teploty na percentudlne zastupenie molekularneho SO,
(USSEGLIO-TOMASSET, 1995)

3.4.2 Viazany oxid siri€ity
Hydrogénsiri¢itanova a siri¢itanovd forma SO, st vel'mi reaktivne aviazu sa

s molekulami, ktoré¢ maji karbonylovll skupinu. Latky s touto skupinou oznacujeme ako
aldehydy, pokial’ maja tuto skupinu na konci retazca, alebo ketony, pokial’ sa nachéddza vo
vnutri. Oxid siri€ity, ktory tvori molekuly s tymito latkami, nie je dostupny pre d’alSie
vizby, a preto ho oznacujeme ako viazany. Na rozdiel od voI'ného oxidu siri¢it¢ého nema
také vyrazné enologické vlastnosti. Jeho vplyv na kvasinky a zamedzenie oxidécie je
nulovy, ma viak vplyv na baktérie. Uginok zavisi aj od toho, s ktorou latkou sa viaZe.
Viazany oxid siri¢ity spolu s volnym SO, tvoria objem celkového SO, vo vine.Viazany
oxid siri¢ity tvori jeho podstatnejsiu ¢ast (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a). To aky je
medzi tymito zlozkami pomer, ukazuje na kvalitu prace vinohradnika a vindra. Cim

zdravsie je hrozno z vinice a lepSia hygiena a praca s mustom a vinom v podniku, tym
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mensie davky SO, do vina treba dodat (MICHLOVSKY, 2012).

OH
|

R—CHO +HSO:™ — R—CH—SOH:

Obrizok 11 : Schéma reakcie hydrogénsiricitanového ionu s aldehydom
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

R’
I
R—C—R' + HSO3™ — R—C—S0;

| |
() OH

Obrizok 12 Schéma reakcie hydrogénsiricitanového ionu s keténom
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

Niektoré latky, ako napriklad acetaladehyd, sa viazu so sirou vel'mi pevnou vizbou,
tato vizba je prakticky po cely ¢as Zivotnosti vina. Iné, naopak, maji tuto vézbu slabu a po
vyCerpani molekularneho SO, v médiu vdzba zanikne a SO, prechdadza do svojej volnej
formy.

Vel'mi dobre ndm tento proces ukazuje obrazok €. 13. Celkovy oxid siri¢ity mame
rozdeleny na 4 Casti. V lavej Casti je najmenSie policko tvorené molekuldarnym SO,. Jeho
objem sa moze menit’ podla faktorov, ktoré ovplyviiuji jeho pomer k HSOjs", ako pH,
teplota atd’. Na zéklade ich zmeny sa bude posuvat’ Gsecka ,,a“, oddel'ujica ho od vol'ného
HSOys’, dolava alebo doprava. VoI'ny HSO;™ oddel'uje usecka ,,b* od HSO;3™ viazaného na
rozne latky. Rovnovaha medzi nimi je opdt’ pohybliva. Viazana forma moze prechadzat
do vol'nej a opacne v zavislosti na mnohych podmienkach. V pravej €asti je SO, naviazana
na acetaldehyd. Tato vézba je pevna a nemennd, SO, nan viazany uz bude nadalej iba
v tejto forme. Samozrejme, pokial’ by prichadzalo k d’alSej tvorbe acetaldehydu, bude sa
toto mnoZstvo zvySovat, ale k jeho zniZeniu nepride (RIBEREAU-GAYOUN a kol.,
2006a).
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— Aktivny (molekulamy) S0,

~ Celkovy S0, >
a b C
t— 1+
L SO
HSO7 -——g—— \ '_\u}% m} na [ viazany na 1
iné zlaceniny acetaldehyd
%%
%
~ \"-Ol.l].\," MMh e ————— \"iazun,\" S0, e

Obrazok 13 Zobrazenie vztahu medzi jednotlivymi zlozkami oxidu siricitého v roztoku
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 1977)

To, ze acetaldehyd tvori vizbu s SO, pevnejsiu ako iné latky, je dané ioniza¢nou
konstantou K, ktora je pre kazdu latku Specifickd. Vyjadruje rovnovdzny pomer medzi
viazanou a neviazanou formou latky v médiu. Ak hodnota K bude mensia ako 0.003 x 10°
> M, vypoveda to o tom, Ze tato latka bude existovat’ 100-krat viac vo viazanej forme ako
volnej. V praxi to znamend, Ze latky s nizkou hodnotou K sa budu takmer bez zvysku
viazat’ s vol'nym oxidom siri¢itym a blokovat’ ho pred d’alSim upotrebenim. Vol'ny oxid
siri¢ity moze existovat’ az vtedy, ked s vSetky Castice latky naviazané. Dolezité je, Ze
takato vizba je definitivna, vyCerpanie vol'ného SO, oxidaciou nijako neovplyvni tento
stav a nepride k vyviazaniu SO; z tejto vizby.

Ak hodnota K bude vacsia ako 30 x 107 M, naopak, bude existovat’ 100-krat viac
vol'nych molekul danej latky ako viazanych. Takato vdzba je slaba. Ked je volny SO,
vyCerpany oxidaciou, prichadza k jej rozpadu a obnovuje sa volny SO,, potrebny na
zachovanie rovnovahy. Mozeme to vidiet’ na nasledujicom obrazku, ktory ukazuje, ako
latka s K=0,001 x 10 M okamzite viaZe oxid siri¢ity az do maximalnej miery nasytenia
(64 mg SO,."' pre acetaldehyd), az potom zalina narastat hladina volného SO,

(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a).

20



k=0.001%10" M

e o ————————— ———— ——— ———————————— -

o

40 / e

30 “ ] =110 M

Viazany SO, mg.|

i 5 k=100%107" M

|

Y

L3 ' ]

1020 S0 100 150 2000

Vol'ny sO; me.l”

Obrizok 14 Vplyv ionizacnej konstanty K na vizbu latok s SO, (BLOUIN, 1965)

3.4.2.1 Vazba s acetaldehydom

Acetadehyd alebo inak etanal je vel'mi Casto latkou, ktord viaZe najpodstatnejSiu
ast’ SO vo vine. Jeho hodnota K je extrémne nizka (0,0024 x 10~ M) a tomu zodpoveda
naviazanie vySe 99 percent molekul s SO, za vytvorenia molekul kyseliny acetaldehyd
siri¢itej. Jeden mg acetaldehydu na seba naviaze 1,467 mg oxidu siri¢itého. Pritomnost’
volného acetaldehydu sa povazuje za nemoznu vo vine, ktoré obsahuje volny SO,. Avsak,
bez pritomnosti volného SO,, kyselina acetaldehyd siri¢itd uvoliiuje stopové mnozstva

acetaldehydu. O fiom sa hovori, Ze je zodpovedny za plochost’ vina.
CH:-CHO + HSO:™ === CH:;-CHOH-S0;

Obrizok 15 Reakcia acetaldehydu s hydrogénsiricitanovym iénom za vzniku kyseliny
acetaldehydsiricitej (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

Vytvorenie vizby acetaldehydu s oxidom siri¢itym je vel'mi rychle, do 90 minut po
zasireni je naviazanych az 98 % molekul, do 5 hodin st naviazané vSetky. Tato reakcia je
nezavisla na teplote, jej zvysenie uvolni iba mizivi &ast SO, (RIBEREAU-GAYOUN
a kol., 2006a).

3.4.2.2 Tvorba acetaldehydu

Acetaldehyd je tvoreny viacerymi cestami, ale jeho hlavnym zdrojom je alkoholova
fermentacia. Je jej medziproduktom, vznika debarboxyldciou kyseliny pyrohroznove;.

Vyssie hodnoty st pozorované, ked je v muste volny SO,. Pri vysokom zasireni mustu
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moze jeho koncentracia presiahnut’ 100 mg.I"". Tvorba acetaldehydu a jeho vizba s SO, je
sposobom ako sa kvasinky chrdnia pred antiseptickymi u€inkami oxidu siri¢itého
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006b). Z tohto dovodu nam vietok SO, pridany do mustu
pred kvasenim zvySuje hladinu viazanej ,,siry*. Takisto je zbytocné priddvat SO, do
fermentujiceho mustu, kvasinky na to zareaguju tvorbou acetaldehydu a vSetok ho vel'mi
rychlo naviazu bez toho, aby mal nejaké t¢inky.

Pokial’ sa snazime zastavit’ fermentaciu a ponechat’ vo vine vys§ie mnozstvo cukru,
je z tohto dovodu vhodné pred pridanim SO, znizit' aktivitu kvasiniek napriklad
podchladenim, alebo znizit' ich mnozstvo filtrdciou. Nasledne priddme davku SO,
v dostatocnom mnozstve, aby sme aktivitu kvasiniek zastavili.

Vel'ké mnozstvo acetaldehydu a nasledne vel'ky objem celkového SO, maju aj vina,
v ktorych prebehla viacndsobnd fermentacia, pretoze kvoli tomu boli viackrat sirené
a vSetok tento objem SO, presiel do viazanej formy..

Dalsou moznostou vzniku acetaldehydu je chemickd oxidacia etanolu pocas
skladovania vina. Pokial je vyCerpany vSetok volny SO,, uz malé mnozstvo
nenaviazané¢ho acetaldehydu vino ovplyviiuje arobi ho ,,plochym®. Sta¢i pridat’ malé
mnozstvo SO2, aby sa acetadehyd naviazal. Takto sa ale zvySuje koncentracia viazaného
SO2.

Zdrojom acetaldehydu moéze byt hrozno napadnuté hnilobou. Jeho koncentricia
v takomto muste sa pohybuje okolo 10 mg.I"!, maximalne az do vysky 20 mg.1"". Pri sireni
tohto musStu by sme mali vopred ratat’ s tym, Ze istd ¢ast SO, nam okamzite prejde do

viazanej formy (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a).

3.4.2.3 Degradacia acetaldehydu

OSBORNE a kol. (2000) vo svojom vyskume zistili, Ze niektoré kmene Oenoccoca
oeni a Lactobacilla (z ktorych 7 je bezne komeréne dostupnych) pocas malolaktickej
fermentacie degraduju acetaldehyd na kyselinu octovl a alkohol. Boli degradované obidve
formy acetaldehydu, vol'nd aj viazana s SO,. VoI'na forma bola spotrebovand vo va¢Som
mnozstve zrejme preto, ze SO, uvolfiovany pri degradacii viazanej formy pdsobil

antisepticky. Ukézalo sa, Ze miera degradécie je kmenovo dana.

3.4.2.4 Karbonylové kyseliny (Ketokyseliny)
Tieto kyseliny st karboxylovymi kyselinami, ktoré maja okrem -COOH skupiny aj

-C=0 skupinu. Podl'a vz4jomnej kompozicie tychto dvoch skupin nam vznikaju alfa alebo
beta-ketokyseliny. Zahrievanim alfa-ketokyseliny prichadzaji o CO skupinu a beta-

ketokyseliny st dekarboxylované. Ako sme spomenuli vysSie, hydrogénsiri¢itanova
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a siri¢itanova forma SO2 sa viazu na latky s touto skupinou.

Z hladiska vizby s oxidom siri¢itym maji neopomenutelny vyznam kyselina
pyrohroznova a kyselina 2-oxoglutarovd (predtym alfa-ketoglutarova). Rovnako ako
acetaldehyd maju vel'mi nizku disocia¢na konstantu K (0,3 x 10 M pre kys. pyrohroznovii
a 0,5x 107 M pre kys. 2-oxoglutirov) a tvoria s oxidom siri¢itym velmi silné vézby.
Mnozstvo nimi viazaného oxidu siri¢it¢tho méze byt velmi vyznamné. Napriklad vino
s obsahom 200 mg kyseliny pyrohroznovej a 100 mg kyseliny 2-oxoglutdrovej ma 93 mg
SO,.I"" viazanych na tieto zlu¢eniny pri 20 mg volného SO,.1". Tieto latky sa v réznych
vinach viazu s vel'mi rozdielnymi mnoZstvami SO2. V priemere sa s SO, viaze 20,7 %
kyseliny pyrohroznovej a 16,7 % kyseliny 2-oxoglutirovej (RIBEREAU-GAYOUN a kol.,
2006a). Ich mnozstvo vo vine je velmi premenlivé, ale mdéze dosahovat az hodnot
500 mg.I" kys. pyrohroznovej a 350 mg.l' kys. 2-oxoglutarovej (USSEGLIO-
TOMASSET, 1995).

Z tychto dovodov je pre nds ziaduce pochopit’ tvorbu tychto latok vo vine. St
tvorené¢ pocas alkoholovej fermentacie. Po pociato¢nom nahromadeni tychto latok ich
koncentrécia klesé s konciacou fermentaciou (BARBE a kol., 2000). V sladkych vinach,
kde doslo k zastaveniu fermentacie, je preto ich koncentracia vysSia ako vo vinach
suchych. Ich tvorba je pozitivne podporovana faktormi, ako vysSia teplota, vysSie pH,
prevzdu$nenie mustu. Naopak, negativne ich tvorbu ovplyviuje tiamin (RIBEREAU-

GAYOUN a kol., 2006a).

3.4.2.5 Vplyv tiaminu

Kyselina pyrohroznova vznika pri glyceropyruvatovej fermentacii, priCom moze
byt substratom pre tvorbu dalSich latok, alebo je medziproduktom pri alkoholovej
fermentacii. Pri alkoholovej fermentacii je nasledne dekarboxylovana na acetaldehyd a ten
je premeneny na alkohol. Dekarboxylacia prebehne za pomoci pyruvat dekarboxylazy
a kofaktorom reakcie je tiamin pyrofosfat (TPP). Tiamin, alebo aj vitamin B1, je jeho
prekurzorom. Je predpoklad, Ze nedostatok tiaminu vedie k CastejSiemu neuskuto¢neniu
tejto reakcie a akumulacii kyseliny pyrohroznovej. Vycerpanie tiaminu v muste suvisi
srozvoj divokych kvasiniek, zrejme sich vySSou spotrebou tejto latky (UGLIANO
a HENSCHKE in MORENO-ARRIBAS aPOLO, 2009). Okrem toho moze k jeho
nedostatku prist’ vplyvom SO,, ktory tiamin rozklada, alebo v pripade botrytického hrozna.
Pridavok tiaminu v davke 0,5 mg.1", prispel v sladkych vinach k priemernému zvy3eniu
koncentracie volného SO, 020 mg.l'. Na to, aby tento postup G&inkoval, treba tiamin
pridat’ do vy€ireného a zasireného mustu dostatoCne skoro pred zacatim fermentécie.

Zaroven treba zdoraznit’, Ze ucinok tiaminu bol preukazany iba v musStoch zo zdravého
9
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hrozna, v pripadoch nahnilého hrozna sa neprejavil (RIBEREAU-GAYOUN akol.,
2006a).

S akumulaciou kyseliny pyrohroznovej suvisia aj iné latky, je totiz substratom pre
vznik acetoinu a diacetylu. Tieto maji karbonylové skupiny a takisto sa viazu s SO,.
V anaerobnych podmienkach vznikd zkyseliny pyrohroznovej v Krebsovom cykle

kyselina 2-oxoglutarova.

