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Stanoveni inhibi¢niho uc¢inku resveratrolu na rust bakterii
a kvasinek zpisobujicich kontaminaci vina, mostu,
a dalSich potravin

Souhrn

Tato védeckad prace je zamétena na stanoveni inhibi¢niho vlivu resveratrolu na kontaminujici
mikroorganismy. Resveratrol je znamy pfedevSim ve spojeni s vinem, proto byla prvni cast
prace zaméfena na proces vyroby vina a na jeho chemické slozeni se zaméfenim
na nejvyznamnéjsi zastoupené latky. Prace seznamuje i s mikroorganismy, které se,
predevsim ve ving, ale i v jinych potravinach mohou vyskytovat a podilet se na kazeni.
Na ptikladu vina je vysvétlen proces mikrobialniho kazeni a moZnosti jeho potlaceni. K tomu
je v soucasnosti pouzivan oxid sifi¢ity, kvuli jeho vedlej$im G¢inkiim pievlada v posledni
dobé snaha o omezeni jeho mnoZzstvi, nebo nahrazeni jinou latkou s konzerva¢nimi Gcinky.
Jednou znich je resveratrol, ktery se jiz ve viné pfirozené vyskytuje, a jsou znamy
jeho pozitivni ucinky na lidské zdravi. Proto se prace dale zaméfuje na jeho uc¢innost
k potlaceni mikrobialni kontaminace. Pti pokusech byly pouzity kvasinky Saccharomyces
cerevisiae a Zygosaccharomyces rouxii, bakterie Staphylococcus aureus a Acetobacter oeni,
jako zastupci kontaminujicich mikroorganismi. Bylo brano v potaz také mozné vyuziti
nejenom ve vinafstvi, ale 1 v jinych oblastech potravinafstvi. Inhibi¢ni u¢inek byl stanoven

jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) za pouziti mikrodilu¢ni bujonové metody.

Klicova slova: antimikrobidlni, kontaminace, most, resveratrol, vino



Evaluation of growth-inhibitory effect of resveratrol
against spoilage microorganisms of wine, must
and other food products

Summary

This scientific work is focused on the inhibitory effect of resveratrol on contaminating
microorganisms. Resveratrol is known primarily in connection with wine, so that the first part
of the thesis focuses on the winemaking process and chemical composition of wine, with
afocus on the most important substances represented. This paper introduces
the microorganisms that, especially in the vine, beer and other foods can occur and contribute
to spoilage. The process of microbial spoilage possibilities and its suppression is explained
on the example of the wine. For this is currently used sulfur dioxide, due to it’s side effects
lately prevails the effort to reduce the amountof SO, added, or replacement with another
sunstance with preservative effects. One of them is resveratrol, which already occurs naturally
in wine and is known for its positive effects on human health. Therefore, the work focuses
on resveratrol as well as its effectiveness to suppress microbial contamination. When attempts
the yeast Saccharomyces cerevisiae and Zygosaccharomyces rouxii, as well as bacteria
Staphylococcus aureus and Acetobacter oeni were used, as representatives of contaminating
microorganisms. Also the possible use in beer, food and other areas has been taken into
account. Inhibitory effect was determined as the minimum inhibitory concentration (MIC)

using the microdilution broth method.

Keywords: antimicrobial, contamination, must, resveratrol, wine
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1. Uvod

Vino, jako jeden z nejstarsSich alkoholickych napoji, se stalo dulezitym doprovodnym
prvkem jakychkoli vyznamnych udélosti lidské kultury. A to nejen té evropské,
ale prekvapivé i v orientu, ba dokonce v islamskych zemich blizkého vychodu.

Je konzumovano u pfilezitosti narozeni, pfijeti ne studium, dokonceni studia, svatby,
sportovnich, ¢i pracovnich uspéchi, pfijeti role rodice i prarodice a také na pohibu. Da se tedy
fict, Ze se s nim setkdvame po cely zivot.

Podle archeologickych vyzkumt, vino, jako alkoholicky napoj, vznikl jizné
od Kaspického mote v oblasti jizniho Kavkazu. Tuto teorii podporuje napiiklad iranska
legenda stara 3500 let pfed Kristem (Mendel, 2010). Podle ni byla zkvasena hroznova $tava
puvodné pouzivana jako jed, nebot’ ¢lov€k po jejim vypiti ztracel soudnost a pfi pfedavkovani
mohl zemfit. OvSem kdyz persky kral Dzamsid objevil i libé pocity plynouci z konzumace
tohoto napoje, natidil jeho piti vzdy pred feSenim zasadnich statnickych zalezitosti.

V historii jsou jiz dlouho znamy pozitivni u¢inky umirnéného piti vina. Caesar si byl
dobfe védom plisobeni vina proti onemocnéni stiev. Daval proto svym vojdkiim pit vino
na ochranu proti tyfu, cholefe, paratyfu i uUplavici. Nutno fici, Ze s pozitivnhimi vysledky.
Byl natolik stédry, ze kazdy legionai mél narok na jeden litr vina denné v obdobi miru
advalitry v obdobi valky (Burda, 2013). Vino totiz pifi smichani s vodou pusobi
jako dezinfekéni prostredek vody.

I dnes nachazime nové a nové vyhody z pravidelné konzumace. Je znamo, Ze Cervené
vino podporuje tvorbu Cervenych krvinek. Dalsi je piekvapivé zjisténi, ze vino zbavuje
jed kobry a zmije jejich toxickych ucinkd.

Nejnovéjsi poznatky z oblasti vyzkumu oznauji pravé resveratrol jako jednu z latek
majicich pozitivni U€inky na lidské zdravi. Bylo prokdzano snizeni rizika vzniku n€kolika
druhti rakoviny a Alzheimerovy choroby u osob s pravidelnou mirnou konzumaci vina.
Vzhledem Kk negativnim G¢inktim oxidu sifi¢itého, pouzivaného ke konzervaci vina, na lidské
zdravi (bolesti hlavy, projevy alergie) i senzorickou kvalitu vina Se uvazuje o jeho nahrazeni
jinymi latkami pfirodniho ptivodu. Resveratrol, jako pfirozend soucdst sloZeni vina je jednou

Z nich.



2. Cil prace a hypotéza

Cile prace: Ovéiit inhibi¢ni ucinek resveratrolu na rast bakterii a kvasinek
kontaminujicich vino, vinny most a dals$i potraviny. Dil¢im cilem je nalézt vhodny zpisob
rozpousténi resveratrolu ve viné¢ a moStu. Dale pak pomoci vybranych roda bakterii

a kvasinek stanovit jeho antimikrobialni efektivitu.

Hypotéza: Antimikrobialni aktivita resveratrolu in vitro je dobfe znama. V piipadé
dostatecné silného antimikrobialniho u¢inku ve viné a mostu by se mohl resveratrol stat
vhodnou nahradou SO, nebot’ na rozdil od negativnich u¢inkd SO, vykazuje resveratrol celou

fadu pozitivnich Uc¢inkl na lidské zdravi.
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3. Reserse

Vino je alkoholicky napoj vyrobeny prokvaSenim mostu nebo rmutu vinné révy druhu
Vitis vinifera. (Burda, 2013) Pravé ztohoto rostlinného druhu vznikly vSechny odrudy
pouzivané ve vinafstvi. Réva byla uz od pocatku Slechténa, aby se ptizptsobila lokalnim
podminkam vSech oblasti, kde je péstovana. Vzhledem Kk neustdlému objevovani novych
vhodnych lokaci, 1ze tento proces povazovat za trvaly.