3.4.2.6 Acetoin a diacetyl

Acetoin a diacetyl (alebo aj 2,3-butandién) su latky, ktoré spolu tzko stvisia. Su to
takisto karbonylové (diacetyl ma az 2 karbonylové skupiny) zluceniny a viazu sa s SOx.
Pre acetoin aj diacetyl je typicka maslova vona. Senzoricky mdzeme acetoin spozorovat’ az
zhruba od 150 mg.1"'. Diacetyl je aromatickejsi. Mdzeme ho citit' zhruba od 2 mg.l”.
Nizsie davky (2-5 mg.I™"), prispievaju k plnosti vina, ale vysie koncentracie 8 mg.I" st uz
senzorickou vadou (MICHLOVSKY, 2014). V koncentracii do 5 mg.I" ho mézeme citit’
ako prijemny lieskovy orieSok, nad tato hranicu uz je to maslovost’. Acetoin sa vo vine
bezne vyskytuje v mnoZstve okolo 10g.I", diacetyl 1g.I". V &ervenom vine byva ich
koncentracia vys§ia ako v bielom (VELISEK a HAJSLOVA, 2009). Tieto dve latky mozu
byt produkované kvasinkami aj baktériami mlie¢neho kvasenia. Koncentracia diacetylu je
najvyssia na konci alkoholovej fermentacie a na konci jabléno mlie€neho kvasenia, neskor

klesa. Samozrejme ju zniZuje aj viazanie sa s SO,.

3.4.2.7 Tvorba kvasinkami
Reakcia zac¢ina kondenzéaciou dvoch molekul kyseliny pyrohroznovej za

pritomnosti tiamin-pyrofosfatu (TPP) a za vzniku aktivneho acetaldehydu (CH;CHO-TPP).
Nasledne z aktivneho acetaldehydu a d’alSej molekuly kyseliny pyrohroznovej vznika
acetolaktat (kyselina acetomliecna). Jeho oxidativna dekarboxylacia produkuje diacetyl.
Neoxidativna forma dekarboxylacie vedie ku vzniku acetoinu (ZAMORA in MORENO-
ARRIBAS a POLO, 2009). Tato reakcia prebieha od zacatia alkoholovej fermentacie. Po
jej skoncenti je aj diacetyl ktory sa vytvoril, rychlo redukovany na acetoin, alebo az na 2,3-
butandiol. Drzanie vina na kvasni¢nych kaloch anakaloch baktérii podporuje tuto
redukciu (SWINGS in RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a).

Dalsi  mechanizmus  vzniku  je  reakcia  aktivneho  acetaldehydu
s acetylkoenzymom A za vzniku diacetylu. Niektoré kvasinky nedokazu ist’ touto cestou,
pretoze nemaju aktivny enzym diacetyl syntetdzu. Diacetyl je nasledne redukovany
na acetoin pomocou enzymu diacetyl reduktaza. T4 ma najvys$Siu aktivitu pripH 7,

pri nizkom pH jej vykon rapidne klesa.
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Tretia cesta vzniku acetoinu je priamo kondenzaciou molekuly aktivneho

acetaldehydu a voI'ného acetaldehydu.
2CH3;—CO-COOH + 2TPP —
2CH3CHO-TPP + 2CO»

Obrszok 16 Vznik aktivneho acetaldehydu (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

CH:;CHO-TPP + CH:;—-CO-COOH
— CH:;CO—-«(CH;;)COH-COOH

Obrizok 17 Vznik acetolaktitu (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

CH;CHO-TPP 4+ CH3;-CHO ——
CH;CHOH-CO-CH: + TPP

Obrizok 18 Vznik acetoinu reakciou acetaldehydu s aktivnym acetaldehydom
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

CH;-CO—~CH;)COH-COOH

——s COy + CHiCHOH-CO-CH;

Obrazok 19 Vznik acetoinu dekarboxyldaciou acetolaktatu
(RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a)

Koncentracia diacetylu a acetoinu vyprodukovanych pri alkoholovej fermentacii je
nizka a nedosahuje taku troven, aby sme ich senzoricky vnimali. Véc¢Sina z kmenov
Saccharomycess cerevisiae produkuje nizke mnozstva (do 12 mg.l") acetoinu. Enormné
mnozstva produkuji kmene Kloeckera apiculata a Hanseniaspora guilliermondii,
v priemere 100 az 200 mgl' (ROMANO a SUZZI, 1996). Kvasinky tieZ produkuju
diacetyl pri metabolizovani aminokyselin poc¢as alkoholovej fermentacie. Takisto sa vd’aka

diacetylreduktize premiefia na acetoin (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a).

3.4.2.8 Tvorba baktériami

Acetoin aj diacetyl mozu byt tvorené viacerymi druhmi baktérii a z réznych
substratov. Jedna je degradiacia kyseliny citronovej baktériami mlie¢neho kvasenia.
Mlie¢ne baktérie ho tymto sposobom vedia vytvorit v omnoho vd¢Som mnozstve ako
kvasinky. Su predpokladané dve cesty. Jedna je reakcia acetylkoenzymu A s aktivnym

acetaldehydom katalyzovana diacetylsyntdzou. Tuto sa vSak doposial’ nepodarilo izolovat’.
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Druhd cesta produkuje acetoin dekarboxyldciou z acetolaktitu. Jeho oxidaciou moze
u baktérii mlie¢neho kvasenia vznikat' diacetyl. Prioctovych baktériach nebola tato
oxidacia doteraz preukdzana (RIBEREAU-GAYOUN akol., 2006a). Na mnoZstvo
syntetizovanych latok maja vplyv podmienky malolaktickej fermentacie, mnozstvo
degradovanej kyseliny citrénovej a aj druh Oenococca.

Acetoin moze byt tiez produkovany octovymi baktériami z kyseliny mliecne;j.
Produkujt ho aj baktérie z rodu Enterobacteriaceae pri fermentacii glukdzy

(KRATOCHVIL, 2013).

3.4.2.9 Sacharidy a ich derivaty

NajcastejSie cukry vyskytujice sa v muste su glukoza a fruktdza, ktoré su
pri alkoholovej fermentacii premenené na alkohol. Okrem nich vS§ak must obsahuje mnoho
dalsich sacharidov, ¢i uz skvasitelnych, alebo neskvasitelnych. Tieto sa ¢asto viazu do
oligomérov. Mo6zu sa viazat’ spolu viaceré molekuly sacharidov, alebo sa viazu sacharidy
sinymi latkami. NajCastejSie su vdzby medzi sacharidmi a fenolickymi zlti€eninami
amedzi sacharidmi a monoterpénmi (MORENO a PEINADO, 2012). Mnohé molekuly
sacharidov sa vyznacuju karbonylovou skupinou, ¢i uz v aldehydickej, alebo ketonickej
forme, preto mézeme dovodne predpokladat, ze sa budu viazat' aj s oxidom siri¢itym.
LAHO, MINARIK a NAVARA (1970), tvrdia, Ze napriklad fruktéza s SO, nereaguje. Iné
reaguju, ale zase st v muste a vine zastipené v malom mnozstve. Napriklad 1 g arabindzy
sa viaze s 8 mg SO,.I" pri 50 mg volného, ale koncentracia arabindzy vo vine neprevysuje
1 g.1"". Opaénym prikladom je glukoza. 1 g.1"" glukdzy viaze iba 0,3 mg SO,.1" pri 50 mg.I
! volného SO, aviak vyskytuje sa v mustoch vo velkom mnoZstve. D4 sa fiou vysvetlit
urity pokles volného SO, pri sireni hrozna alebo mustu (RIBEREAU-GAYOUN a kol.,
2006a).

3.4.2.10 5-oxofruktdéza a laktéony kyseliny glukdnovej
Vo vyskume z roku 2002, BARBE a kol. zistili, Ze v mustoch, ktoré pochadzaju

z botrytického hrozna, st v désledku ich pH zdvaznym reaktantom s SO, 5-oxofruktdza a 2
laktony kyseliny glukénovej - gamma a delta-glukonolakton. Vznikaju pri vnutrobunkovej
esterifikacii  kyseliny. V takychto mustoch sa kyselina glukénova nachddza
v koncentraciach okolo 20 g.I"' a jej gamma a delta laktony predstavujii spolu zhruba 10 %
jej koncentracie. Ich afinita (disociaénd konstanta K=4,22 x 10> M) k SO, zodpoveda
afinite monokarbonylovych zlu¢enin a pri obsahu volného SO, 50 mg.I" su schopné
pravdepodobne viazat’ az 135 mg SO2.1™".

5-oxofruktéza sa v muSte zhrozna napadnutého hnilobou nachiddza radovo
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v stovkach mg na liter. Spolu s koncentraciou sa zvySuje jej vdzobna sila vo¢i SO;. 5-
oxofruktoza moze byt zodpovednd az zanaviazanie vyse 70 % SO, (BARBE in
RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a). Jej koncentracia nie je ovplyvnena alkoholovou
fermentaciou ani inou ¢innostou kvasiniek, mézeme ju regulovat’ iba zdravotnym stavom
hrozna. Je produkovand z fruktdézy octovymi baktériami z rodu Gluconobacter. Najhorsie
su pripady, ked’ hniloba napadne bobule hrozna, ked’ st uz zrelé, vtedy sa 5-oxofruktoza

podiela na viazani SO, v priemere 60 percentami.

3.4.2.11 Dalsie latky

V muste zhrozna napadnutého hnilobou boli identifikované glyoxal
a metylglyoxal, zli€eniny s 2 karbonylovymi skupinami (GUILLOU-LARGETEAU in
RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a). Pravdepodobne ich tvori Botrytis cinerea alebo
mikroorganizmy pridruzené na napadnutom hrozne. Glyoxal k viazaniu SO, kvoli nizkej
koncentracii nijak zavazne neprispieva, ale metylglyoxal moze v muste viazat' az 50 mg.I”
SO, pri hladine 50 mg volného. Jeho koncentracia vyrazne klesa prialkoholovej
fermentacii, preto nie je zodpovedny za viazanie signifikantného mnozstva SO, vo vine.

Je mnozstvo d’alSich latok, ktoré sa vo vine alebo v musSte v malych mnozstvach
viazu s SO, ako napriklad kyseliny galakturénova, glukurénova, oxaloctova, glyoxalova,
pripadne metylglyoxal a iné. MnoZzstvo SO, ktoré jednotlivo viazu, je vo vac¢Sine pripadov
zanedbatelné, ale vyskytuju sa aj opaéné pripady. Napriklad 100 mg.I" dihydroxyaceténu
na seba viaze zhruba 16 mg.I"' SO, pri 50 mg volného SO.. Ale vyskytli sa pripady, kedy
tato hodnota dosahovala az 72 mg viazaného SO, (BARBE akol. in RIBEREAU-
GAYOUN a kol., 2006a).

3.5 Vplyv SO, na zdravie

Okrem neziadiceho organoleptického pdsobenia vyssich davok SO; je jeho vplyv
na zdravie ¢loveka zavaznym dovodom na obmedzenie jeho koncentracie vo vine. Hoci
jeho toxicita nebola vedecky preukédzand, zniZzovanie jeho nadmerne vysokych davok sa
zaviedlo uz v stredoveku a v tomto smere sa pokracuje dodnes. V 20. storoc¢i sa uz viedlo

mnoho vyskumov, ktoré sledovali toxicitu SO,.

3.5.1 Toxicita a maximalna odporuc¢ana davka
Samozrejme, najprv vyskum musel prebehnit’ na zvieratach. Sktimala sa ako

akutna, tak aj chronicka toxicita. Zistilo sa, ze jednorazové pozitie vyssej davky je mierne
toxické. V zavislosti od druhu zvierat LD50 (smrtel'nd davka pre 50 % jedincov testovenej
populécie) je medzi 0,7 - 2,5 g na 1 kg zivej hmotnosti zvierata. Podl'a tychto vysledkov

by bola toxicita siri¢itanu sodného (Na,SOs3) na trovni produktov ako séda bikarbona
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alebo horka sol’.

Chronicka toxicita sa skamala dlhodobejsie (TIL a kol. in RIBEREAU-GAYOUN
a kol., 2006a). Zvieratdm bola pocas niekol’kych generacii poddvana davka 1,5 g SO; na
1 kg hmotnosti. Vyskytovali sa 3 druhy portich. Spomaleny rast, histopatologickd zmena
zalidka a nedostatok tiaminu. Tento vyskum viedol k stanoveniu maximalnej netoxickej
hodnoty u potkanov na 72 mg na 1 kg hmotnosti. Svetova zdravotnicka organizacia podla
tejto hodnoty stanovila odporti¢ant dennti davku (RDA — recommended daily allowance)
na 0,7 mg na 1 kg hmotnosti ¢loveka.

Vzhl'adom na dodrzanie tejto odporucanej davky jej neprekroceniu zodpoveda
konzumadcia priblizne 0,441 vina s celkovym obsahom SO, 80 mg.l-1 pre osobu
o hmotnosti 50 kg a 0,791 tohto vina pre osobu s hmotnostou 90 kg. Pokial by sme
vychédzali z maximalnej povolenej davky SO, pre suché biele vina 200 mg SO, na liter,
klesla by ndm odporti€¢ana davka pre osobu s hmotnostou 50 kg na 0,171 a pre osobu
s hmotnostiou 90 kg na 0,32 1 vina.

Co sa tyka vyskumu na Pud’och, priznaky otravy ako nevolnost a zvracanie sa
dostavili az po podani 4 gramov siri¢itanu sodného, ¢o je vysok4 davka. Podavanie davky
400 mg Na,SO; po dobu 25 dni nemalo ziaden efekt. U l'udi sa toxicita siriitanov
pripisuje destrukcii tiaminu, ale bolo preukazané, Ze prostredie s pH 2, ktor¢ je v zaludku,

ma na tato reakciu vel'mi obmedzujuci dopad (RIBEREAU-GAYOUN a kol., 2006a).

3.5.2 Alergia na siric¢itany
V roku 1973 bolo vedecky dokédzané, ze existuje alergicka reakcia na siricitany.

Postihuje ¢loveka uz pri malej davke, ako je 1 mg a st fiou postihnuti vé¢Sinou astmatici.
Lekarska veda im pitie vina z tohto dovodu neodporica. Aj z tohto dovodu je oxid siriéity
zaradeny medzi alergény a legislativa vyzaduje na etikete fl'aSe upozornenie, Ze vino
obsahuje siri¢itany alebo oxid siri¢ity, pokial’ je jeho koncentracia vyssia ako 10 mg.1™".
V Europskej tnii toto pravidlo deklaruje smernica 2000/13/ES z roku 2000, ale napriklad
USA ho zaviedli uz v roku 1988.

Medzi alergény, takzvané écka patria: E220 - oxid siri¢ity, E221 - siri¢itan sodny,
E222 - hydrogénsiri¢itan sodny, E223 - disiri¢itan sodny, E224 - disiri¢itan draselny, E225
- siri¢itan draselny, E226 - siriitan vapenaty, E227 - hydrogénsiri¢itan draselny a E228 -

hydrogénsiri€itan vapenaty. VSetky slizia ako antioxidanty a konzervanty.

3.5.3 Obmedzenie maximalneho mnozstva SO2 vo vine
Vzhl'adom na vysSie uvedené Cisla a normy Svetovej zdravotnickej organizécie

modze byt vino pre l'udsky organizmus zdrojom podstatného mnozstva oxidu siri¢it¢ho. Je
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preto pochopitel'né, Ze sa stale hladaji cesty na zniZenie noriem pre jeho pouzitie.
Momentalne platia pre nds ako krajinu Eurdpskej unie obmedzenia vychadzajuce
z eurdpskej legislativy pre maximalny obsah SO, vo vine.

A: Pre obsah oxidu siri¢itého vo vine plati:

1. Celkovy obsah oxidu siri¢it¢ho v inych vinach ako su Sumivé vina a likérové vina
nesmie v ¢ase ich uvedenia na trh na priamu 'udskl spotrebu presiahnut’

a) 150 mg.I"' pre Gervené vina,

b) 200 mg.I"' pre biele a ruzové vina.

2. Odchylne od odseku 1 pismena a) a pismena b) v pripade zvySkového cukru viac ako 5
gramov na liter plati, Ze nesmie presiahnut’ v ¢ase ich uvedenia na trh na priamu l'udska
spotrebu:

a) 200 mg.1"' celkového SO, pre ervené vina,

b) 250 mg.1"' celkového SO, pre biele a ruzové vina,

¢) 300 mg.I" celkového SO, pre Spitlese, pozdni zbér, neskory zber, Tokajské samorodné
atd’.

(Nariadenie konkrétne vymenuva vsetky oblasti a vina z nich, ktoré do tejto kategorie
spadaju, ale pre ucel tejto prace nie je podstatné ich sem vSetky uvadzat’, je mozné si dany
dokument vyhl'adat’)

d) 350 mg.l" celkového SO, pre Auslese, vyber z hrozna, vybér z hroznt atd (plati
poznamka ako v pripade bodu 2.c).

e) 400 mg.l" celkového SO, pre Eiswein, Auschbruch, bobulovy vyber, hrozienkovy
vyber, cibébovy vyber, slamové vino, 'adové vino atd’.

B: Pre likérové vina plati, Ze celkovy obsah oxidu siri¢itého nesmie presiahnut’ v ¢ase ich
uvedenia na trh na priamu l'udska spotrebu

a) 150 mg.I"", ak je obsah zbytkového cukru nizsi ako 5 gramov,

b) 200 mg.1", ak je obsah zbytkového cukru najmenej 5 gramov.

C: Pre Sumivé vina plati, ze celkovy obsah oxidu siri¢itého nesmie presiahnut’ v ¢ase ich
uvedenia na trh na priamu l'udska spotrebu

a) 185 mg.I"' v pripade vietkych kategorii akostnych umivych vin,

b) 235 mg.I"' v pripade ostatnych $umivych vin (Nariadenie rady ES & 606/2009).

Tieto hodnoty su hrani¢né pre maximalne limity, ale vd¢Sina vin ich nedosahuje.
Nebolo to tak vzdy, napriklad vroku 1926 vo Francuzsku legislativa povolovala az
450 mg celkového SO,.1". V sutasnej dobe sme viak vdaka pokro¢ilej vede a jej
poznatkom a ochrane vinohradov pred hubovymi chorobami pred takymito vysokymi

davkami uchrdneni, hoci niektoré¢ krajiny stale nemaju zakonné obmedzenie maximalneho
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mnozstva oxidu siri¢itého vo vine.

3.6 Moznosti zniZzenia mnozstva oxidu siri¢itého vo vine
Oxid siri¢ity sa zda pre vyrobu kvalitného vina a jeho ochranu pred vplyvmi, ktoré

by mu mohli $kodit’ nevyhnutel'ny. AvSak vzhl'adom na I'udské zdravie a legislativu, nie je
moznost’ jeho pouZitia neobmedzena. Kym pre uchovanie vlastnosti vina potrebujeme mat’
oxid siri¢ity v molekularnej forme, vplyv na l'udské zdravie je hodnoteny z hl'adiska
celkového SO, vovine. Vplyvom skutoCnosti, ktoré nemoze vinar ovplyvnit, ako
napriklad zly ro¢nik, silny tlak chordb, alebo vysoké pH mustu, sa moze stat, Ze s
potrebné vyssie davky oxidu siri¢itého, ako by sme vo vine chceli mat’. Je preto vhodné
poznat’ technologické postupy, alebo chemické pripravky, ktoré mézu jeho tlohu zastipit’

a obmedzit’ jeho davky.

3.6.1 Znizenie obsahu acetaldehydu
Mnozstvo tejto latky, ktord viaze SO, vel'mi pevne a nlti nas kvoli potrebnému

aktivnemu SO, aplikovat’ d’alSie davky, mozeme znizit' zvolenim kmena kvasiniek s jeho
nizkou produkciou. V dnesnej dobe je to tiez jedno z kritérii, na ktoré sa prihliada pri
sledovani vhodnosti kmena kvasiniek. Takto je mozné znizit' obsah acetaldehydu az
0 40 %. Treba mat’ na paméti, Ze vSetok SO, pridany do mustu pred kvasenim budeme mat’

neskor viazany s acetaldehydom ako kyselinu acetaldehydsiricitu.

3.6.2 Ochrana zahrievanim

Zahrievanie mus$tu ndm znizuje pocet kolonii baktérii aj kvasiniek a dolezita je aj
inaktivacia oxidanych enzymov. Tieto skuto¢nosti maji suvis s ddvkou SO, do mustu,
ktora moze byt nizSia. Tiez sa vyuziva zahriatie vina na teplotu 45-48 °C. Ma to vyznam
pred jeho fl'asovanim, ddvka SO, potrebné na jeho ochranu je niz$ia, pretoze vyssia teplota
znamena jej lepsi Uc¢inok. Nasledne je potrebné aby sa prediSlo akejkol'vek moznej
kontaminécii vina, ¢ize prostredie aj zariadenia, ktoré snim budi v styku musia byt
sterilné. Zahrievanie ma vSak aj svoje nevyhody. Jednak je to financnéd naro¢nost takejto

operacie a jednak mozné ovplyvnenie chute vina.

3.6.3 Ochrana inertnou atmosférou
Za zaklad ochrany vina obmedzenim jeho kontaktu s kyslikom moézeme povazovat’

nerezové tanky s plavajucim vekom. Pri odobrati vina veko klesne spolu s hladinou.
Slabou strankou tohto rieSenia st tesnenia. Pokial’ udrziavame vino vo velkych nadobach
a potrebujeme z neho cCastejsSie odoberat’, je pre nas vhodné vyplnit’ prazdne miesto inych

plynom ako kyslikom. Ako inertné plyny st povolené oxid uhli¢ity (CO;), argon (Ar)
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a dusik (N). Argdén sa pouziva velmi zriedka, pretoze je drahy. Dusik vykazuje velmi
dobr¢ tcinky, vina pod jeho ochranou sa vyvijali rovnako ako tie v plnej nadobe, ich chut’
a zrenie neboli ovplyvnené. Aj ked ndm vino pred oxiddciou chrani vel'mi dobre,
neposkytuje nam Ziadnu ochranu proti mikrobidlnej kontaminacii (RIBEREAU-GAYOUN
a kol., 2006a).

Na ochranu pred oxidaciou boli vyskuSané aj uc€inky CO,. V uzavretom tanku
s muStom nim bol nahradeny kyslik, ¢im sa zabranilo oxidacii. Cely proces kvasenia
prebiehal reduktivne. AvSak po tom, ako bolo nésledné vino vystavené vplyvu kyslika,
zacalo vel'mi rychlo oxidovat’, zrejme pod vplyvom oxida¢nych enzymov. Aj vinari maji
overenu skusenost, ze ¢im viac bol must chraneny pred oxidaciou, tym viac je neskor
k vplyvom kyslika nachylnejSie vino. Zda sa, ze tento sposob by bol prijatelny iba pre
ur¢ité (reduktivne) typy vin, pripadne v kombinacii s pripravkom, ktory zlikviduje
oxida¢né enzymy. Nevyhodou CO; je aj jeho rozpustnost’ vo vine. Jeho davky nie je
mozné dopliat’ neustale, pretoze na mnoZstvo rozpusteného CO, vo vine s zikonné

limity.

3.6.4 Pouzitie bentonitu
Pouzitie bentonitu, by mohla byt prave metdda, ktord by bola doplitujuca k inertnej

atmosfére, ako bolo spomenuté. Bentonit totiz adsorbuje nielen polyfenoly, ktoré

spdsobuju hnednutie vina, ale rovnako adsorbuje aj Cast’ oxida¢nych enzymov.

3.6.5 Pridavok tiaminu
Tiamin podporuje rast a tvorbu biomasy kvasiniek. Jeho pouzitie zniZzuje tvorbu

karbonylovych zluc¢enin kyseliny pyrohroznovej a kyseliny 2-oxoglutarovej, ktoré sa viazu
s SO,. Tiamin sa pridava vo forme tiaminhydrochloridu. Pouziva sa v davke 0,6 mg.1" a je

potrebné pridat’ ho do mustu pred kvasenim (FURDIKOVA a MALIK, 2007).

3.6.6 Pouzitie kyseliny askorbovej
Kyselina askorbova je vSeobecne zndma pod nédzvom vitamin C a bezne nachadza

v zelenine a ovoci. V muste z hrozna sa nachadza v davke zhruba 50 mg.I"'. Straca sa
oxidaciou a vo vine sa takmer nevyskytuje.

Kyselina askorbova je antioxidacné ¢inidlo. Jej reakcia s kyslikom je vel'mi rychla,
katalyzovana jonmi Zeleza a medi. Téato reakcia nas zaroveil chrdni pred neskor$im
zelezitym zékalom, ktory by sa mohol vo vine prejavit’ ako vada. Zaroven nas ale nechrani
pred oxidacnymi enzymami, na ochranu bieleho mustu je vhodné pouzit’ ju spolu s oxidom
siriCitym. Idedlne je volit' taka davku, aby viazala kyslik kym nezacne alkoholova

fermentacia (BARON, 2013).
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Kyselina askorbova moze pri vysSom obsahu kyslika oxidovat’ za vzniku peroxidu
vodika. Peroxid vodika oxiduje kyselinu siri¢ita, ale aj iné zlozky vina aj tie, ktoré by
kyslikom oxidované neboli. Kyselina askorbovéd neochrani vino pred dlhodobym
posobenim kyslika tak dobre ako SO, napr. pri zreni v sudoch. Je vhodné ju pouzit’ aj
vtedy, ked uz pride len k malej aerécii vina, napriklad pred fl'aSovanim.

Kyselina askorbova sa pouziva v davkach 50-100 mg.I"', vy$§ia davka by mohla
negativne ovplynit chut (RIBEREAU-GAYOUN akol, 2006a). Inak pdsobi
z organoleptického hl'adiska pozitivne hlavne na mladé, svieze vina s ovocnym, pripadne
citrusovym charakterom. Zvlast pozitivny ucinok ma na Sauvignon blanc, Ryzlink rynsky

a Veltlinske zelené. Nema ziadny organolepticky vplyv na vina, ktor¢ zreju v sude.

3.6.7 Kyselina sorbova
Pouzitie kyseliny sorbovej alebo jej soli sorbanou draselného pdsobi fungicidne

rovnako ako SO,. Nevyhodou je, Ze sa tieto ucinky neviazu s antibakterialnymi, tie nema
kyselina sorbova takmer ziadne. Vplyv kyseliny sorbovej je ovplyvneny hladinou pH - ¢im
niz§ie pH, tym lepsi u¢inok. Pozitivne ju ovplyviiuje aj hladina alkoholu vo vine. Je
vhodné ju kombinovat’ s SO, ktory aj v nizkych davkach vyvazuje jej neucinnost’ voci
baktériam. Volny SO, je tiez potrebny na viazanie karbonylovych zlucenin. Uz 30-
40 mg.l" kyseliny sorbovej je postatujuca davka naochranu proti fermentacii
(MICHLOVSKY, 2012). Jej pouzitie je zdkonom limitované iba pre vina ktoré obsahuju
redukujice cukry. Tieto chrani pred refermentaciou, nema vyuzitie pre suché vina. Limit
pre pouZitie kyseliny sorbovej je 200 mg.I"'. V niektorych krajinach, napr. v Rakusku nie je
povolena.

Kyselina sorbovd je zdrojom uhlika pre mlie¢ne baktérie. Ak dojde
k vyraznejSiemu nérastu ich populdcie, méze byt metabolizovand na krotonaldehyd
(STEIDL, 2010). Ten spdsobuje voiu po pelargonidch, co je vada vina. MéZeme ju citit’ aj
pri zriedeni latky 1:10 miliarddm (EDER akol., 2006). Z tohto dovodu sa kyselina

sorbova nepouziva pre vina, ktoré budii podstupovat’ malolakticku fermentaciu.

3.6.8 Dimetyldikarbonat (DMDC)

Této latka vyborne pdsobi na mikrobiologicku stabilitu vina. Je vyrazne G¢inny
proti kvasinkam. Jeho vyhodou je, ze je eSte UCinnejsi proti Brettanomycess (postacuje
davka 150 mg.I"") ako proti Saccharomycess cerevisiae (250 mg.I™"). Dalsou vyhodou je, ze
maximalny mozny uc¢inok nastava kratko po pridani DMDC (THRELFALL a MORRIS,
2002), preto by mal byt pouzivany nie ako preventivny, ale ako kurativny prostriedok,

proti nechcenej kontaminacii kvasiniek v muste alebo vine. Nasledne mdzeme must
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inokulovat’ zvolenym kmeiiom kvasiniek. Tiez je vhodné pouzit’ ho pred flaSovanim vina,
nakolko usmrti, nielen inaktivuje, zostdvajuce kvasinky. Spolu s nim je potrebné pridat’
SO,, ktory bude vino chranit’ proti oxidacii.

Je tiez dobré pouzit' ho pri zastavovani kvasenia mustov z botrytického hrozna,
kedy s Casto pouzivané enormné davky SO,, aj to niekedy bezvysledne. SO, totiz na
rozdiel od dimetyldikarbonatu kvasinky neusmrti. Je ucinnej$i proti Cistym kultiram
kvasiniek (DIVOL a kol., 2005). Pri spontannej fermentacii tychto mustov, vykazuje nizsiu
Gi¢innost’. Je vhodné ho pouzit’ ako pridavok k SO,, nie ako jeho nahradu (BARON, 2013).
Antibakteridlne ucinky dimetylkarbonatu nie st také vyrazné ako antifungicidne, ale
mdzeme ich brat do uvahy. Populdcia vicSiny divokych kmenov baktérii je jeho
maximalnou moznou davkou 200 mg.I" ovplyvnend. Mliene a octové baktérie sii vo&i
nemu odolné, neusmrti ich ani davka 300 mg.I". Az 500 mg.1" malo Gginok a dokazalo
zastavit’ jabl¢no-mlie¢nu fermentaciu (COSTA a kol., 2008).