Napftiklad v severni Americe se uplatiiuji hybridi vznikli kiizenim ptavodni evropské
révy Stamnimi druhy Vitis aestivalis a Vitis rupestris, vyznacuji se vyssi odolnosti
vici Skiidcim a nemocem. Ve vétSiné evropskych zemi je ale péstovani takovychto odrud

zakazano.

3.1. Vyroba vina

Proces vyroby vin, odborné¢ zvany vinifikace, spocivd v selektivni extrakci slozek
hroznu. Neznamena ovSem pouhou realizaci alkoholové fermentace mostu nebo hroznd.
Jde 0 to, a dokonce predevsim, ziskat z hroznovych bobuli jejich nejlepsi ¢ast. Tedy optimalni
mnozstvi slozek urlujicich kvalitu vina, a zamezit pfistupu tém slouceninam, jez mohou

vytvafet chutové vady nebo vady viné. (Michlovsky, 2014b)

3.1.1. Sbér a odslupkovani

Co nejdiive po sbéru jsou celé hrozny vsypany do mleciho zatizeni. Zde dochazi jednak
K uvolnéni bobuli a zadruhé tfapin (stopek). Je Zzadouci neposkodit tiapiny ani pecky, protoze
chlorofyl a tiisloviny, v nich obsazené, by piesli do vinného mostu a negativné ovlivnili

jeho vlastnosti. V prvé fadé by se projevil zelenozlutym zbarvenim napoje.

3.1.2. Lisovani

Na tento proces existuji dva rizné sméry pohledu. Z kvalitativniho hlediska je nutné
zachovat co nejvyssi kvalitu ziskaného mostu, ovSem z ekonomického pohledu je na prvnim
misté¢ maximalni mnoZzstvi. Pfi dokonalém vylisovani mizeme dosahnout 75 % vylisnosti.
(Burda, 2013) Pti Setrn€jsim lisovani pro kvalitnéjsi vyrobek se upfednostiuje omezit zisk
na 60 %.

U cervenych a bilych aromatickych vin' se vylisovany most nechava kratce nakvasit

po dobu 2 az 4 hodin V procesu takzvané macerace. Dochdzi tak k uvolnéni aromatickych

! Aromatické bilé odriidy: Mugkat Ottonel, Mukat Moravsky, Sauvignon, Tramin Eerveny (Burda, 2013)
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a barevnych latek ze slupek. AvSak uvoliuje se i tfislovina tanin s vyraznou trpkou a sviravou
chuti. To zapficinuje trpkost ¢ervenych vin. Konecnd chut je vSak ovlivnéna i obsahem

kyselin, cukri, alkoholt, hoikych latek a jejich vzajemnym pomérem. (Kraus a kol, 2002)

3.1.3. Odkaleni

Jelikoz je v mostu obsaZzeno mnoho nezadoucich piimési v podobé zbytkl slupek,
kouskii duziny, prachu a kalnych latek, je nutno ho pted dalSim zpracovanim vycistit. Tento
proces je obzvlasté dulezity pfi vyrobé bilych vin, nebot je nezadouci, aby barviva
vyluhovana ze slupek ovlivnila barvu vysledného produktu. K ucelu odkaleni se tedy
vyuzivaji sedimentacni tanky. Zde dochazi k samovolné sedimentaci pevnych castic
a také divokych kvasinek, které jsou rovnéz nezadouci. Z davodu urychleni tohoto procesu
se pridavaji krystalizani centra, jako napiiklad moStova zelatina ¢i bentonit. K nasledné
upravé se vyuziva pouze Ciry odkaleny most. Alexandr Burda (2013) uvadi vytéznost 60 litra

¢istého mostu z 1000 kg hrozni.

3.1.4. Fermentace

Za anaerobnich podminek dochézi v mostu k procesu zvanému anaerobni glykolyza
neboli fermentace. Pomoci kvasinek se jednoduché cukry pfeménuji na ethanol (alkohol)
a oxid uhlic¢ity, ktery unikd do atmosféry. Rovnéz zde vznik4 teplo. Proces lze vyjadfit

chemickou rovnici.

Ce¢Hq204 (jednoduchy cukr) = 2CH;CH,0H (alkohol) + CO,(oxid uhlicity) + ATM((teplo)
(Burda, 2013)

Pouzivaji se nejcastéji Cisté vySlechténé kultury vinafskych kvasinek rodu
Saccharomyces cerevisiae. Trendem je jejich Slechténi pro tvorbu a odolnosti vyssimu
mnozstvi alkoholu, diky kterému je vino vice stabilni.

Lze vyuzit také ptfirozenou mikrofléru na povrchu hroznu nebot’ i ta obsahuje divoké
kvasinky. Tato metoda je upfednostiiovana v biodynamickém vinafstvi. Nevyhoda ovsem
je vyrazné zvySovani teploty. Z technologického pohledu je zadouci provadét fermentaci
pfi nizsi teploté po delsi dobu. Cim déle totiz proces probiha, tim vice aromatickych latek
pfi ném vznikd, coz je dilezité z hlediska tvorby plného buketu. Pro bild vina se doporucuje
udrzovat rozmezi mezi 6,5 a 8§ °C. (Seldon, 1996) Pokud dosahne teplota 22 °C a vice,
probihd fermentace pftili§ rychle, do vina piejde méné aromatickych latek a jeho buket

jenevyrazny. Pii  vysokych teplotach také dochazi k vyraznému odpafovani vina.
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Z tohoto divodu je nutno provadét fizenou fermentaci a plast’ tanku ochlazovat. Navic kvili
zvySenému riziku kontaminace nelze zarucit optimalni pribéh procesu. Do hry vstupuji i jiné
metabolické procesy, kromé kvaseni.

Pii vyrob¢ Cerveného vina a zejména za Spatnych klimatickych podminek dochazi
k nadmérné tvorbé kyselin v hroznech. Zvlasté pak ostré a nestabilni kyseliny jable¢né. Lze ji,

S P4

pomoci bakterii mlécného kvaseni, pfeménit na kyselinu mlécnou a oxid uhlicity.

COOH — CHOH — CH,OH — COOH = CH; — CHOH — COOH + CO,
(Michlovsky, 2014b)

Mluvime o takzvané jable¢no-mlééné fermentaci. Vznikla kyselina mléénd neni
tak ostra a muzeme ji odstranit vV dob& zrani vina. (Kraus a kol, 2002) Béhem této piemény
dochazi pouze k mirnému snizeni acidity vina. Vedle toho vznikaji i jiné vedlejsi produkty,
proto je tento proces zadouci piedevSim pii vyrobé cervenych vin, kde pomdha zmirnit
kyselou chut' a dodava dalSi chutové nuance a vlacnost. U bilych odrlid vétSinou neni
druhotnd jable¢no-mlécnéd fermentace na misté, nebot’ u nich snizuje pocit kiehké svézesti.
Jedinou vyjimkou v tomto ohledu je Chardonnay. Pfi jehoz druhotné fermentaci vznika
diacethyl, znamy jako hlavni chutova slozka v masle, ktera dodava vinu maslovou

komplexnost, jenz je zde vitana. (Seldon, 1996)

3.1.5. Skoleni vina

Velmi dualezita faze pti vyrobé vina. Tvofi ji soubor opatieni s cilem maximalné zvysit
kvalitu budouciho vina. Probihd v nerezovych tancich nebo dubovych sudech, ve kterych
dochdzi k pomalému dokvaseni a pfeméné latek. Vysledné vino pak dosahuje urcitého stupné
zralosti. Diky tomu je prodlouZena jeho chemickd 1 biologicka stabilita a je moZno
jej lahvovat a uchovavat.

V tvodu dochdzi k sifeni vina, pouziva se pfedev§im u bilych vin. Hlavni divod
spociva v ochrané pfed znehodnocenim mikroorganismy a pfipadnou oxidaci. Pouziva se jesté
pfed lahvovanim, aby se zvysSila stabilita. MnoZstvi pouzitého oxidu sifi¢itého odpovida
kvalit¢ hrozni a Cistot¢ prostiedi, ve kterém byly sklizeny a zpracovany.
Vina v maloobchodnim prodeji maji zpravidla vyss§i miru zasifeni, nez kvalitni ro¢niky uréené
pro luxusnéjsi vinotéky.

Nasledn¢ se provadi cifeni vina. V tomto procesu je nutno odstranit latky tvofici
zakaleni, nebot’ zplsobuji nestabilitu napoje. Mize dochdzet aZz ke druhotné fermentaci.

Nejcastéji se pouziva bentonit, V podstaté jde o jemné rozemletou horninu, kterd pozvolna
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propadava tekutinou a strhava s sebou kalici ¢astice. V minulosti se hojné uzival vajecny
bilek, dnes se snim vSak setkdme jen vyjimecné. Vyhodou je, ze nckteré vady
Ize timto procesem odstranit opétovné.

Usazené latky a mikroorganismy se odstranuji v nasledné filtraci. Vino se zbavuje
také uhynulych kvasinek tvoficich takzvany kvasni¢ny kal. Vyrazné se tim zvysi stabilita
vina. Filtrované vino je schopné vydrzet i nékolik let bez nezadoucich zmén kvality.
Vina vyrabéna metodou Sur lie (tzv. na kvasnicich) se pfed lahvovanim nefiltruji.
To umoznuje pokra¢ovani procesu fermentace v lahvi. (Burda, 2013)

Nasleduje obdobi klidu, nazyvané¢ zrani vina. Zde dochéazi k takzvané tercialni
aromatizaci (minéno, ze primdrni probihd v hroznech a sekundarni v prabéhu kvaseni).
Reakci kyselin s alkoholem vznikaji estery podilejici se na tvorb& tercidlniho buketu.
Rychlost procesu je velmi rozdilna, u bilych vin probihd rychleji, Cervenym vinim
se doporucuje zrat minimalné jeden rok. (Burda, 2013) V poslednich desetiletich se preferuje
k tomuto Gcelu pouzivat dubové sudy. Specialni typ barrique ma pozitivni vliv na chut’ i viini
Vv ném uloZeného vina, je rozSiten hlavné k vyrobé Cervenych vin. Pfi tomto zplisobu ma
na vysledny produkt vliv druh dfeva, jeho porovitost, biochemické slozeni piibuzné vinu
(dané predevSim obsahem ligninu, taninu a celulézy) i tepelné izolacéni vlastnosti.
Spravné vyrobeny dievény sud napomaha stabilizaci vina, upeviiuje jeho strukturu a vyrazné
ovliviiuje jeho aromatiku. (Burda, 2013) Béhem leZeni v sudech, které muze trvat i n€kolik
let, je nutno vino ¢as od Casu scezovat a prepoustét do dalSich sudi. Pfi této pfilezitosti
se rovnéz provzdusiiuje. Tato aktivita je prospéSna pro odstranéni nepiijemnych vedlejSich
produkt vznikajicich pfi dlouhodobém pobytu v sudu, jako naptiklad odporné pachnouci

sirnik. (Seldon, 1996)

14



3.2. Chemické slozeni vina

Hlavni produkt péstovani, tedy vino, vznik4 prokvaSenim vylisované hroznové Stavy.
Samotny hrozen se sklada z tfapiny a bobuli. Ttapina, kromé 35 — 90 % vody, obsahuje cukry,
kyselinu vinnou a jable¢nou, tfisloviny a rostlinnd barviva, z nichz nejvyznamnéjsi podil
predstavuje chlorofyl. Pokud jsou tfapiny nevyzralé, lze je snadno rozdrtit,
coZ ma za nasledek vyluhovani nezaddoucim tiislovin a chlorofylu do mostu, které nepiiznivé
ovliviiuji senzorické vlastnosti budouciho vina.

Na celkovém aroma a charakteru se vyznamné podili slupky bobuli, nazyvané matolina.
Jejich zakladni slozeni sestava z cukra, tfislovin, kyselin, barviv, voskii a mnozstvi
aromatickych, dusikatych a mineralnich latek. Slupky bilych odrid jsou mimoto bohaté
na flavonova barviva a chlorofyl. Cervené a modré koncentruji spise anthokyany, jejich dalsi
vyznamnou slozkou jsou tfisloviny dotvatejici chut’ vina.

DuZina je z vyrobniho pohledu nejdillezitéjsi ¢ast, tvoii totiz primémé 85 az 90 %
hmotnosti bobule. Oplyva mnozstvim cukri, hlavné glukosy a fruktosy, a také vyznamnym
podilem kyseliny jablecné a vinné, dusikatych a mineralnich latek, stejné jako enzymu
a vitamind. Jeji konzistence je zavisla na obsahu pektinti, které jsou nezadouci, nebot jejich
fermentace béhem zpracovani zvySuje obsah methanolu.

Posledni dutlezitou slozkou jsou semena. V jedné bobuli mize byt jedna az Ctyfi.
Jsou vyznamnym zdrojem tfislovin a také olejl, jez se uplatiiuji v gastronomii pii ptipraveé

salati. Pouze nékteré stolni odrudy byly vyslechtény, jako bezsemenné. (Burda, 2013)

3.2.1. Alkoholy

Hned po vodé jsou alkoholy druhou nejvyznamnéj$i slozkou vina. Dosud bylo
identifikovano pres tficet riznych alkoholi. VétSina znich se vSak vyskytuje v malém
nebo stopovém mnozstvi. Alkoholy s vice nez dvéma atomy uhliky se nazyvaji vyssi alkoholy
a spole¢n¢ s organickymi kyselinami, jejich estery a dalSimi latkami vznikajicimi v prib¢hu
kvaSeni tvofi ptiboudlinu. Nejcastéji jsou ve viné pfitomné pouze ve stopovém mnoZzstvi
a spolu s estery hraji vyznamnou tlohu v buketu vina. (Michlovsky, 2014a) Nejvyznamnéjsi

alkoholy s jejich primérnym obsahem jsou uvedeny v ptiloze 1.
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Ethanol

Nejvetsi obsah ma ethanol. Je to produkt fermentace cukrti kvasinkami. Jeho mnozstvi
vznikajici pfi vyrob¢é vina je pfimo zdvislé na stavu zralosti hroznd a na druhu v procesu
pusobicich kvasinek. Ve vinaiské praxi muzeme pocitat srodem Saccharomyces,
jenz je i diky dlouholetému Slechténi jeho nejvétSim producentem. S piiliSnou konzumaci
alkoholickych napojl je spojeno mnoho negativnich vlivli na zdravi - zvySené riziko vzniku
rakoviny (rakovina jicnu 18x vys$$i pravdépodobnost, Obecné riziko onemocnéni 40x vyssi
nez U abstinenta), zanét slinivky bfisni, cirhoza jater, stear6za (zbytnéni) jater,
zanét ¢i karcinom jater.