Dimetyldikarbonat je toxicka latka, pri manipuldcii s nim sa treba chranit’ pred
stykom s pokozkou a pred vyparmi. Takisto pri jeho odburavani vznikd metanol a oxid
uhli¢ity, ale ani pri maximalnej povolenej koncentracii jeho mnozstvo (96 mg.l™")

nepredstavuje nebezpecenstvo pre I'udské zdravie.

3.6.9 Lyzozém

Lyzozém je enzym extrahovany z vajecného bielka. Je bielkovinovej povahy,
zloZeny celkom zo 125 aminokyselin. Jeho nejcennejSia enologické vlastnost’ je, ze dokaze
rozpustat’ steny mlieCnych (grampozitivnych) baktérii. Na gramnegativne baktérie, ako st
octové, neucinkuje. Takisto nema ziadne ucinky na kvasinky. Na rozdiel od SO,, jeho
aktivita stupa so zvySujicim sa pH.

Hoci je maximalna povolena davka az 500 mg.l', uz pridanie 4 mgl' nam
zabezpeCi zniCenie vacSiny mlie¢nych baktérii do 24 hodin. Lyzozém pdsobi takmer
okamzite. Jeho nasledné odstranenie z vina je zabezpecené samovolnym vyzrazanim po

inaktivécii, alebo pomocou bentonitu.
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Vyvoj mléénych bakterii po ukonceni JIMK
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Obrazok 20 Vplyv davky lyzozomu na rozvoj mliecnych bakteérii po jablcno-mliecnej
fermentacii (MICHLOVSKY, 2012)

Lyzozoém je vhodny na pouzitie pre vina, ktoré chceme chranit’ pred malolaktickou
fermentaciou. Treba vSak treba spolu s nim pouzit’ ur¢itu davku SO, proti oxidacii vina.
Takisto sa pouziva na oSetrenie Cervenych vin, po ukonceni malolaktickej fermentacie
zamedzi d’alSiemu rozvoju mlie¢nych baktérii. Moznost' jeho vyuzitia sa naskytd aj pri
komplikovanych fermentaciach, ked” must stdle obsahuje zbytkovy cukor, ale intenzita
alkoholovej fermenticie je nizka a mohlo by prist k neziadicemu rozvoju baktérii.
V tychto pripadoch je jeho pouzitie omnoho vyhodnejsSie oproti SO,. Ten by bol rychlo
naviazany na acetaldehyd a nevykézal by pozadovanu aktivitu (RIBEREAU-GAYOUN
a kol., 2006a).

Zo senzorického hl'adiska lyzozém vino negativne neovplyviuje, dokonca vina nim
oSetrené su lepSie. V porovnani s vinami neoSetrenymi obsahujii menej prchavych kyselin
a biogénnych aminov. Lyzozém ma drobné nevyhody. Jednou z nich je vysoké cena,
vd’aka ktorej nie je az natol'ko pouzivany. Vino nim oSetrené mdze byt nachylnejsie
na tvorbu bielkovinovych zdkalov. V neposlednom rade, je tu moznost’ alergickej reakcie

zakaznikov na vajcia a vyrobky z nich, kvoli comu musime fl'asu oznacit’ piktogramom.

3.6.10 VysSie mastné kyseliny

Tieto vysSSie nasytené monokarboxylové kyseliny su bezne vytvarané kvasinkami
pocas fermentacie. Bolo zistené, Ze ovplyviiuji samotny priebeh fermentécie. Kyseliny
s dlh§im retazcom (C;¢ a Cig) aktivuju kvasenie, kratSie (C¢ — kys. hexdnova, Cg — kys.
oktanova a Cjo — kys. dekanova) pdsobia fungicidne a st'azuji ho, az Uplne zastavuju.
Vyskum sa zameral na ich pouzitie pri zastavovani fermentacie.

ESte nie je objaveny presny mechanizmus ich pdsobenia, ale predpoklada sa, Ze
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vstupuju do bunky pasivnou fuziou cez bunkové steny, kde su rozpustané. Toto sposobuje
modifikécie v bunkovej stene, ktord mé zvySenu permeabilitu, a tym padom ovplyviiuje
celé fungovanie bunky. Tato meni svoj metabolizmus, nedokaze d’alej spracovavat’ cukry
na alkohol a hynie. Mastné kyseliny je vhodné pouzit’ spolu s SO,, pri¢om vyrazne znizuji
jeho potrebnt davku. Ich pridavok by nemal presiahnut 10 mg.I"'. Treba ich pridat 24
hodin pred zamysl'anym sirenim. Nasledne pridany SO, spdsobi az takmer Gplnt inhibiciu
kvasiniek (BARON a BABIKOVA, 2011). Takto o$etrené vina vykazuji vysoku stabilitu.
Pouzitie vys$Sich mastnych kyselin vino zo senzorického hl'adiska negativne
neovplyviiuje, ¢o bolo dokdzané viacerymi senzorickymi analyzami. Véac¢Sina mastnych
kyselin je kvasinkami adsorbovand a asimilovana. Tato Cast’ ostane viazand v bunkovej
stene a neskor je z vina odstranend spolu s mftvymi telami kvasiniek. Iba vel'mi mala cast’
mastnych kyselin je esterifikovana.Vo vine sa ich pridanie prejavi iba ako o par mg.I”

zvySend koncentracia latky, ktora je v fom prirodzene (BARON, 2009).
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4 Metodika prace
4.1 Material

4.1.1 Lokalita

Hrozno na vyrobu vina pochddza z malokarpatskej vinohradnickej oblasti,
z pezinského rajonu z vinohradnickej obce Chorvatsky Grob. Vinica, z ktorej hrozno na
vyrobu vina pochddza, lezi na pahorkatine, juhovychodne od Malych Karpat v nadmorske;j
vyske asi 140 m nad morom. Poda vo vinici je hnedd, hlinito-pieso¢natd. Priemernd ro¢na
teplota je tu 10 °C, dizka slne¢ného svitu okolo 2100 hodin, suma aktivnych teplot pocas

vegetacie je viac ako 3000 °C. Ro¢ny thrn zrazok je 750 mm.

4.1.2 Odroda

Na vyrobu ruzového vina sme pouZili hrozno z odrody Cabernet Sauvignon. Téato
odroda je pravdepodobne ndhodnym krizencom odrdd Cabernet franc a Sauvignon blanc.
Za jej pravlast sa povazuje oblast Bordeaux. Tam je jednou zo zakladnych odréd na
vyrobu svetovych cervenych vin a rozsirila sa odtialto do celého sveta. Okrem Eurdpy sa
pestuje aj v USA, Mexiku, Cile, JAR, Australii. Jeho vysadby vo svete tvoria 40000 ha,
plus v samotnom Franctzsku sa pestuje na ploche 23000 ha. U nas nebol prili§ rozsireny,
ale v poslednej dobe sa jeho vysadba zvysila. V sucasnosti je vysadeny na priblizne
600 ha, ¢o je 3,2 % z celkovej vysadby (HRONSKY, 2014). Pre jeho neskoré vyzrievanie
hrozna sa u nas vel'mi ¢asto spractiva na ruzové vina.

Charakteristika odrody:

List je stredne velky, 5 lalognaty, s hlbokymi vykrojmi, na spodnej strane jemne chipkaty.
Stonka je stredne dlha, naruzovelej farby. Bazalny vykroj je uzavrety, s okrihlym alebo
trojuholnikovym presvitom.

Strapec je stredne velky, 120-150 mm dlhy, kuzelovity, niekedy s kridelkami. Jeho
priemerna hmotnost je 118 g. Byva stredne husty, niekedy redsi, ma sklon spfchat’.

Bobula je stredna az mald, gulatd, tmavomodrej farby, s voskovym povlakom. Supka je
stredne pevnd, duZina je miksej konzistencie, s typickou odrodovou chutou (SOTOLAR,
2006).

Odroda nie je naro¢nd na polohu, ale vzhladom na neskoré terminy dozrievania,
patri do teplejSich oblasti. Podl'a dostupnych udajov najkvalitnejSie vina poskytuje na
lahSich pddach, samozrejme pri redukcii urody. Do vSetkych svojich fenofaz vstupuje
Cabernet Sauvignon neskoro. Hrozno dozrieva v druhej polovici oktobra. Plodnost’ je 8-

9tha', pri plodnych klonoch az 14tha’'. Cukornatost mustu byva 18-21 kg.hl”,
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s obsahom kyselin 8- 12 g.I"'. Je odolny vo¢i zimnym mrazom a kedZe neskoro rasi,
vicsinou nie je postihnuty jarnymi mrazikmi. Cabernet Sauvignon je velmi citlivy
na mucnatku vinia a menej citlivy na perenosporu. Jeho velkym kladom je odolnost’ voci
Sedej hnilobe, vd’aka comu mdze ostat’ dozrievat’ vo vinohrade do neskorej jesene. Kvalita
vina zé&visi od velkosti urody. Vo vine mdzeme citit' fialky, Cierne ribezle ¢i zelent
papriku. Je velmi bohaté na tanin a antokyany. Mladé cervené vino poOsobi drsne, je

vhodné jeho hrubost’ okresat’ vyzrievanim v sudoch (POSPISILOVA, 2005).

4.2 Pouziteé pripravky

4.2.1 Nutriferm arom - vyziva a biologicky regulator kvasenia.
Vlastnosti: Pripravok z tiel kvasiniek so zvySenym obsahom aminokyselin a tiaminu.

Vzhlad: bézovy prasok s 'ahkou kvasnicovou vonou.

Zakladné charakteristiky: Vol'né aminokyseliny st najdolezitej$im stavebnym prvkom pre
kvasinky. Predstavuju prekurzory ktoré kvasinky vyuzivaji na syntézu latok, ako su vyssie
alkoholy, estery, aldehydy, ktoré sa podielaji natvorbe arémy. Preto je dolezité
obohacovat musty volnymi aminokyselinami, ¢im zvySime aromaticku intenzitu
a komplexnost’ vina. Nutriferm arom je pripravok vyrobeny ztiel kvasiniek bohatych
na vol'né aminokyseliny, steroly a dlhé retazce nenasytenych mastnych kyselin - latok
dolezitych pre Zivotaschopnost’ kvasiniek a pre dobry priebeh fermentacie. Metabolizmus
kvasiniek transformuje aminokyseliny na aromatické latky a vznikaji vina bohaté
na aromu, intenzivne a komplexné. Nutriferm arom tiez predchadza vzniku sirnych
zlt€enin, ktoré vznikaju pri nedostatku dusika.

Davkovanie: 30 g.hl”', maximalna povolena davka (EU) 40 g.hl™.

Navod na poutzitie: pripravok sa rozpusti v malom mnozstve vody alebo mustu. Pridé sa do
celého objemu mustu zaroven s kvasinkami pred zaciatkom kvasenia.

Skladovanie: Pripravok treba skladovat’ na suchom, chladnom a dobre vetranom mieste.

Otvorené balenia musia byt’ starostlivo uzavreté.
y

4.2.2 Nutriferm advance - komplexna vyziva pre kvasinky.
Vlastnosti: bunkové steny kvasiniek, diamonium fosfat (DAP) a celuldza.

Vzhlad: bézovy prasok s 'ahkou kvasnicovou vonou.

Zadkladné charakteristiky: Nutriferm advance poskytuje v priebehu kvasenia dusik
proteinom transportujucim cukry a udrzuje ich zivotnu akticitu po celt dobu alkoholovej
fermentacie. Doplneny dusik pochddza z DAP a z aminokyselin uvol'nenych z bunkovych
stien kvasiniek. Dodava tiez lipidy obsiahnuté v bunkovych stendch kvasiniek. Lipidy

posiliuju bunkové steny kvasiniek atie s potom omnoho viac odolné voc¢i vysokému
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obsahu alkoholu. Nutriferm advance je tieZ doplnkom bunkovych stien a celulézy, ktoré
maju synergicky detoxika¢ny uc€inok. Absorbuju retazce mastnych kyselin znadmych
svojim inhibi¢nym G¢inkom na kvasinky.

Davkovanie: 20 az 40 g.hl"' podla podmienok (zrelost, teplota, kmeti kvasiniek). Zakonné
obmedzenie EU 75 g.hl™.

Navod na pouzitie: rozpustit' v malom mnozstve vody. Pridat’ do mustu pred zaciatkom
kvasenia a dokladne premieSat. Prizastaveni kvasenia pridat produkt v priebehu
pretdcania. Pridanim moZe vzniknut' pena, ktord je normalna pripridavku pevného
materidlu v priebehu kvasenia.

Skladovanie: Skladovat’ na suchom, chladnom a dobre vetranom mieste. Otverené balenia

je treba poriadne uzavriet’.

4.2.3 Supersolfosol - tekuta sira
Vlastnosti: 40 % roztok hydrogénsiri¢itanu aménneho na sirenie mustov, vina a napojov.

Pouzitie: vhodny ako antioxidant na udrzanie reduktivneho stavu vin, antibakteridlne
a protiplesiiové ¢inidlo.

Davkovanie: 10 mLhl" poskytuje 40 mg SO,.1" a 113 mg.1"' NH,.

Navod na pouzitie: priddme na hrozno v priebehu mletia alebo kuz pomletej
homogenizovanej hmote.

Skladovanie: v chladnom a suchom prostredi, otvorené balenie uzatvorte, chraiite pred

det'mi.

4.2.4 Vinne kvasinky - TOP 20

Zadkladné charakteristiky: Saccharomyces cerevisiae, Enartis Selektion s vynikajicimi
schopnostami presadit’ sa proti prirodzenej mikroflore. Optimalna teplota kvasenia 12-
24 °C, dobry priebeh kvasenia, strednd spotreba zivin, pre mladé, svieze ovocné cervené
vina. Tolerancia alkoholu do 16 % objemu a tolerancia norméalneho mnozstva SO, v muste.
Technologické vlastnosti: tvorba prchavych kyselin mensia ako 0,3 gl' v muste
s potencidlnym alkoholom 12 % obj. Dobra produkcia glycerolu. Znizuju kyselinu jablénu
(az 30 %). S primeranou vyzivou produkuju estery, ktoré zvysuju odrodovy charakter.
Navod na pouzitie: Kvasinky pomaly rozmiesat’ v 10-ndsobnom mnozstve vody a mustu,
v pomere 1:1, priteplote cca 35-38 °C. Nechat' stat’ cca 20-30 mintt, pred pridanim
do mustu opit’ premiesat. Teplotny rozdiel medzi suspenziou a mustom nesmie byt vA¢si
ako 8 °C. Nasledne treba kvasinky rozmieSat’ v celom objeme mustu alebo rmutu.
Davkovanie: 20-40 g hl™', vyssie davkovanie pouzit' iba v pripade nekvalitného hrozna

alebo v pripade zlého mikrobiologického stavu.
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Skladovanie: origindlne zabalené pri izbovej teplote si udrzi garantované vlastnosti po
dobu 3 rokov. Skladovanie produktu v chladnom prostredi predlzuje jeho Zivotnost'.
Skladovanie dlhSiu dobu pri teplote vysSej ako 35 °C alebo vo vhlkom prostredi znizuje

jeho tcinnost’.
4.3 Pracovné postupy

4.3.1 Vyroba mikrovzoriek vina
Vinica, z ktorej hrozno pochadza, ma vek asi 25 rokov. Uroda nebola redukovana.

Zber urody prebehol ru¢ne dna 15.10.2014, do nachystanych prepraviek s objemom 40 1.
Hrozno nebolo tplne zdravé. Pomer bobul napadnutych hnilobou vzhl'adom na vel'mi zly
vinarsky rok nebol vysoky (do 10 %), avSak vel’a hrozna malo zavddnuta strapinu a bobule
boli nevyzreté a kyslé. Z tohto dévodu bolo hrozno ru¢ne prebraté a na vyrobu vina sa
pouzili iba vyzreté bobule. Po celodennej prebierke bolo hrozno pomleté na ru¢nom
mlynkoodstopkovaci a eSte v ten vecer bolo vylisované. Cukornatost’ mustu bola zmerana
Ceskoslovenskym normovanym mustomerom a dosiahla 20,5 °NM. Must nebol
dosladzovany. Vdaka no¢nému chladu mohol byt must pocas noci odkaleny statickou
sedimentaciou bez toho aby sa bez pouzitia SO, rozkvasil.