O néco méné se ale vi i1 o jeho pozitivnich u€incich: alkohol ve vin€ snizuje shlukovani
krevnich desti¢ek a spoleéné se snizovanim krevniho tlaku pusobi proti ucpavani tepen,
pfi pravidelné konzumaci vina se snizuje nebezpeci vzniku srde¢niho infarktu. Dale pfiznive
podporuje travici Cinnost diky obsahu kyselin, vino konzumované s jidlem také ptiznivé
ovliviiuje pomér mezi zasadotvornymi a kyselinotvornymi procesy pii tréveni.
Alkohol usnadnuje traveni latek nerozpustnych ve vodé¢, zejména tuki. (Burda, 2013)

Seldon (1996) také upozoriuje Ze ,,podle francouzského Narodniho institutu pro zdravi
a lékafsky vyzkum snizuje umirnénd konzumace alkoholu riziko koronédrnich srdec¢nich
chorob az 0 50 %.*

Kulturni kvasinky jsou schopny vytvofit nejvice 15 az 16 % alkoholu,
poté i ony umiraji. U vétsiny stolnich vin se fermentace zastavuje pii 11 aZ 14 %? alkoholu.
(Seldon, 1996) V zemich evropské unie je povolen piidavek ethanolu do likérového,
alkoholizovaného, perlivého a Sumivého vina. Opacny proces, dealkolizace, je povolen
uvsech druhti, pokud pfedtim nebyla u moStu zvySovana cukernatost. SniZeni celkového
obsahu alkoholu v§ak nesmi ptfesahovat 2 % obj. (Michlovsky, 2014a)

Béhem vyzravani v dievénych sudech i pfi riznych druzich manipulace s vinem mize
stupent ethanolu ve viné klesat odparem az o 0,2 %. Nastava zde totiz proces prodychavani
ethanolu kiisovymi kvasinkami, jenz vytvaii podminky pro oxidaci ethanolu na acetaldehyd

a dale na kyselinu octovou pomoci bakterii octového kvaseni. (Michlovsky, 2014a)

? 9 a¥ 13 % obj. odpovidajici 70 az 100 g/I (Michlovsky, 2014a)
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Methanol

Piitomnost methanolu ve viné je spojena s hydrolyzou pektinii zptisobenou enzymy
hroznd béhem fermentace. Pii samotném alkoholovém kvaseni methanol nevznika. Jeho podil
V hotovém ving je pfimo zavisly na délce macerace pevnych casti hroznu, zv1asté pak slupek.
Tim je vysvétlen nizsi podil methanolu v bilych vinech na hodnoté¢ 17 az 100 mg/l. Zatimco
u ¢ervenych vin se pohybuje v rozmezi od 60 do 230 mg/I. (Steidl, 2010)

Pti ohfevu rmutu béhem termovinifikace dochazi k destrukci ptirodnich proteolytickych
enzymu, které pfi klasické vinifikaci zajistuji hydrolyzu pektini. Jak vysvétluje Michlovsky
(2014a): ,,Pektiny jsou heteropolysacharidy tvofené hlavné fetézci methanolem
esterifikovanych galakturonovych kyselin.“ To odivodinuje skutecnost, Ze vina z kontinudlni
vinifikace maji primérné¢ mensi obsah methanolu, nezli vina ziskavana klasickou vinifikaci.
V prubéhu karbonické macerace (pod atmosférou CO;) nastava opaény proces. Tedy
kontinualni vinifikaci ziskame ve viné vyS$§i obsah methanolu, nez pifi pouziti klasické
vinifikace.

Rovnéz odriida mé na slozeni rmutu a nasledné i vina vliv. Nékteré hybridni odridy
mohou za stejnych podminek vinifikace produkovat dvojnasobny podil methanolu v hotovém
viné ve srovnani s Vitis vitifera. Maximalni povoleny obsah methanolu v Evropské unii
je 10 gramu na litr ethanolu. Mezinarodni vinaiska organizace (OIV - International
Organisation of Vine and Wine) doporucuje maximalni limit u ¢ervenych vin 300 mg/1 vina
a u bilych vin 150 mg/1 vina. Pfi obsahu vice nez 500 mg methanolu na litr vina jsou jiZ tato
vina povazovana za toxicka. Jejich konzumace ve vyssich davkach mutize zpusobit slepotu

a dokonce smrt. (Michlovsky, 2014a)

Vyssi alkoholy

Nasycené vyssi alkoholy jsou pfitomny pouze v malém mnoZstvi. Jejich soubor tvoii
maly hmotnostni podil vrozmezi 200 az 600 ml/l. (Michlovsky, 2014a) Jejich tloha
pii utvafeni aroma vina je vSak zna¢na. Jejich nadmérny obsah piesahujici celkoveé 400 mg/l
neni z hlediska senzorickych vlastnosti vitan, i kdyz néktera vina s nizkym mnozstvim
vyssich alkoholii (zejména izoamylalkoholl) dosahuji mezi degustatory kladného hodnoceni.
Mezi autory vSak prevlada nazor, ze ,kvalita vina z hlediska buketu a chuti neni spojena
surCitym obsahem nckteré substance, ale je vysledkem sloZité rovnovahy jednotlivych

slozek*. (Michlovsky, 2014a)
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2-methylpropanol a 2-methylbutanol. V ¢ervenych vinech byly také zjistény acyklické
alkoholy fenylmethanol a fenylethanol v koncentracich az nékolik stovek miligramai.

Tvorba vysSSich alkoholl je spojena s metabolismem kvasinek ale také s charakterem
a mnozstvim dusikatych latek majicich vliv na jejich vyzivu. Mlizeme si ji vysvétlit pomoci
Ehrlichovy reakce, soubor dekarboxyleci a naslednych deaminaci. Pfechodnym produktem
vznikajicim pii tomto procesu jsou ketokyseliny. Lze tak vysvétlit vznik jak jiz vySe

zminéného 2-methylpropanolu a 2-methylbutanolu, taktéz i izoamylalkoholu nebo aktivniho

amylalkoholu.
Obr. 1 Ehrlichova reakce
HsC < — COOH +H,0 HsC
CH - CH —y CH — CHOH + CO; + NH3
T . NH; HaC .~
valin izobutylalkohol
HsC v COOH +H.0 H"AC\
CH—CHA—CH\ Ay CH — CHz — CH20H + CO2+ NH;
HiC ~~ NH; HsC~”
leucin izoamylalkohol
H:C ™\ _~COOH +H;0 HzC\
CH-CH e CH - CH,OH + CO; + NH3
HaC - HoC .~ . NH; HsC — H,C -~
izoleucin opticky aktivni izoamylalkohol

Zdroj: (Michlovsky, 2014a)

Reakce se uskuteciiuje pouze v piipadé, kdy je kvasinka nucena pouzit aminokyseliny
jako zdroj dusiku. Pokud se v moS$tu vyskytuje ve vy$§i mife jiny zdroj, napiiklad
amoniakalni dusik, je pfi nasledné fermentaci pozorovan vznik niz§iho mnoZstvi vysSich
alkoholt. Pfidanim kysliku na zacatku kvaSeni docilime stimulace produkce vyssich alkohol
a vetSiny esterii. Pomér esteri ku vySSim alkoholim za pritomnosti kysliku klesa,
CoZ ma nepfiznivy ucinek na senzorickou kvalitu vina. Metabolismus vyzivy a pouzity kmen
kvasinek ma tedy dalsi signifikantni vliv na podil tvorby vyssich alkohold.