Nasledne bola z odkaleného mustu odobrata davka 24 1, ktora bola rozdelena do 6
plastovych nadob s objemom 5 litrov. Do kazdej nddoby bola starostlivo odmerané davka
3,9 1 mustu. Zostavajucich 0,6 1 mustu bolo ponechanych na pripravu zakvasu z ASVK.
Nédoby boli oznacené ndpisom VZ1 — vzorka 1.

Dalsich 24 1 mustu bolo pred rozdelenim ofetrenych pripravkom Nutriferm arom
v davke 7,2 g, o zodpoveda 30 g.hl”. Nasledne bol must tiez rozdeleny do Siestich 5-
litrovych nadob v davke 3,9 | a zvySok sme ponechali na vytvorenie zdkvasu. Nadoby boli
oznacené ako VZ2 — vzorka 2.

Posledna davka 24 1 mustu bola oSetrend rovnako ako vzorka 2, pouzili sme
pripravok Nutriferm advance v rovnakej davke. Po naslednom rovnakom rozdistribuovani

mustu do nadob sme ich oznacili ako VZ3 — vzorka 3.

4.3.1.1 Davkovanie oxidu siri€itého
Pre tento pokus sme si stanovili vyrobit’ vino z muStu zasireného pred zafatim

alkoholovej fermentacie v davkach 0, 30, 60, 90, 120 a 150 mg SO,.I". Nami pouzity
pripravok siry obsahuje v davke 10 mLhl"" 40 mg SO,.1"". Vypogitané davky sme aplikovali
do 6 plastovych nadob oznacenych ako VZ1. Nasledne sme ich oznacili ako DO — D5
(davka 0 — davka 5), pricom sme pri oznacovani postupovali vzostupne.

Rovnaky postup sme pouzili aj pre zasirenie vzoriek €. 2 a 3.
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Oznacenie Davka roztoku
VZOrky SO, mgl | supersulfosolu
Davka 0 0 0 ml
Davka 1 30 0,3 ml
Davka 2 60 0.6 ml
Davka 3 90 0.9 ml
Davka 4 120 1.2ml
Davka 5 150 1.5ml

Obrazok 21 Davky SO; pouzité na vyrobu mikrovzorkov (Zdroj: viastny)

Obrazok 22 Vzorky musty pripravené na kvasenie (Zdroj: viastny)

4.3.1.2 Aktivacia kvasiniek

Na aktivaciu suchych vinnych kvasiniek sme pripravili zmes odlozeného mustu
avody v pomere 1:1, obe zlozky v davke 0,6 1. Zmes sme zahriali na priblizne 35 °C
a nasledne sme do nej pridali ASVK v davke 8 g, ¢o zodpoveda 32,5 g.hl”'. MieSanim sme
kvasinky v roztoku rozpustili. Po chvili sa zacala tvorit pena, ¢o svedcilo o aktivite
kvasiniek. Roztok sme rozdelili na 6 rovnakych casti do nachystanych nadob. Aby neprislo
k vyhladovaniu kvasiniek a aby zaroven prislo k znizeniu teploty a prisposobeniu sa
kvasiniek, prilievali sme k zakvasu must z nddob VZ1, DO az DS. Pre kazdu vzorku sme
mali 1 nadobu s aktivovanymi kvasinkami. Po vyrovnani teplot sme aktivované kvasinky
vliali do nadob na kvasenie a starostlivo must premiesali. Rovnakym sposobom prislo aj
k inokulécii ostatnych 12 vzoriek, po 6 z davky 2 a 3.

Alkoholova fermentacia prebiehala priteplote 14 °C. Samozrejme neprebiehala
rovnako, davky s vys$sim obsahom SO, sa rozbiehali dlhsie az dlho, ale Zziadnu vzorku
nebolo treba inokulovat’ znovu. Po dokvaseni bolo vino stocené z kalov do plastovych
eSte neprebiecha zaver fermentacie. Nasledne bolo vino pretocené do sklenenych flias

a uzavreté Sraubovym uzaverom.
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4.4 Zakladné chemické analyzy mustu a vina

4.4.1 Stanovenie vSetkych titrovatel'nych kyselin (EEC No 2676/90)

Vsetkymi titrovate'nymi kyselinami (celkova kyslost’ vina) sa chape suma vsetkych
zlucenin, ktoré su titrovatelné alkalickym roztokom do pH 7. Kyselina uhli¢ita sa do
vsetkej kyslosti nezahtia.

Pristroje a pomocky: 25 ml byreta, 10 ml pipeta, 50 ml banka, pH meter, magneticka
mieSacka.

Roztoky: 0,1 mol.I"' roztok NaOH

Postup: Pri 20 °C nakalibrujeme podl'a ndvodu pH meter na Standardny tlmivy roztok
o hodnote pH 7. Pipetou odmeriame 10 ml pripraveného mustu do titracnej banky. Priddme
10 ml destilovanej vody a do zmesi ponorime kombinovanu elektrédu pre meranie pH. Za
staleho miesania pomaly pridavame z byrety 0,1 mol.I"' roztok NaOH do pH rovnajicemu
sa hodnote 7 pri 20 °C.

Vyhodnotenie:

x=a.f.0,75

x = g.I"" vietkych titrovatelnych kyselin, vyjadrené na jedno desatinné miesto ako kyselina
vinna

x'=a.f.10

x' = vSetky titrovate'né kyseliny vyjadrené na jedno desatinné miesto ako miliekvivalenty
v litri

a =ml spotrebovaného 0,1 mol.1" roztoku NaOH

f = faktor 0,1 mol.I"" roztoku NaOH

Opakovatelnost’ a reprodukovatelnost:

r=0,07 g.1" kyseliny vinnej r=0,9 meq.l”

R =0,3 g.I" kyseliny vinnej R =3,6 meq.I" (BALIK, 2011).

| & 4 s O
] b
3 '
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Obrazok 23 Magneticka miesacka s elektrodou na meranie pH (Zdroj: vilastny)
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4.4.2 Stanovenie redukujucich cukrov skratenou metédou podla
Rebeleina

Koncentraciu redukujtcich cukrov stanovime jodometricky z rozdielnych spotrieb
roztoku tiosiranu sodného na titrovanie med’natého katiénu pri definovanej koncentrécii a
jeho zostatku po reakcii s redukujucimi cukrami vo vine, bez predchadzajiceho
odstranenia interferujucich latok.

Pomécky: 50 ml byreta, 10, 5 a 2 ml pipeta, 250 ml kuzel'ovita banka

Chemikalie a roztoky:

Roztok &. 1: 1000 ml obsahuje 41,92 g CuSO, . 5 H,O + 10 ml roztoku 0,5 mol.I" H,SO,
v destilovanej vode

Roztok €. 2: 1000 ml obsahuje 250 g vinanu sodno-draselného + 80 g NaOH v destilovane;j
vode

Roztok &. 3: 1000 ml obsahuje 300 g KJ + 100 ml roztoku 1 mol.I"" NaOH v destilovane;j
vode

Roztok €. 4: 16 % roztok H,SO4

Roztok & 5: 1000 ml obsahuje 10 g 8krobu + 10 ml roztoku 1 mol.l" NaOH + 20 g KJ
v destilovanej vode

Roztok &. 6: 1000 ml obsahuje 13,7772 g Na;S,03 . 5 H,O + 50 ml roztoku 1 mol.I"" NaOH
v destilovanej vode.

Postup: Do 250 ml banky napipetujeme 10 ml roztoku ¢. 1 a 5 ml roztoku €. 2. Obsah
banky premiesame krazivym pohybom, priddme niekol'ko kuskov pemzy a dopipetujeme 2
ml testovaného vina. Zmes privedieme do varu. Po presne 1,5 mintate zmes ochladime
pridanim 25 ml destilovanej vody a dochladime na laboratérnu teplotu. Potom priddme 10
ml roztoku €. 3, 10 ml roztoku ¢. 4 a 10 ml roztoku €. 5. Hned’ titrujeme roztokom ¢&. 6,
z modrofialovej do bielej farby, ktord ostdva po dobu 2 az 3 minut. Kontrolna — slept
vzorku ziskame pridanim destilovanej vody namiesto vina.

Vyhodnotenie:

x=a-b

x = koncentracia redukujicich cukrov v testovanom vine v gl vyjadrena na jedno
desatinné miesto

a = spotreba roztoku ¢. 6 pri titrovani slepej vzorky

b = spotreba roztoku ¢&. 6 pri titrovani vina (BALIK, 2011).
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4.4.3 Stanovenie oxidu siri€itého titrovanim odmernym roztokom jédu
Metdda je zalozend na oxidovani volného oxidu siri¢it¢tho vo vine odmernym

roztokom jodu alebopo uvolneni z vézieb s karbonylovymi zluceninami v alkalickom
prostredi, oxiduje aj viazany oxid siri€ity.

Pomaécky: 250 alebo 500 ml koénicka banka, 50 ml pipeta, 10 a 25 ml odmerna banka a 25
ml byreta.

Chemikdlie a roztoky: 0,02 mol.l" roztok jodu, 1 mol.I" roztok NaOH, 0,5 % $krobovy
maz a 16 % roztok H,SO..

Postup pre volny oxid siricity: do konickej banky odmeriame pipetou 50 ml testovaného
vina tak, Ze pipeta sa stale dotyka dna banky. Hned’ priddme 10 ml 16 % roztoku H,SO4
aasi 5ml 0,5 % $krobového mazu a okamzite titrujeme 0,02 mol.l" roztokom jodu do
modrého zafarbenia, ktoré vydrzi 30 sekind. Zaznacime si spotrebu jodu (spotreba a;).
Postup pre celkovy oxid siricity: do konickej banky odmeriame 25 ml 1 mol.I"' roztoku
NaOH a odmeriame pipetou 50 ml testovaného vina tak, Ze pipeta sa stile dotyka dna
banky. Nechame stat’ 15 minat. Potom priddme 15 ml 16 % roztoku H,SO4 a asi 5 ml
0,5 % Skrobového mazu ahned titrujeme 0,02 mol.I" roztokom jodu do modrého
zafarbenia, ktoré vydrzi 30 sekund. Odc¢itame spotrebu jodu (spotreba a,).

Vyhodnotenie:

X1, = a1,2.£.12,8

X3 =X — X]

x; = mg.I"" volného oxidu siri¢itého vyjadreného v celych &islach

x> =mg.I" celkového oxidu siri¢itého vyjadreného v celych &islach

x3 = mg.I" viazaného oxidu siri¢itého vyjadreného v celych &islach

ay,» = spotreba 0,02 mol.I"' roztoku jédu na volny alebo celkovy oxid siri¢ity

f = faktor 0,02 mol.I"' roztoku jédu (BALIK, 2011)
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Obriazok 24 Titrovacia sustava a roztok na stanovenie SO, (Zdroj: viastny)

4.4.4 Senzorické hodnotenie

Senzorické hodnotenie sa vykonalo na vSetkych vinach, celkovo na 18 vzorkéch.
Hodnotiaca komisia mala 6 clenov, ktori vina bodovali podla 100 bodovej stupnice
a hodnotili ich aj opisne. Snazili sme sa o Co najpresnejSie popisanie charakteru vina
a upozornit’ na jeho vady, ak sa vyskytli. Degustatori mali v ¢o najvys$Sej moznej miere
vytvorené podmienky vhodné na hodnotenie. Podl'a bodového hodnotenia bol vytvoreny

aritmeticky priemer bodov pre kazdi vzorku.
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Obriazok 25 Degustacny harok pouZzity pri hodnoteni (Zdroj: vilastny)
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4.4.5 ALPHA analyzér
Pristroj ALPHA wine analyzer je kompaktny FTIR analyzator, ktory vyuziva

vzorkovaciu techniku ATR, ¢o velmi zjednoduSuje Upravu vzoriek pred samotnou
analyzou. Pomocou pristroja moZeme velmi jednoducho, rychlo aekonomicky zistit
zakladné parametre vina ako st alkohol, kyseliny, pH, sacharidy a hustota. ALPHA
funguje na zéklade spektrometra. Vysledky analyzy zaznamend na pripojeny pocitac
vo forme grafu a v tabulke.

Postup: pred zaCatim prace musi byt pristroj nakalibrovany. Najprv ho starostlivo
preplachneme deionizovanou vodou. Nasledne prebehne analyza tejto vzorky -
deionizovanej vody, ¢im overime nakalibrovanie pristroja. V pripade nezh6d musi najprv
prist’ k spravnemu nastaveniu. Az potom moZeme prejst’ k samotnej analyze vzoriek. Ciru
vzorku naberieme pomocou striekacky a pristroj nou preplachneme. Druhd davka tej istej
vzorky nam uz slizi na analyzu. Zozbierané data automaticky vyhodnocuje softvér. Kedze
pristroj vykazuje mensie odchylky, kazdd vzorka bola zmerana 3-krat a do tabul’ky boli

zaznamenané hodnoty.

4.4.6 HPLC analyza karbonylovych zlu€enin vo vine
Metéda HPLC (High-performance liquid chromatography — vysoko ucinna

kvapalinova chromatografia) je fyzikdlno chemickd metoda, ktora slizi na separaciu
zloziek vzorky, na ich identifikdciu atiez kvantifikdciu. Jej podstatou je rozdelovanie
zloziek zmesi medzi dvoma fazami, nepohyblivou (staciondrnou) a pohyblivou
(mobilnou). Pohyblivd faza vstupuje za pomoci vysoko tlakového cerpadla do kolony
mens$ich rozmerov. V nej sa nachadza sorbent, tvoreny ve'mi malymi casticami (2-50
mikrometrov), najcastejSie zo silikdtu alebo polymérov. Natieto Castice sa viaze
stacionarna faza.