Ve vzacnych piipadech se mlzeme setkat s pfitomnosti thioalkoholu, zndmého
pod nazvem merkaptan. Tato organicka slouCenina siry vznikd reakci sirovodiku,

jako ptirozeného vedlej$iho produktu fermentace, s alkoholem. Velmi nepiijemné zapacha
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a je znamkou nedbalé pfipravy vina, nebot’ sirovodik je za normalnich okolnosti odstranén

Vv pribéhu c¢iteni. (Seldon, 1996)

Glycerol

Jedna se o nejjednodussi cukerny alkohol. Je hojné pouzivan ve farmaceutickém
pramyslu. Jeho tfi hydroxylové skupiny jsou odpovédné =za jeho rozpustnost
a hygroskopickou povahu. Vyznacuje se sladkou chuti a nizkou toxicitou, diky témto

vlastnostem je ve ving vitan.

Obr. 2 Glycerol
o L
OH OH OH

Zdroj: (Michlovsky, 2014a)

Je tfeti nejhojnéjsi slozkou vina hned po vodé¢ a ethanolu. Jeho primérny obsah
se pohybuje na hodnotach od 6 do 10 g/l. Ackoli ma sladkou chut, ze senzorického hlediska
prispiva spiSe k jemnosti a plnosti vina. Prah vniméni u ¢lovéka lezi na 5,2 g/1. Ideélni obsah
glycerolu ve viné se udava kolem 6,7 g/l pfi 12 % obj. alkoholu. Jeho tvorba zavisi
na poc¢atecnim mnoZzstvi cukri, charakteru kvasinek a podminkach kvaSeni, l1ze ji zvysit
naptiklad niZ§im zasitenim. Obsah glycerolu v samotném mostu je ur€en zdravotnim stavem
sklizenych hroznt. Uslechtila plisenn Botritis cinerea produkuje glycerol na ukor glukozy

a tudiZ obsah glycerolu v mostu z takto napadenych bobuli mize ptesahovat hodnotu 20 g/1.

V poskozenych bobulich, napadenych plisni Botritis cinerea, dochazi také k tvorbé
dalsich wvyssich alkohold putisobicich aromatické vady. Pii analyze pomoci plynové

chromatografie spojené s olfaktometrii byly zjiStény nasledujici produkty:

oktenon (1-okten-3-non)

Pochazi z oxidacniho rozkladu nenasycenych mastnych kyselin. Je rovnéz i metabolit
mnoha druhii hub, proto byvéa Casto detekovan na hroznech postizenych riznymi formami
hniloby. Vyznacuje se intenzivnim pachem po houbach. Jeho koncentrace v nékterych vinech
dosahuje az 400 ng/l, oz je vyssi, nez prah ¢ichového vnimani této slouéeninys. V prubéhu

alkoholového kvaseni muze dojit k vyraznému poklesu jeho obsahu.

* 3 ng/l ve vodé, nebo 30 ng/l v modelovém roztoku (Michlovsky, 2014b)

19



nonenon (1-nonen-3-on)

Zpravidla nebyva detekovan v poskozenych hroznech nebo mostu vyrobeném z nich.
Jeho pfitomnost je zjistovana az ve vinech po alkoholovém kvaseni. Je slouceninou
mimofadné vonici, do vina pfindsi intenzivni houbovy pach. Jeho koncentrace je variabilni,
objevuje se v mnozstvi od 8 do 130 ng/1 (pfi¢emz prah ¢ichového vnimani ¢lovéka byl u 50 %

degustatort stanoven na 1 ng/l ve vodé a 8 ng/l v modelovém roztoku). (Michlovsky, 2014b)

Mezi podobné latky, jenz mohou znecistit aromaticky vyraz vina se fadi:

Geosmin — vyskytuje se v malych koncentracich a mize se tudiz vyloudit, nékdy ovS§em
pfesto postihuje aroma

2-methylizoborneol — netvoii trvalou souéast vina, dochazi k jeho odbouravani béhem
fermenta¢niho procesu

2-metyoxy-3-izopropylpyrazin — vétSinou je fungického puvodu, ackoli u odrudy
Sauvignon blanc se vyskytuje pfirozen¢

Tyto tfi latky dosahuji zpravidla méné nez polovi¢niho mnozstvi, nez je ¢loveék schopen
svymi smysly zachytit, nejsou tedy piili§ nebezpecné pro celkovy pozitek z vina.

Dalsi produkty rozkladu nenasycenych mastnych kyselin vyskytujicich se zvlasté
pfti sklizni poznacené révovim padlim jsou 1,5-oktadien-3-on a 4-hepten-1-ol vyznacujici

se bylinnymi tony viné. (Michlovsky, 2014b)

3.2.2. Sacharidy

Jednd se o organické molekuly patfici mezi polyhydroxyderivaty karbonylovych
slouCenin. Podle funkéni skupiny je délime na aldozy (aldehydickad skupina), nebo ketozy
(ketonicka skupina). Dalsi zplisob déleni je dle poctu jednotek ve strukture:

Monosacharidy

Jednoduché cukry obsahujici pouze jeden monosacharid. Dobfe se rozpousti ve vodé.

Oligosacharidy

Molekuly slozené ze dvou az deseti monosacharidovych jednotek. Jejich vlastnosti jsou
podobné monosacharidim a maji rovnéz sladkou chut’.

Polysacharidy

Dlouh¢ uhlovodikové molekuly slozené z vice nez deseti monosacharidovych jednotek

spojenych glykosidickymi vazbami. Tvoii je bud fetézec jednoho monosacharidu
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(homopolysacharidy), nebo vice riznych  monosacharidi  (heteropolysacharidy).

Nenesou jiz sladkou chut’. V pribehu lezeni vina jejich obsah celkové klesa.

Monosacharidy

Dle poctu uhlikt ve struktufe se daji délit na:

Tridzy (C3HeO3) — napi. Glyceraldehyd, jez se vyskytuje ve stopovém mnozstvi
jako meziprodukt metabolismu sacharidi kvasinek. Dihydroxyaceton se ve zdravych
hroznech nevyskytuje, jeho pfitomnost miize byt zpiisobena bakteriemi octového kvaseni,
které v aerobnim prostedi oxiduji glycerol na dihydroxyaceton.

Tetrozy (C4HgO4) — jejich piitomnost ve vin€ nebyla zjisténa

Pentozy (CsH100s) — vyskytuji se v nezanedbatelném mnozstvi, protoze nejsou
zkvaSovany kvasinkami rodu Saccharomyces. Napiiklad L-arabindza s obsahem 0,2 — 1,5 g/I;
D-rib6za v rozmezi 0,0 — 0,4 g/l; L-rhamnoza ve viné 0,1 g/l.
chut’ potravin.

Heptozy (C7H1407) a Oktozy (CgH160s) — byly ve vinech zjistény ve velmi malém
mnozstvi.

Obr. 3 Nejdulezitéjsi hexdzy

CHO CH-OH CHO
H'—'(L'—()H (I"=() H—(:'——-()H
H(i)'—(l:—"'H H(f)—(l_“'—ll 5B Ed
H—(L—‘()H H—(I"—()H H(/)—(!‘—H
H—(L—()H H'—("’—()H H'—'(l_‘—()H
éu_-( 'H (!_‘H,;( H (i"H-_»( H
D-glukéza D-fruktéza D-galaktoza
vina: 0,1 a4 0,8 g/l 05a15g/ < 0.1 g/l

Zdroj: (Michlovsky, 2014a)

Vinné hrozny uklddaji malo sachardzy, spiSe se akumuluji hex6zy. Zejména duzina

bobuli obsahuje glukézu a fruktdézu. Druha jmenovand odstrafiuje unavu a piiznivé plsobi

pfi srdecnich chorobach nebo onemocnéni jater, tim piispiva k celkovému posileni organismu.

Konzumace hroznii také mirné zdviha hladinu cukru v Krvi, ¢imz muize pusobit

jako prevence cukrovky nebot’ ochranuje slinivku bfi$ni tvofici inzulin. (Burda, 2013)
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Glukoza a fruktdza se v mostu vyskytuji v poméru 0,95 : 1,00. Béhem jable¢no-mlécné
fermentace jsou ob¢ spotiebovavany heterofermentativnimi bakteriemi rodu Lactobacillus.
Glukéza je hlavnim produktem fotosyntézy a je spotifebovavana pii bunééném dychani.
Rovnéz kvasinky rodu Saccharomyces preferuji pii fermentaci D-glukozu, proto jeji obsah
rychle klesa. Fruktozu a galaktézu metabolizuji bakterie, které se v mostu piipraveném
ze zdravych hroznd témeér nevyskytuji, proto je kone¢ny obsah téchto monosacharidl témer
ekvivalentni pocateCnimu. VSeobecné lze fici, ze hotové vino neobsahuje vice nez 0,5 g/l

zbytkové glukozy s pomérem 0,1 — 0,5 ku fruktéze. (Michlovsky, 2014a)

Oligosacharidy

Ve ving€ byvaji jen ve stopovém mnozstvi, snadno se hydrolyzuji na monosacharidové
jednotky, jez je tvori.

Laktéoza — mlécny cukr slozeny z D-galaktozy a D-glukdézy spojenych [ 1-4
glykosidickou vazbou, muze byt hydrolyzovan bakteriemi mlééného kvaseni. Ve viné
se bézn¢ nevyskytuje, obsahuje ho vSak produkt na bazi kaseinu pouzivany k ¢ifeni vina.

Maltéza — sladovy cukr tvofeny dvéma molekulami D-glukézy spojenymi a 1—4
glykosidickou vazbou. Ve vinech je obsazen ve stopovém mnozstvi. Vyssi obsah indikuje
podvodné ptidavani sladidla za Gcelem zlepSeni senzorického hodnoceni.

Trehaloza — je tvofena dvéma molekulami D-glukozy spojenymi a 1—-1 glykosidickou
vazbou, pravdépodobné ji obsahuji mosSty botritizovanych hroznd. je také vyluCovana
kvasinkami béhem alkoholové fermentace a pii autolyze, v takovych ptipadech jeji obsah
stoupd az na 600 mg/I. Je také asimilovana nékterymi bakteriemi.

Sachar6za — sklada se z D-glukozy a D-fruktdzy, je snadno hydrolyzovatelna. Rostlinné
bunky ji obsahuji ve velkém mnozstvi jako transportni sacharid, v mostech se s ni setkame
vV malém mnozstvi 2 — 5 g/l. Ve findlnim vin€ by se vyskytovat neméla, jeji obsah svédci

o falSovani.

Polysacharidy

Jejich celkovy obsah ve viné je 2 — 4 g/l. Tvoii podstatnou ¢ast koloidnich latek,
které jsou nezadouci pii filtraci. Obsah zévisi na odridé hrozni a jejich vyzrélosti
a zdravotnim stavu (obzvlasté plisen Seda Botritis cinerea), typu a zpusobu vinifikace a klesa
s dobou uchovavani vina.

Pektiny — v hroznech ptedstavuji rezervni latky, pektolytickou ¢innosti Botritis cinerea

se jejich obsah zvysuje na 500 mg/l. Cisty pektin je tvofen linedrnim Fetézcem methanolem

22



esterifikovanych polygalakturonovych jader. Mnofstvi pektinu a methanolu kolisa dle odrudy,
zralosti a zpusobu vinifikace. V mladych vinech je obsazeno az 500 mg/l, toto mnozstvi
rychle klesa, nebot’ dochazi k hydrolyze, pii které vznikaji galakturonové kyseliny, methanol,
arabinoza, galaktoza, ramnoza a xyldza.

B-glukan — tento polysacharid vylucuje Botritis cinerea a Vv napadenych hroznech
dosahuje mnozstvi 300 mg/l. V malém mnozstvi (pod 50 mg/l) mé& pozitivni vlastnosti:
jako ochranny koloid zabranuje slucovani volnych Castic a tim i ¢ifeni vin, vytvari mastny
nanos, ktery se usazuje na filtrech a ucpava je, ¢imz snizuje ucinnost filtrace.

Enzymem (-glukanaza se hydrolyzuje na gluk6zu. Pridavek z houby Trichoderma harzanium
obsahujici tento enzym je povoleno ptidavat pro ¢ifeni mosti a vin.

Kvasinky béhem ristu a pfi alkoholové fermentaci, obzvlast€é ovSem pii autolyze
uvolnuji mannoproteiny ze svych bunéénych stén. Tvofi je cca. 10 % D-mannéza, 10 — 20 %
bilkoviny a 10 % D-glukéza. V zavislosti na pouzitém kmeni kvasinek se béhem fermentace
vyskytuji v koncentraci 100 — 150 mg/l. Pro svou ulohu inhibitori bilkovinnych zakala
a vypadavani vinného kamene hraji dulezitou roli ve stabilit¢ vin. Rovnéz se uvoliuji
pfilezeni na kvasnicich a maji tak roli zorganoleptick¢ho hlediska. Bakterie mlééného
kvaseni jsou schopné je vyuzivat jako zdroj dusiku.

Bakterie mlé¢ného kvaseni mohou z jednoduché cukry pfeménovat na polysacharidy.
Leuconostoc mesenteroides vytvati z glukozy dextan, v pfirodni bakterioflofe hroznového
mostu dosahuje koncentrace 10* — 10° JTK*/ml. Ve ving se vyskytuje velmi vzacng. Mimo
enologii se ptidava k doplnktim vyzivy diky své organoleptické i chemické neutralité.

Pfi slizovaténi vina, zpisobeném infekci Pediococcus damnosus je bakterii produkovan
glukomannan (hydrolyzou Ize ziskat glukézu a mannozu), glukan a jiné heteropolysacharidy.

(Michlovsky, 2014a)

3.2.3. Kyseliny

Acidita mostu (podil veskerych kyselin) je dana z90 — 95 % kyselinou vinnou
ajablecnou. Ty jsou pfitomné ve vSech organech. Béhem pfipravy vina se slozeni kyselin
znacné¢ méni. V hotovém viné je jejich podil niz§i z divodu vysrazeni vinného kamene
a ptipadné jablecno-mlécné fermentaci. Organické kyseliny mohou pochazet ze zdravych
nebo poskozenych hroznt, nebo vznikaji az v pribéhu fermentace jako produkt metabolismu

kvasinek ¢i bakterii. (Michlovsky, 2014a)

* JTK — jednotka tvofici kolonii, z mikrobiologického hlediska nerozlidujeme, zda kolonie vznikla z jedné bufiky
nebo z vice lezicich v tésné blizkosti
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Kyselina vinna

Kyselina vinna se vyskytuje v bobulich bézné péstovanych odrud, jeji koncentrace
se pohybuje v zavislosti na odriidé v hodnotach od 6 do 11 g/1. V piirodé se krom¢ vinné révy
prakticky nevyskytuje. Je znama svou kovovou pfichuti a agresivitou. Akumuluje se v dobé
piiblizné Ctyficeti az padesati dni po odkvétu. Vznika jako vedlejsi produkt metabolismu
cukrt. Jeji mnozstvi zlistava po celou dobu vyzravani pomémé konstantni. Pokud teplota
nepiesahne 30 °C, jiz se nijak nepfetvaii. (Michlovsky, 2014b) Muze byt vysrazena v podobé
vinného kamene. Odolava pisobeni vétsiny bakterii, nékteré druhy rodu Lactobacillus ji vSak
mohou rozkladat v procesu tzv.“vinano-mlécné fermentace®, zndmé jako zvrhnuti vina.