Princip  separadcie spociva vrozdielnej schopnosti zadrZzovania latok
v chromatografickej kolone na sorbente. Interakcie medzi sorbentom a zlozkami vzorky st
fyzikalnej povahy, napriklad hydrofébnej, alebo na zéklade polarity.
HPLC sa od ostatnych chromatografickych metoéd odliSuje vysSim tlakom (50 az 350
barov), zatial' ¢o pri beznych kvapalinovych chromatografidch mobilna faza prepadéa cez
kolénu len vd’aka gravitacii. Kvoli malému mnozstvu vzorky oddelenej v HPLC ma tiez

vy$siu rozliSovaciu schopnost’ (MOLIKI a kol, 2014).
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Obrizok 26 HPLC (Zdroj: viastny)

Pouzijeme metodu HPLC pre uréovanie karbonylovych zlicenin — acetaldehydu,
glyceraldehydu, kyseliny pyrohroznovej, kyseliny 2-oxoglutarovej a formaldehydu vo vine
pomocou kvapalnej chromatografie s detekciou diodovym pol'om. Tieto zliceniny su aj vo
volnej forme, ale aj viazané s SO,, preto pouZzijeme techniku zaloZent na rozklade tychto
vidzieb hydrolyzou v alkalickom prostredi pomocou pridania 2,4-dinitrofenylhydrazonu. Pri
pokuse je dblezité zamedzenie vplyvu kyslika, ktory zvysuje koncentraciu karbonylovych
zlucenin. Tato technika pontka dobru Specifickost’, opakovatelnost’ (% RSD 0,45-10,6) a
detekovatelnost’ (1,29-7,53 ug.I") (ELIAS a kol., 2008). Tato metédu nedavno zjednodusil
HAN a kol. (2015), pricom na rozklad vézieb je pouzita kyselina namiesto bazy a reakcie
st urychlené teplom.

Postup: do 100 ul testovaného vina pridame 100 pl 1 mol.I" NaOH a necha sa 10 minit
stat’ pri izbovej teplote. Potom priddame 100 pl 1,2 mol.I" H,SO4 a 200 mikrol 12 mmol.l”
2,4-dinitrofenylhydrazénu v acetonitrile. Nechd sa 10 mintt odstat’ pri teplote 60 °C
a potom 20 pl roztoku aplikujeme do HPLC na testovanie.

Pristroj: Binarny vysokotlakovy systém Shitadzu LC-10A

Kontrolny systém: SCL-10Avp

Pumpa: 2 x LC-10ADvp

Kolonovy termostat s manuadlnym vstrekovacim ventilom Rheodyne: CTO-10ACvp

DAD detektor: SPD-M10Avp

Software. Lesolution

Podmienky separacie:
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Kolona: Macherey-Nagel Nucleoshell RP18 2,7 um; 3 x 100 mm sustava + predkoléna

3x7,5mm

Teplota: 60 °C

Objem vstrekovanej vzorky: 20 pl
Prietok mobilnej fazy: 0,6 ml.min-1
Mobilna faza A: 15 mM HCIO4
Mobilna faza B: 15 mM 90 % ACN

0,00 min 20% B
1,00 min 40 % B
5,00 min 60 % B
5,50 min 100 % B
6.00 min 100 % B
6.01 min 0% B

6.49 min 0%B

6,50 min 20% B

Obrazok 27 Gradientovy program (Zdroj: vilastny)

Chromatogram bol snimany pri 365 nm. Déta boli zaznamenavané v rozpati 200 - 520 nm.

Vyhodnocovenie jednej vzorky trvalo 9 mintt.
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5 Vysledky

5.1 Stanovenie vsetkych titrovatel'nych kyselin
Pri analyze vzorky mustu sme ziskali hodnotu 9,8 g.I" vietkych titrovatelnych

kyselin. Nebol prevedeny rozbor na stanovenie jednotlivy kyselin, pre ucely tejto prace to
nebolo potrebné. Mnozstvo titrovatelnych kyselin je vysSie, ale v medziach uvadzanych
pre dant odrodu. Odzrkadl'uje priebeh roc¢nika, ked’ studeny a dazdivy zaver leta prispel

k niz§iemu odburavaniu kyseliny jabl¢ne;.

5.2 Stanovenie redukujucich cukrov

Davka SOL’ 4 Koncentracia red.
4 Spotreba roztoku 1
Vzorka mg| vml cukrovv g1
1 0 30,0 0.0
1 30 29.8 0.2
1 60 29.8 0.2
1 90 294 0,6
1 120 299 0.1
1 150 244 5,6
2 0 30.0 0,0
2 30 29.6 04
2 60 29,7 0,3
2 90 294 0.6
2 120 298 0,2
2 150 289 1:4
3 0 29.9 0.1
3 30 28.8 1,2
3 60 29.0 1.0
3 90 29.0 1.0
3 120 291 0.9
3 150 284 1.6
slepy pokus 0 30.0 0.0

Obriazok 28 Tabulka s obsahom redukujucich cukrov v mikrovzorkach vina (Zdroj: viastny)

Redukujuce cukry, st vSetky cukry ktoré neboli kvasinkami prekvasené na alkohol.
Z tabulky vidime, 7¢ okrem vzorky 1 s davkou 150 mg SO..I"', vietky ostatné vina
z hl'adiska hodnoty redukujucich cukrov spadaji do kategoérie suché vina. Spominana
vzorka sa radi do kategorie polosuchych vin. Najnizie hodnoty cukru (0 g) boli u vzoriek 1
a 2, ktoré neboli vobec zasirené. Najvyssia hodnota je pri uvedenej maximalnej davky SO,
vo vzorke 1 (5,6 g.I"). Tieto udaje potvrdzuje aj tabulka uvedena nizsie ktora nam hovori,
Zivotné prostredie kvasiniek nebolo oxidom siri¢itym vobec ovplyvnené a takmer vietok
cukor premenili na alkohol. Naopak, kvasinky mali najtazSie podmienky na fermentaciu
pri 150 mg SO,.1" a to sa prejavilo aj v najvyssej priemernej hodnote redukujicich cukrov

v tychto vzorkach.
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Friemerna

Davka SO2 koncentracia red.
\ mg.l'1 cukrov v g.l-1
0 0.03
30 0.60
60 0.50
90 0.73
120 0.40
150 2.77

Obriazok 29 Priemerné hodnoty redukujucich cukrov v zavislosti na davke SO;
(Zdroj: vlastny)

5.3 Stanovenie vol'ného a celkového oxidu siricitého
Meranie prebehlo v labordtoriu Mendelovej univerzity na fakulte v Lednici.

Hodnoty vol'ného a celkového SO, pre prislusnti vzorku boli po namerani zaznamenané do

tabuliek.
VZORKA 1
Davka SO2 |Volny SO2 v|Celkovy SO2

v mg mg v mg

0 0,12 2,67

30 0,00 2,67

60 2,67 21,86

90 3,95 33,37
120 5:23 65,35
150 1,79 116,51

Obriazok 30 Hodnoty SO, vo vzorke 1 (Zdroj: viastny)

VZORKA 2
Davka SO2 |Volny SO2 v|Celkovy SO2

v mg mg v mg

0 0,12 3,95

30 1,40 4,59

60 3,31 19,94

90 3,31 37,41
120 3,95 92,20
150 6,51 111,39

Obrazok 31 Hodnoty SO, vo vzorke 2 (Zdroj: viastny)
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VZORKA 3
Davka SO2 [Volny SO2 v|Celkovy SO2

v mg mg v mg

0 0,76 3,95

30 2,67 5,23

60 3,31 25,70

90 4,59 41,68
120 3,31 73,66
150 7,15 117,78

Obriazok 32 Hodnoty SO, vo vzorke 3 (Zdroj: viastny)
Z tabuliek je vidiet, Ze davky vol'ného oxidu siri¢itého st vel'mi nizke. Je to preto,

ze vino po ukonceni alkoholovej fermentacie nebolo zasirené a vSetok oxid siri€ity pridany
do mustu pred fermentaciou, by mal prejst do viazanej formy. Nakol'ko vidzby oxidu
siri¢itého s inymi latkami, ktoré sa s nim neviazu tak pevne ako acetaldehyd sa moézu
rozpadat’ ked’ pride k vycerpaniu hladiny voIného oxidu siri¢it¢ého oxidaciou, je SO,
z tychto vizieb uvolneny (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a). Preto sa uréitd hladina
vol'ného SO, objavuje pri takmer vSetkych vzorkach. Je najvysSia pri davkach oxidu
siri¢itého 150 mg.l". Pri nich je najvacsia kapacita SO, a vizieb, z ktorych sa moze
uvolnit. Taktiez treba kalkulovat s ur€itou chybovostou pri stanovovani SO, aj
reduktonov. Pri hladindch SO, rddovo v mg na liter, mozu tieto chyby pri merani
vyznamne ovplyvnit’ vysledné hodnoty.

Hodnoty celkového SO, modZeme pozorovat’ aj vo vzorkdch v ktorych pridany
nebol. Jedna sa o SO, vyprodukovany kvasinkymi. Kvasinky st bezne schopné
produkovat’” SO, zpracovanim siry, ktora je hroznu dodanid vo vinohrade. Tvoria SO,
v hodnotach radovo 10-20 mg.I"'. Vyrazne vyssie davky produkuju iba kvasinky so sirnym
metabolizmom. Nami pouzity kmen kvasiniek tvori nizSie hodnoty SO,.

V hodnotach pridaného SO, a celkového SO, vo vine, je vidiet’ nesulad vo forme
strat. Tento SO, bol spotrebovany kvasinkami na syntézu sirnych latok a aminokyselin

(Farkas, 1983).
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Obrizok 33 Graf hodnot SO, vo vine vzorky 1 (Zdroj: viastny)
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Obrizok 34 Graf hodnot SO; vo vine vzorky 2 (Zdroj: viastny)

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00

40,00

Oxid siricity v mg.1?

20,00

0,00

0

— - - N -l [=]
90

30

Vzorka 3

60
Davka SO, v mg.I*

120

150

W Volny SO2
m Celkovy SO2

Obrizok 35 Graf hodnot SO; vo vine vzorky 3 (Zdroj: viastny)
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Z uvedenych grafov je mozné vidiet zvySujucu sa hladinu celkového SO,
v zavislosti na davke SO, pridanej do mustu. Korela¢ni zavislost' tychto znakov sme

spracovali v programe “Statistica“.

Korelace (Tabulkal4)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,01000
N=6 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Praméry | Sm.odch. Davka SO2vmg | Celkovy SO2 v mg
Davka SO2 v mg 75.000000 56,12486 1,000000 0,935080
Celkovy SO2 v mg 40,40500 43,94427 0.935080 1,000000

Obrizok 36 Koreldcia davky SO, a celkového SO vo vzorke 1 (Zdroj: viastny)

Korelace (Tabulka11)
Oznaé. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,01000
N=6 (Celé pripady vwwnechany u ChD)

Proménna Praméry | Sm.odch. Davka SO2 v mg Celkovy SO2 v mg
Davka SO2 v mg 75.00000 56,12486 1,000000 0.947297
Celkovy SO2 v mg 44 91333 46,12832 0,947297 1,000000

Obrizok 37 Koreldcia davky SO, a celkového SO; vo vzorke 2 (Zdroj: viastny)

Korelace (Tabulkab)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,01000
N=6 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Praméry | Smodch. | Dévka SO2vmg | Celkowy SO2vmg
Davka SO2vmg 75‘00000! 56.12486 1,000000 0.955890
Celkovy SO2 v mg 44 66667 4419938 0.955890 1,000000

Obrizok 38 Koreldcia davky SO, a celkového SO: vo vzorke 3 (Zdroj: viastny)

Pri testovani sme zistili, Ze celkovy oxid siri¢ity je vysoko zavisly na davke oxidu
siri¢itého, ktory je do mustu pridani pred kvasenim. Dokazuji to hodnoty “r*, ktoré st
vel'mi blizke 1: r=0,935080 pre VZ1; 0,947297 pre VZ2; 0,955890 pre VZ3. Testovanie

potvrdilo vysoku signifikantnost’ na hladine o < 0,01.

5.4 Senzoricka analyza vina
Po senzorickej analyze boli udaje z degustacnych listkov spracované do

nasledujucej tabul’ky:
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Vzorka Davka SO, (mg.t') | Bodové hodnotenie
1 0 63,7
1 30 70.8
1 60 73.0
1 90 70.0
1 120 135
1 150 797
2 0 645
2 30 715
2 60 727
2 90 78,5
2 120 79.2
2 150 81.8
3 0 62.0
3 30 713
3 60 748
3 90 732
3 120 76,2
3 150 80.7

Obriazok 39 Tabulka senzorického hodnotenie vzoriek vina (Zdroj: viastny)

Bodovy priemer za jednotlivé vzorky bol: VZ1: 71,78 bodu, VZ2: 74,69 bodu
a VZ3: 73,03 bodu. Rozdiely medzi témito hodnotami nie su Statisticky vyznamné.

Vina boli hodnotené ako kyslé, bez vyrazného tela, s jemnou, pri vyssich davkach
SO, strednou aromatikou, zalozenou na esteroch. VSetky 3 vzorky, kde nebol pridany
ziadny oxid siri¢ity vykazovali silné prejavy mySiny. V menSej miere na tuto vadu
hodnotitelia poukazovali aj u vzoriek VZ1 a VZ3 — davka SO, 30 mgl'. Vsetky vina
s davkami SO, 0 a 30 mg.I"' boli silne zoxidované, ale mierna oxidécia sa prejavovala aj vo
vinach s davkou SO, 60 mg.l;. Najlepsie hodnotené vina boli u vSetkych vzoriek

s davkami SO, 120 a 150 mg.I"", ¢omu zodpoveda aj ich bodové hodnotenie.

5.5 Analyza vina na pristroji ALPHA

Z dovodu odchylky merania pristroja, su vSetky vzorky merané 3-krat. V tabulke

na zaklade ziskanych udajov uvadzame priemerné hodnoty.
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Vzorka | Alkohol [Titr. kys. Red.cukry pH K jablén& mliecndK. octova| K. vinna | Glukdza |Fruktdza
% g.l’l g.l‘1 g.l‘l gll'1 g.l'1 g.l‘1 g.l‘1 g.l'l g.l‘1
VZ1-DO | 12,75 6,83 0.1 3,59 3,85 0,11 0,43 219 0,00 0,44
VZ1-D1| 12,58 6,92 02 3,46 3,86 0,07 0,47 213 0,00 1,04
VZ1-D2 | 12,72 6,69 02 3,53 3,80 0,04 0,46 217 0,02 1,17
VZ1-D3 | 12,64 6,83 06 3,50 4,05 0,00 0,41 2,29 0,04 1,43
VZ1-D4 | 12,71 6,63 0.1 3,51 414 0,00 0,64 2,05 0,00 0,43
VZ1-D5| 1234 | 719 5.4 3,47 5,15 0,00 0,67 2,10 0,00 6,71
VZ2-D0 | 12,80 6,07 0,0 3,56 3,59 0,01 0,55 2,03 0,00 1,15
VZ2-D1| 12,74 6,57 04 3,50 3,76 0,01 0,49 2,23 0,13 1,51
VZ2-D2 | 12,68 6,33 04 3,48 3,57 0,00 0,49 215 0,12 1,13
VZ2-D3 | 12,65 6,33 05 3,49 3,65 0,02 0,48 2,03 0,00 172
VZ2-D4 | 1272 6,13 02 3,51 3,84 0,00 0,45 218 0,00 1,42
VZ2-D5| 12,78 6,57 1.0 3,51 4 47 0,00 0,69 1,83 0,00 1,79
VZ3-DO | 12,68 6,38 0,3 3,48 3,30 0,01 0,55 216 0,04 1.2¢
VZ3-D1| 12,60 6,51 14 3,44 3,61 0,00 0,53 2,08 0,00 2,09
VZ3-D2 | 12,58 6,58 14 3,43 3,79 0,00 0,51 2,11 0,03 1,95
VZ3-D3 | 12,55 6,56 09 3,40 382 0,00 0,49 2,20 0,09 2,03
VZ3-D4 | 12,61 6,48 0,8 3,37 403 0,00 0,54 2,06 0,03 1,93
VZ3-D5 | 12,54 6,90 1.3 3,37 424 0,00 0,71 2,15 0,00 2,91

Obriazok 40 Tabulka senzorického hodnotenie vzoriek vina (Zdroj: viastny)

Priemerné hodnoty alkoholu pre jednotlivé vzorky st 12,62 % pri VZ1, 12,73 % pri

VZ2 a 12,59 % pri VZ3. Namerané hodnoty sa medzi sebou Statisticky vyznamne neliSia.

Hodnota alkoholu je vyssia ako predpokladana hodnota (20,5 °NM zodpoveda 12,2 % alk.

(Steidl, 2010)). Vysvetlenim moze byt schopnost’ pouzitych kvasiniek odburavat’ kyselinu

jablént na alkohol a oxid uhlicity.

Priemerné hodnoty celkovych titrovatelnych kyselin pre vzorky su: 6,85 mg.I"' pre

VZ1, 6,33 mg.1" pre VZ2 a 6,57 mg.I"' pre VZ3. Statisticky sa vzorky lisia na hladine o <

0,05. Lisi sa VZ1 od VZ2 aVZ3. Na hladine a < 0,01 sa ziadna zo vzoriek neodlisuje od

inej.

Znaménkovy test (Tabulka13)
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000

Pocet procent Z p-hodn.
Dvojice proménnych raznych v<V
Titr. Kys. 1 & Titr. Kys. 1 1
Titr. Kys. 1 & Titr. Kys. 6 0.0000| 2.041241 0.041227

Titr. Kys. 1 & Titr. Kys.

o

0,00000 2.041241| 0.,041227

Titr. Kys. 2 & Titr. Kys.

o

100.0000) 2.041241  0.041227

Titr. Kys. 2 & Titr. Kys.

Titr. Kys. 2 & Titr. Kys. 6 83,3333 1.224745 0,220671
Titr. Kys. 3 & Titr. Kys. 6 1000000, 2.041241| 0,041227
Titr. Kys. 3 & Titr. Kys. 6 16,6667 1.224745  0,220671

WIN = WM = WN

Titr. Kys. 3 & Titr. Kys.

Obrizok 41 Porovnanie vyznamu rozdielu hodnot (Zdroj: viastny)

Hodnoty celkovych titrovate'nych kyselin st vyrazne nizSie od hodnot stanovenych
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v muste. Za pokles kyseliny jablénej zodpovedd metabolizmus pouzitych kvasiniek. St
schopné odburat’ az 30 % kyseliny jablénej. Hodnotu ovplyviiuje aj kyselina vinna. Za jej
pokles v priebehu vyzrievania vina mdze jej vypadavanie vo forme vinneho kamena. Je to
prirodzeny proces, ktorym sa vino samovol'ne odkysel'uje (Steidl, 2010).

Vo vine st badate'né stopy kyseliny mliecnej. Mohlo by sa jednat' o zaciatok
malolaktickej fermentacie, nakol'ko sa vyskytuju pri vzorkéach ktoré neboli zasirené, alebo
boli zasirené nizSou davkou SO,. Nakolko pri senzorickej analyze vina ktord v casovom
horizonte prebehla az po analyze vzoriek na pristroji ALPHA, neboli badat’
charakteristické znaky tohto procesu, vysvetlujeme si tieto hodnoty ako chybu merania
pristroja.

Statisticky st priemerné namerané hodnoty kyseliny jablénej: VZ1 - 4,14 mg.l™,
VZ2-3,81 mgl', VZ3 — 3,8 mg.l"'. Vzorka 1 sa odliduje od oboch ostatnych vzoriek na
hladine a < 0,05. Mnozstva kyseliny vinnej na zdklade porovnania jednotlivych vzoriek sa
Statisticky vyznamne neodliSuju. Priemerné hodnoty pre kyselinu vinnu su: VZ1 - 2,16
mg.l', VZ2-2,08 mgl'aVZ3-2,13mgl".

Kyselina octova sa v Ziadnej vzorke nenachadza v mnozstve, ktora by mohlo vino
senzoricky negativne ovplyvnit. Co sa tyka priemernych hodnét vzoriek st pri VZI —
0,51 mg.I"', pri VZ2-0,53 mg.1" a pri VZ3 — 0,56 mg.1"". Statisticky sa odli§uje hodnota
vzoriek €. 3 od vzoriek ¢. 1 a¢. 2, na hladine a < 0,05. Na hladine o < 0,01 sa vzorky uz
neodlisuju.

Redukujtce cukry sa miestami odliSuju od hodnét ziskanych ruénym meranim. Ide
o sucet odchylok merania pri stanoveni a pri anylyze pristrojom ALPHA. Redukujucim
cukrom je fruktéza. Je to z ddovodu, Ze kvasinky su glukofilné, pri fermentacii
uprednostituju glukézu pred fruktdzou.

Hodnoty pH su pri vSetkych vzorkach mierne vyssie. Ich priemerné hodnoty st pri
VZ1-3,51mgl", VZ2—-3,51 mgl' a pri VZ3 — 3,43 mgl'. Statisticky sa od seba
vzorky 1, 2 a 3 vyznamne neliSia.

Analyza na pristroji ALPHA nam umoznila ziskat’ o testovanych vinach komplexné
hodnoty menej pracnou metdédou oproti ruénému meraniu. Ich spracovanim mozeme
konstatovat’, ze vina so vzorkou vyzivy €. 1 (bez pridanej vyzivy) sa liSia od vin vzoriek €.
2 a¢. 3 vyssim obsahom kyseliny jablcnej, ¢o sa prejavuje vo vyssom obsah vSetkych
titrovate'nych kyselin. Vzorka ¢. 3 sa od oboch vzoriek li§i vy$Sim obsahom kyseliny
octovej. VSetky tieto spomenuté rozdiely sa ukazuji ako signifikantné na hladine

vyznamnosti a < 0,05.
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5.6 HPLC analyza karbonylovych zluéenin vo vine
Analyzu vina na stanovenie karbonylovych zlu¢enin kyseliny pyrohroznove;,

kyseliny 2-oxoglutarovej a acetaldehydu sme vykonali v laboratériu na fakulte v Lednici.

Z vyslednych chromatogramov sme vy¢itali koncentréacie tychto zlucenin.

Ciselné tdaje sme zaznamenali do tabulky. Pre lepsiu prehladnost vysledky

uvadzame aj v grafoch.
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Obriazok 42 Chromatogram z HPLC analyzy (Zdroj: viastny)

Vzorka k. 2-oxoglutarova | k. pyrohroznova | Acetaldehyde
mgAl'1 mg 1! mg.1!
VZ1-D0 88.5 15.9 319
VZ1-D1 1364 18.5 572
VZ1-D2 100.5 203 92.6
VZ1-D3 813 19.0 945
VZ1-D4 443 335.5 1204
VZ1-D3 474 443 163.9
VZ2-D0 743 11.8 4.1
VZ2-D1 912 13.9 66.9
VZ2-D2 88.0 142 86.0
VZ2-D3 82.6 13.9 1014
VZ2-D4 482 133 1574
VZ2-D5 353 30.1 166.1
VZ3-D0 479 10.6 715
VZ3-D1 64.1 17.6 61.1
VZ3-D2 64.8 16.0 752
VZ3-D3 70.3 18.7 100.3
VZ3-D4 383 316 148.6
VZ3-D3 340 33.8 157.8

Obrazok 43 Hodnoty karbonylovych zlucenin
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Obriazok 44 Graf karbonylovych zlucenin vo vzorke 1 (Zdroj: viastny)
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Obriazok 45 Graf karbonylovych zlucenin vo vzorke 2 (Zdroj: viastny)
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Obriazok 46 Graf karbonylovych zlucenin vo vzorke 3 (Zdroj: viastny)

Z grafov je vidiet’ jasna linedrna zavislost’ medzi davkou SO2 a acetaldehydom a

naznacuju aj zavislost’ medzi davkou SO, a kys. pyrohroznovou. Je potrebné zistit' ¢i st
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nejaké korelaéné vzt'ahy medzi vytvorenymi latkami a davkou SO,, alebo ¢i existuju

vzt'ahy medzi vytvorenymi zli¢eninami, ktorymi sa ovplyviuju.

Korelace (VZ1)
Oznat. korelace jsou vwznamné na hlad. p < 05000
N=6 (Celé piipady vwynechany u ChD)

Prom&nna Praméry  Sm.odch Davka SO2 v mg 2-oxoglutarate v mg Pyruvate v mg Acetaldehyde v mg
Davka SO2 v mg 75000001 5512486 1,000000 0. 775991 0,886899 0,962701
2-oxoglutarate v mg 8310000 34 46883 0,775991 1.000000 -0,785163 0795340

Pyruvate v mg 2561667 1158765 0. 9 40.785163 1,000000 0936338
Acetaldehyde v mg 9708333 4228094 0.962701 0795940 0936338 1,000000

Obrizok 47 Korelacnd matica vzorky 1 (Zdroj: viastny)

Z korelac¢nej matice vzorky 1 nam vyplyva, Ze existuje silnd Statisticky vyznamna
korela¢na zavislost medzi davkou SO, a kys. pyrohroznovou, medzi davkou SO,
a acetaldehydom a medzi kys. pyrohroznovou a acetaldehydom. Je moznost, ze korela¢na
zavislost’ medzi kys. pyrohroznovou a acetaldehydom je ovplyvnend davkou SO,, ktora

tieto hodnoty spaja.

Parcialni korelace (VZ1)

S wylou€enim viivu:Davka SO2 v mg

Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
N=6 (Celé pripady wnechany u ChD)

Proménna Priméry | Sm.odch 2-oxeglutarate v mg Pyruvate v mg Acetaldehyde v mg

2.oxoglutarate vmg |_83,100001  34.46883 1,000000 -0.330114 -0.236491
Pyrwatevmg | 2561667 11,58765 -0,330114 1.000000 0,650225
Acetaldehyde v mg 97,08333 4228094 -0,286491 0,650225 1,000000

Obriazok 48 Parcialna koreldcia vzorky 1 (Zdroj: viastny)

Ciasto¢na korelacia s vylaéenim davky SO, nam preukézatelne vylucila zavislost
medzi acetaldehydom a kys. pyrohroznovou. Tieto dve latky sa Statisticky vyznamne
neovplyviiuji. Vo vzorke 1 st z hladiska tvorby karbonylovych zlicenin vyznamné
korelacie medzi davkou SO, a kys. pyrohroznovou na hladine vyznamnosti o < 0,05,
r=0,888899. Jedna sa o silntl, pozitivnu zavislost. Medzi davkou SO, a acetaldehydom je
vyznamna koreldcia na hladine o < 0,01. Tato zavislost je velmi signifikantna,

r=0,962701. Je takisto pozitivna a veI'mi silna.

Korelace (VZ2)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad p < 05000
N=6 {Celé plipady vynechany u ChD)

Prom&nna Proméry | Smodch.  DavkaSO2vmg | 2-oxoglutaratevma | Pynvatevmg | Acetaldshyde v mg

Davka SO2 v mg [__75.0000 5512486 1,000000 -0.767710 0,696206 0,969783
2-oxoglutarate v mg 699333 22 93486 0,767710 1.000000 0,701019 08 0
Pyruvate v mg 16,2000 6,86382 0,695206 0.701019 1,000000 0,658681
Acetaldehyds v mg 1053167  46,67922 0.969783 -0,873610 0,6585681 1,000000

Obrizok 49 Korelacnd matica vzorky 2 (Zdroj: viastny)

Z tejto korelacnej matice ndm vyplyva korelacna zavislost' medzi acetaldehydom
a davkou SO; ale tiez vel'mi silné negativna zavislost’ medzi acetaldehydom a kyselinou 2-
oxoglutarovou. Vztah medzi acetaldehydom a kyselinou 2-oxoglutirovou objasnime

pomocou ¢iastocnej korelacie s vylucenim davky SO,.
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Parcialni korelace (VZ2)

S wylou€enim viivu:Davka SO2 v mg

Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
N=6 (Celé piipady wnechadny u ChD)

Promé&nna Priméry = Sm.odch. 2-oxoglutaratevmg | Pyruvate v mg Acetaldehyde v mg

2.oxoglutarate v mg 69 9333! 2293466 1,000000 -0,362039 -0.825778
Pyruvate v mg 16,2000 6,86382 -0,362039 1.000000 -0,094142
Acetaldehyde v mg 1053167  46,67922 -0,825778 -0,094142 1.000000

Obriazok 50 Parcialna koreldcia vzorky 2 (Zdroj: viastny)

Vztah medzi acetaldehydom a kyselinou 2-oxoglutarovou Sstatisticky vyznamny nie
je. Pri vzorke 2 existuje Statisticky vyznamnd zavislost iba medzi davkou SO,

a acetaldehydom. Je vel'mi signifikantnd na hladine o < 0,01, r = 969783.

Korelaca (VZ3)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
N=6 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Praméry | Smodch. | Dévka SO2vmg | 2-oxoglutaratevmg | Pyruvatevmg | Acetaldehyde v ma

‘Davka SO2 v mg 7500001 56.12488 1,000000 -0,324213 0.931332 0.926361
| 2-oxoglutarate v mg 56 5667 1342023 0324213 1.000000 0450350 0526619
Pyruvate v mg 21,3833 9.22311 0,931332 -0.450350 1.000000 0.941436
Acstaldehyde v mg 1024167 41.49301 0,926361 -0,526619 0,941436 1.000000

Obrizok 51 Korelacnd matica vzorky 3 (Zdroj: viastny)

Korelacnd matica vzorky 3 nam hovori o Statisticky vyznamnej korelacii medzi
davkou SO, a kys. pyrohroznovou, medzi davkou SO, a acetaldehydom a medzi
acetaldehydom a kys. pyrohroznovou. Opédt je potrebné sa pozriet na vztah medzi
acetaldehydom a kys. pyrohroznovou pomocou ciasto¢nej korelacie s vylu¢enim vplyvu

SO..