(Michlovsky, 2014a)

Kyselina jablecna

Naopak velmi aktivnim produktem metabolismu bobule je kyselina jablecna. Podléha
napiiklad katabolickym reakcim v pozdéjsich fazich vyvoje. Jeji obsah ve vin¢ se pohybuje
V hodnotach 2,6 az 8,5 g/, u nékterych odrid ve vyS$im stupni zralosti klesa na uroven
1,5 g/l. Zastinéné listy vinné révy produkuji predevsim kyselinu jable¢nou. Béhem vyzravani
sehrava roli energetického vektoru, je také zdrojem uhliku pro metabolismus bobule. Béhem
zamekani bobuli mize jeji obsah klesat nebo setrvavat na stejnych hodnotach v zavislosti

na odrade¢ vinné révy. (Michlovsky, 2014b)

Kyselina octova

Nejbézngjsi je kyselina octova tvotrena bakteriemi rodu Acetobacter. V malém mnozstvi
dolad’uje komplexni aroma vina. Je dulezité, aby cely proces fermentace probihal
Vv anaerobnim prostiedi bez piistupu kysliku, jinak dochazi k octovému kvaseni projevujicimu
se slabym povlakem na hladin€ nazyvanym ,,octovd matka“. Rizikovym faktorem je i nizky
obsah alkoholu nebo nezkvaSené zbytky cukru. Nachylnéj$i jsou mladd vina. Bakterie
se rychle rozmnozuji pfi teploté¢ 28 az 30 °C. Jiz vzniklad kyselina octova se neda odstranit
uhli¢itanem vapenatym. Bilé vino s obsahem kyseliny octové 1,2 g/l a Cervené s obsahem
1,4 g/l uz nesmi byt predmétem obchodu. Jedinou moznosti vyuziti takto napadenych vin
je vyroba destilati. Vhodnym nastrojem na potlaceni rastu octovych bakterii je kyselina
sifi¢itd. K zabranéni jejich Cinnosti sta¢i 50 mg/l volné kyseliny sifi¢ité. (Patek, 1998)
Tyto bakterie produkuji rovnéz octan ethylnaty, jehoz zapach se da pfirovnat k odlakovaci
na nehty.
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Kyselina mlécna

Dalsi béznou slozkou vina je Kkyselina mlécna tvoifena rodem Lactobacillus.
Spolu s dal$imi vedlejsimi produkty je rovnéz vitana pro doladéni chuti. (Seldon, 1996)

Dalsimi bakteriemi mlécného kvaSeni mohou byt Bacterium gracile a Bacterium
mannitopoeum. Jsou jiz nezadouci, jelikoz jejich drsna chut’ a viné pfipomina kvaSené zeli.
Vyskytuji se predevSsim ve vinech snizkym obsahem veskerych kyselin a tfislovin.
Dalsi faktory napomahajici jejich rozvoji je vyssi teplota (optimalné 24 az 30 °C) a zbytek
neprokvaSeného cukru, pfedev§im u mladého vina. Bakterie jsou anaerobni a ¢aste¢né odolné
vuci oxidu sifi¢itému. Jejich ¢innost ovSem zastavuje vysoky obsah alkoholu (14 %) a dalsi
prekazky v podobé& nizké teploty pii kvaSeni a vysSiho obsahu kyselin. Soufasné s mléénym
kvaSenim probiha i kvaSeni manitové. Vznikly manit dodava vinu nasladlou chut’. (Patek,

1998)

Kyselina maselna

Maselné kvaseni se mize vyskytnout jako pokracovani mlé¢ného a opét probiha u vin
Snizkym obsahem kyselin. Vznikajici kyselina maselnd ma velmi nepfijemnou chut
pfipominajici zkaZenou silaz. Dochazi zde 1 k rozkladu glycerinu, jenz nasledné §tépi alkohol

na butylalkohol. (Patek, 1998)

Pii napadeni mikroorganismy (plisen Seda, kyseld pliseil) se kyseliny metabolizuji
a vznikaji tak dalsi latky jakozto produkty metabolizmu plisni. Pfi kyselé hnilobé se vytvari
velké mnozstvi stalych kyselin, jako naptiklad kyselina glukonova, slizova, oxo-glukonova,
octova a ethylacetat. U zdravych hroznd nepiesahuje mnozstvi kyseliny glukonové v mostu
jednotky miligramti na litr, avSak poskozené a nahnilé hrozny déavaji most s koncentraci
5az 15 g/l. Vznikla kyselina glukonova se jiz dale nemetabolizuje a slouzi tady jako skvély
marker ptitomnosti Sedé plisn¢ (Botritis cinerea) v mostech a ve vinech. (Michlovsky, 2014b)

Mosty vyrobené z nahnilych hroznli maji siln€j$i schopnost véazat oxid sifiity a tim
ho inaktivovat, nezli ty vyrobené ze zdravych hrozni. Ketonové kyseliny (pyrohroznova,
oxo-glutarovd) s obsahem n¢kolika miligramii na litr ve zdravém moStu mohou vzrlst
az na hodnoty pfechdzejici na 50 az 200 mg/l. u moStu vyrobené¢ho z nahnilych hroznt
to pfedstavuje mnoho desitek miligramti vazaného oxidu sifi¢itého v jednom litru.

(Michlovsky, 2014b)
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3.2.4. Vitaminy

Tyto organické nizkomolekularni latky jsou syntetizovany témet vyhradné autotrofnimi
organismy. V ur¢itém minimalnim mnozstvi jsou potfebné k latkové pfeméné a regulaci
metabolismu &lovéka. Casto funguji jako katalyzatory biochemickych reakei.

Déli se z hlediska rozpustnosti:

e Vv tucich (lipofilni) — vitaminy A, D, E, K. Ve viné se nevyskytuji.
e ve vode (hydrofilni) — vitaminy skupiny B a vitamin C

Nadmérna konzumace vina zpusobuje deficit vitamind, to je dano souhrou dvou jevi.

Jednak nedostateCnym piisunem potravin s vyrazné¢ vyS§im obsahem vitamina nez vino.

Za druhé snizenou schopnosti travici resorpce vyvolanou chronickym alkoholismem

(zvlasté patrny deficit vitamint skupiny B). (Michlovsky, 2014a) Obecné je vyssi obsah

vitamind v ¢ervenych vinech, nezli v bilych.

Vino obsahuje téméf vSechny vitaminy skupiny B, kromé B12 zivocisného plvodu
(pfitomen pouze ve stopovém mnozstvi). B vitaminy pisobi pfiznivé na latkovou pfeménu
na bunécné trovni a pozitivné ovliviyji ¢innost nervu a kvalitu kiize. (Burda, 2013)

Jejich doporuéené denni davky jsou uvedeny v ptiloze 5, primérny obsah je nasledujici:

Thiamin — v mostu az 500 pg/l, do vina ptechazi 60 ug/l. Ristovy faktor kvasinek.
Do hotového vina se ptidava ve formé hydrochloridus maximélni povolenou davkou 0,6 mg/1
pfepocteno na thiamin. (Nafizeni ES ¢. 606/2009)

Riboflavin — 10 — 100 pg/l v bilych vinech, u ¢ervenych je citelné nizsi v disledku
spotieby pfii jable€no-mlécné fermentaci. Ke konci fermentace vylu¢ovan kvasinkami, ve viné
je tudiz vyssi obsah nez v mostu.