Parcialni korelace (VZ3)

S wylou€enim vivu:Davka SO2 v mg

Oznat. korelace jsou vwwznamné na hlad. p < 05000
N=6 (Celé pripady vynechany u ChD)

Proménna Praméry | Sm.odch. | 2-oxoglutarate v mg Pyruvate v mg Acetaldehyde v mg

‘2-oxoglutarate v mg 56 5667[ 1342023 1.000000 -0.430771 -0.635098
Pyruvatevmg J 21,3833 9.22311 -0.430771 1.000000 0.573682
Acetaldehyde v mg 1024167 4149301 -0.635098 0.573682 1.000000

Obriazok 52 Parcialna koreldcia vzorky 3 (Zdroj: vilastny)

Ciastoéna korelacia preverila vztah medzi acetaldehydom a kys. pyrohroznovou.
Bez vplyvu davky SO, nema Statistickil vyznamnost’. Vo vzorke 3 je Statisticky vyznamna
korelacia medzi davkou SO, a acetaldehydom a medzi ddvkou SO, a kys. pyrohroznovou.
Obe tieto koreldcie su velmi signifikantné na hladine vyznamnosti a < 0,01. Obe tieto
vézby st pozitivne a vel'mi silné. O nie€o silnejSiu zavislost’ ma kys. pyrohroznovéa oproti
acetaldehydu, r = 0,931332, resp. 0,926361.

Zistili sme Ze mnozstvo acetaldehydu vo vsetkych vzorkach vel'mi tzko suvisi
s davkou SO,. Tato zavislost’ je pozitivna, ¢im vysSia davka pridaného SO,, tym viacej
acetaldehydu sa ndm vytvori. Priemerné hodnoty vytvoreného acetaldehydu pre jednotlivé

vzorky su: 97,08 mg.l" pri VZ1, 105,32 mg.I" pri VZ2 a 102,42 mg.I" pri VZ3. Medzi
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jeho vytvorenymi mnozstvami nie je Statisticky vyznamny rozdiel.

Vzorka 1 y =0,7252x +42,694
R? = 0,9269

Acetaldehyd v mg.|*

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Ddavka SO, v mg.I?

Obriazok 53 Spojnica trendu medzi acetaldehydom a celkovym SO, vzorky 1 (Zdroj: viastny)

Vzorka 2

y = 0,8069x+ 44,799
R? =0,9403

Acetaldehyd v mg.I*
o

o
N
e

20 40 60 80 100 120 140 160
Ddvka SO, v mg.I*?

Obriazok 54 Spojnica trendu medzi acetaldehydom a celkovym SO; vzorky 2 (Zdroj: viastny)

Vzorka 3 y =0,6848x +51,053
180,0 R*=0,8578
160,0 =
140,0 e
120,0 ‘
100,0 s
80,0

60,0 [ @

Acetaldehyd v mg.I"?

40,0
20,0

0,0

o
[}
b
it
o

60 80 100 120 140 160
Dévka SO, v mg.I*

Obriazok 55 Spojnica trendu medzi acetaldehydom a celkovym SO, vzorky 3 (Zdroj: viastny)
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Kyselina pyrohroznovéd vytvorena behom alkoholovej fermentacie vykazuje
Statisticky vyznamnu korelaciou s davkou SO, vo vzorke 1 a vzorke 3. S vySSou davkou
SO, stlipa aj tvorba kyseliny pyrohroznovej. Vo vzorke 3 je tato korelacia vyznamnejsia
(a0 <0,01) ako vo vzorke 1 (a < 0,05). Priemerné hodnoty vytvorenej kys. pyrohroznove;j
st 25,60 mg.1" pre VZ1, 16,2 mg.I"' pre VZ2 a 21,38 mg.I" pre VZ3. Najvyssie priemerné
hodnoty st vo vzorke 1. ZniZenie tvorby kyseliny pyrohroznovej vo vzorke 3 je Statisticky
vyznamné. Toto zniZenie je mozné pripisat’ vplyvu pridania vyzivy ku vzorke 3. ZniZenie
priemernej hodnoty kyseliny pyrohroznovej vo vzorke 2 je Statisticky vyznamné oproti
vzorke 1 aj oproti vzorke 3. Vzorka 2 mala proti vzorke 1 dodanu vyZzivu a oproti vzorke 3
bol navySe dodany vitamin B1 — tiamin. VSetky spomenuté Statisticky vyznamné rozdiely

si vyznamné na hladine a < 0,05.

Vzorka 1

Pyruvat v mg.l

Obrizok 56 Spojnica trendu medzi kys. pyrohroznovou a celkovym SO, vzorky 1
(Zdroj: vlastny)

Vzorka 3

Pyruvat v mg.I!

Obrizok 57 Spojnica trendu medzi kys. pyrohroznovou a celkovym SO; vzorky 3
(Zdroj: vlastny)

Nepodarilo sa preukdzat' ziadnu vyznamnu korelaciu kyseliny 2-oxoglutarovej
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adavok SO,. Takisto nekoreluje s kyselinou pyrohroznovou alebo acetaldehydom.
Priemerné hodnoty vytvorenej kyseliny 2-oxoglutirovej st 83,1 mg.l"' pri VZ1, 69,93
mg.I"! pri VZ2 a 56,57 mg.I" pri VZ3. Rozdiely medzi tymito hodnotami, nie st $tatisticky

vyznamné.
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6 Diskusia

Senzorické analyza vina nam preukazala dolezitost’ oxidu siri¢itého ako zluceniny
ktora sa viaze s acetaldehydom a chrani aromu vina. Vzorky s nizkymi hodnotami oxidu
siri¢itétho mali oxidativny charakter. Bolo to spdsobené velkym mnozstvom volného
acetaldehydu, ktory ich negativne senzoricky ovplyviioval. Oxid siri€ity viaze acetaldehyd,
chrani arému vina a odstrafiuje pach zvetralého jablka (MICHLOVSKY, 2012).

Analyza takisto potvrdila, Ze oxid siri¢ity nam chrdni vino pred baktériami aj vo
svojej viazanej forme. Ako dokaz moZzeme uviest’ vzorky vina s celkovym obsahom oxidu
siri¢itého do 10 mg.I"', ktoré vykazovali silné znaky mysiny. Pri vy$§ich davkach oxidu
siri¢itého aj ked’ len vo viazanej forme, vina touto vadou postihnuté neboli. Spdsobuju ju
mliecne baktérie rodu Lactobacillus a si k nej nachylné vina s nizkym obsahom oxidu
siri¢itého a vys$im pH (FUGELSANG a EDWARDS, 2007). Oxid siri¢ity aj vo viazanej
forme s acetaldehydom alebo s kyselinou pyrohroznovou mé antibakteridlne ucinky. Je
sice 5-10 krat menej u€inny ako volny oxid siri€ity, ale vo vine sa ho oproti vol'nému SO,
nachadza niekol’konasobne viac (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a).

Zistili sme, ze davka oxidu siri¢itého ktoru aplikujeme do mustu pred kvasenim,
nam vyznamne ovplyviluje mnozstvo celkového oxidu siri¢it¢ho ktory mame vo vine.
Celkovy oxid siri€ity stupa v zavislosti na velkosti tejto davky. Téato skutocnost’ suvisi
s tvorbou acetaldehydu, ktory ndm viaze oxid siri¢ity najsilnejSie zo vSetkych skimanych
zlt€enin. Vysoku korelaciu medzi acetaldehydom a celkovym oxidom siri¢itym preukazal
vo svojej praci aj HAMERNIK (2010).

Mnozstvo oxidu siri¢itého ktory bol do mustu pridany pred kvasenim nam vel'mi
vyznamne koreluje s mnoZzstvom vytvorené¢ho acetaldehydu. Je to lahko vysvetlitelné
metabolizmom kvasiniek. Kvasinky potrebuju pri alkoholovej fermentécii ur¢ité mnozstvo
vol'ného acetaldehydu. Skrz jeho premenu na alkohol prichadza k regeneracii NAD, ktory
je potrebny pri zaciatoénych krokoch alkoholovej fermentacie. Kym nie je v muste urcité
mnozstvo volného acetaldehydu, alkoholova fermenticia neprebieha. Kvasinky ho
vytvaraju spolu s glycerolom a kyselinou pyrohroznovou pri glyceropyruvatovej
fermentacii. Acetaldehyd je produkovany dovtedy, kym sa naf nenaviaze vSetok volny
oxid siri¢ity. Preto je glyceropyruvatova fermenticia najvyznamnejSim producentom
acetaldehydu. (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006a). Této zavislost’ mnoZstva vytvoreného
acetaldehydu od davky SO, do mustu bola vel'mi silnéd vo vSetkych vzorkach, bez rozdielu
pridanej vyzivy.

Kyselina pyrohroznova vznikd takisto ako acetaldehyd pri glyceropyruvatovej
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fermentécii, ale tiez pri alkoholovej fermentacii, kde je predstupniom acetaldehydu.
Mnozstvo vytvorenej kyseliny pyrohroznovej tiez ovplyviluje ddvka SO, do mustu.
Potvrdili sme to u 2 z 3 vzoriek, pricom jedna z nich bola vysoko signifikantnd a druha
signifikantnd. Nepotvrdenie sa tohto javu v tretom pripade bolo dosledkom pridania
tiaminu do mus$tu. Tiamin mnoZstvo kyseliny pyrohroznovej ktoré bude vytvorené,
znizuje.

Tiamin je dolezitou stiCastou dekarboxylazy, ktora premiena kyselinu pyrohroznovi na
acetaldehyd. Jeho nedostatok moéze zkomplikovat' az zastavit’ alkoholovll fermentaciu
(FURDIKOVA a MALIK (2007). Vychadzajtic z tohto tvrdenia, si myslime, e dostatoéné
mnozstvo tiaminu poskytnuté kvasinkdm bude predchadzat’ zastaveniu v tomto kroku
alkoholovej fermentdcie a vysledkom bude tvorba nizSicho mnoZstva kyseliny
pyrohroznovej. Aj SVEJCAR (2000) tvrdi, Ze tiamin pri alkoholovej fermentacii znizuje
tvorbu kyseliny pyrohroznovej a kyseliny 2-oxoglutarovej. Ten isty autor (2000) tiez tvrdi,
ze hoci kvasinky maji schopnost’ tiamin syntetizovat, toto mnozstvo nestaci a je ho treba
do mustu aj pridat. Pozitivny UC€inok tiaminu na alkoholovli fermentaciu podporuje
dostatok asimilovateI'ného dusika. Asimilovatelny dusik tiez ciasto¢ne kompenzuje
nedostatok tiaminu (MINARIK, 2005). Toto tvrdenie vysvetluje Statisticky vyznamné
znizenie produkcie kyseliny pyrohroznovej v muste s pridanou vyzivou (VZ3), oproti
mustu bez pridavku vyzivy (VZ1).

Nepodarilo sa preukazat’ korelaciu medzi davkou SO, a mnozstvom kyseliny 2-
oxoglutdrovej. Tato kyselina vznika v Krebsovom cykle, kde je pociatoénym substratom
kyselina pyrohroznova. Enzym 2-oxoglutarat dehydrogendza, ktory kyselinu 2-
oxoglutdrova dekarboxyluje na sukcinat vykazuje vel'mi slabu aktivitu za anaerdbnych
podmienok (RIBEREAU-GAYON akol., 2006a). Jej tvorba preto zrejme nebude mat
suvislost s mnozstvom SO2 pridaného do mustu. Domnievame sa, Zze moéze byt

ovplyviiovand intenzitou Krebsovho cyklu a aerdciou mustu.
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7 Zaver

Téato praca bola zamerana na problematiku oxidu siri¢ittho a karbonylovych
zlt€enin. Oxid siri¢ity mé vo vysSich davkach nepriaznivé ucinky na l'udské zdravie, preto
je jeho mnozstvo vo vine limitované legislativou. S tymto suvisia karbonylové zluceniny -
latky viazuce oxid siri¢ity. Oxid siri€ity je najucinnejsi vo svojej volnej forme, pokial je
viazany na tieto latky, musi byt’ do vina opétovne pridany aby bola zabezpecena ochranu
vina.

V tejto praci bolo dokazané, ze mnozstvo oxidu siri¢itého ktory je pridany do mustu
pred kvasenim, vyrazne ovplyviluje mnozstvo vytvorené¢ho acetaldehydu, ¢o je zlicenina
zodpovedna za viazanie najvitSiecho mnozstva oxidu siri¢itého vo vine. Bolo preukdzané,
ze davka oxidu siri¢itého ovplyviiuje aj mnozstvo vytvorenej kyseliny pyrohroznove;.
Nepodarilo sa preukazat’ Ziadny S$tatisticky vyznamny vplyv sirenia na tvorbu kyseliny 2-
oxoglutanovej.

Naopak, praca potvrdila, Ze vplyv pridavku tiaminu do mustu tvorbu kyseliny
pyrohroznovej znizuje. Tiez potvrduje, Ze vplyv tiaminu mdze byt Ciastocne nahradeny

dodanou vyzivou pre kvasinky.
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8 Suhrn

Této praca bola zamerand na vplyv velkosti davok oxidu siri¢it¢tho do mustu na
tvorbu karbonylovych zli€enin. Pojednava o enologickych vlastnostich oxidu siri¢itého.
V jednotlivych kapitolach su popisané jeho formy a ich G¢inky vo vine. Praca sa podrobne
venuje karbonylovym zlucenindm, ktoré sa s oxidom siri¢itym vyznamne viazu. Pojednava
o ich vzniku a moZznostiach ovplyvnenia ich mnozstva. Venuje sa aj latkam, ktoré mozu
oxid siri€ity ¢iasto¢ne nahradit’, a tak znizit’ jeho celkové mnoZzstvo vo vine.

V samotnom pokuse boli pripravené vzorky vina, ktoré sa lisili velkostou davky
oxidu siri¢it¢ho pridaného do mustu pred kvasenim. Zaroven boli do mustu aplikovali
odlisné¢ formy vyzivy. Vo vzorkach boli pomocou HPLC analyzy stanovené koncentracie
acetaldehydu, kyseliny pyrohroznovej a kyseliny 2-oxoglutarovej. V tejto praci sa podarilo
preukdzat’ vplyv pociato¢nej davky oxidu siri¢ittho na mnozstvo vytvoreného
acetaldehydu a kyseliny pyrohroznovej. Tiez bol preukdzany vplyv pridavku tiaminu do
mustu, ktory tvorbu kyseliny pyrohroznovej znizuje.

Klucove slova: oxid siricity, acetaldehyd, kyselina pyrohroznovd, kyselina 2-

oxoglutarova
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9 Resumé
The thesis focuse on the effect of dose levels of sulfur dioxide in the must on the

formation of carbonyl compounds. Futhermore it is concerned with oenological properties
of sulfur dioxide, its forms and effects on wine. The thesis corroborates in detail carbonyl
compounds bind sulfur dioxide and discusses their origin and various options to affect their
quantity. Substances that may partially replace sulfur dioxide and thereby reduce its total
quantity in wine are also debated.

Experimental part of the thesis involved samples of wine differing in quantity of
sulfur dioxide added to the must before fermentation and in forms of nutrition. Using the
HPLC analysis concentrations of acetaldehyde, pyruvic acid, and 2-oxoglutaric acid were
determined. The experiment demonstrated the effect of initial doses of sulfur dioxide on
the amount of generated acetaldehyde and pyruvic acid. The effect of addition of thiamine,
which reduces formation of pyruvic acid, was also shown.

Key words: sulfur dioxide, acetaldehyde, pyruvic acid, 2-oxoglutaric acid
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