Niacin — az 3 mg/l v mostu, z toho dvé tietiny ve vazané form¢, ve ving zistava stabilni
obsah 1 mg/l u bilych vin a 2 mg/l u Cervenych. Béhem fermentace je spotiebovavan
kvasinkami, pfi jeho vyCerpani kvasinky znacnou ¢ast regeneruji.

Kyselina pantotenova — pramérné 1 mg/l vina, béhem uchovavani obsah klesa, rustovy
faktor pro kvasinky.

Pyridoxin — v mostu 0,4 mg/1, ve vin¢ bilém az 0,6 mg/l a Cerveném az 0,7 mg/1.

Biotin — ve viné vrozmezi 2 — 5 pg/l dle riznych autor, v moStu o néco vice,

jeden z hlavnich rustovych faktort kvasinek
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Kyselina listova — v mostu tadové 2 ug/l, v erveném vin¢ 2 — 10 ug/l, v bilém
podstatn¢ mén€, pro mnohé mikroorganismy (napf. mlécné bakterie) predstavuje pravy
rustovy faktor.

Kobalamin - syntetizovan mikrorganismy v minimalnim mnozstvi, ve vin¢ dosahuje
0,1 ug/l.

Kyselina askorbova (Vitamin C) — v hroznech a mos$tu okolo 50 mg/l. Velka cast
se ztraci v prub¢hu fermentace, hotové vino obsahuje 1 — 10 mg/l. Chrani vino pifed Zelezitym
zakalem a brani oxidaci aromatickych latek. Evropska unie povoluje maximalni obsah ve viné
az 250 mg/l (Nafizeni ES ¢. 606/2009), v praxi se uziva davka 50 — 100 mg/l. (Michlovsky,
2014a)

3.2.5. Dusikaté latky

Dusik je hlavni slozkou zemské atmosféry. Ve viné se vyskytuje ve formé bilkovin,
jez se postupné ztraceji (cca. 5 — 10 % celkového mnozstvi), polypeptida (25 — 50 %),
volnych aminokyselin, jako prekurzorii aromatickych latek (25 — 30 %), amoniakalniho
dusiku (3 — 10 %). Zbytek tvoii aminy a amidy.

Obsah a skladba dusikatych latek v révé je dan genetickou dispozici, dale klimatickymi
faktory, hnojenim, zasobenim vodou a zdravotnim stavem. Je dulezity prvek pro vyzivu
kvasinek, preferuji jednoduché zdroje, napf. amoniak ¢i jednodu$si aminokyseliny
(Saccharomyces cerevisiae preferuje arginin). Béhem fermentace probiha soucasné asimilace
dusikatych slozek kvasinkami, zejména ve f4zi rozmnoZovani, a vylu¢ovani dusikatych latek
mikroorganismy Vv prostiedi, zvlast¢ ve formé aminokyselin. Rovnéz Botritis cinerea vyuziva

aminokyseliny ve své latkové vyméné, tim snizuje jejich obsah.

Amoniakalni dusik

Jako jednoduchy zdroj dusiku pro kvasinky usnadiiuje start alkoholového kvasSeni,
legislativa umoznuje ptidavek na pocatku fermentace ve formé (NHy),HPO, (max. 0,3 g/l)
nebo (NH4),SO,4 (max. 0,2 g/l). (Natizeni ES ¢. 606/2009)

Aminokyseliny

Slouceniny kyselych karboxylovych skupin (-COOH) a aminovych skupin (-NHy).
Tvofi zakladni slozky proteinli. V hroznech se vytvaii vazdnim amoniaku na organické
ketokyseliny. Celkové mnozstvi tvoii 1 — 3 g/l. Jejich slozeni je velmi variabilni a v priabehu

fermentace se plisobenim kvasinek méni.
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Nejvice jsou ve vin€ zastoupeny prolin, arginin a glutamin, které dohromady tvoti 80 %
vSech aminokyselin.

Obr. 4 Hlavni aminokyseliny ve viné
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Zdroj: (Michlovsky, 2014a)

Syrné aminokyseliny se vyskytuji ve velmi malém mnozstvi a jsou obtizné
stanovovany. N¢které mohou ovliviiovat chut: leucin, izoleucin, fenylalanin, tyrosin,
tryptofan — hotka; glycin, alanin, threonin, prolin — sladka. Délka nakvaSovani a vyssi teplota
fermentace zvysuji jejich extrakei, proto maji ¢ervend vina v porovndni s bilymi dvojnasobny

obsah aminokyselin.

Peptidy

Peptidy vznikaji spojenim aminokyselin peptidickou vazbou (CO-NH) mezi
karboxylovou skupinou jedné molekuly a aminovou skupinou druhé.

Obr. 5 Tvorba peptidické vazby
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Zdroj: (Michlovsky, 2014a)

Stejné jako sacharidy se dle po¢tu aminokyselin rozd€luji na:
Oligopeptidy - 2 az 10 aminokyselin
Polypeptidy — 11 az 100 aminokyselinovych jednotek s polymernim charakterem

28



Bilkoviny — vice nez 100 aminokyselinovych jednotek

Zrozdéleni vyplivd, Ze obsah peptidii, kromé obecnych faktori odridy révy
a klimatickych podminek, ovliviiuje také polymerizace aminokyselin a rozklad bilkovin.
Pti termovinifikaci obsah polypeptidi stoupa trikrat vice nez celkovy asimilovany dusik,
vysvétleni lezi v termické denaturaci bilkovin hroznii béhem ohfevu rmutu. Do mostu
se dostavaji z tfapin a semen, jejich obsah je tak dan intenzitou lisovani a délkou kontaktu
pied odkalenim. Takto vzniklé dusikaté latky slouzi jako zdroj zivin pro bakterie uplatiujici

se pfi jable¢no-mlécné fermentaci.

Glutation — tripeptid slozeny z kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu, jeho vyskyt
vV mostu je pfirozeny, v zavislosti na odradé¢ az 100 pg/kg. Ve stavu oxidativniho stresu
je syntetizovan kvasinkami Saccharomyces cerevisiae. V pribéhu vinifikace mize reagovat
s chinony pochazejicimi z oxidace fenoli (za pomoci enzymu polyfenoloxidaz).
Vznikly produkt blokuje proces hnédnuti.

Nisin — polypeptid sloZzeny z 34 aminokyselin, je syntetizovan bakteriemi mlééného
kvaseni (Lactobacillus lactis) jako konkurenéni vyhoda vboji o Zivotni prostor,

na jiné bakterie totiz ptisobi antibakterian¢.

Bilkoviny

Vysokomolekularni pfirodni latky o relativni molekulové hmotnosti vice nez 10%
Kromé peptidovych obsahuje 1 vazby disulfidové, esterové a amidové. Mohou byt navazany
I organické slouceniny jako sacharidy, lipidy, nukleové kyseliny a dals$i. Enzymy se fadi jako
takzvané katalytické bilkoviny. Pfi inhibici enzymt ethanolem, nebo zabranéni asimilace
kvasinkami, se podil bilkovin fermentaci pozvolna zvySuje. Jejich vysoka koncentrace je vSak
ukazatelem nedostate¢ného Ccifeni. Pouziti oxidu sifi¢itétho zvySuje obsah proteind.
Jako termolabilni latky ovSem podléhaji denaturaci, proto je jejich obsah ve viné pro§lém
termovinifikaci niz8i. To je vitano z hlediska stability vina, z nutri¢niho pohledu ale sniZuje

asimilaci vina pti konzumaci.

Amidy karboxylovych kyselin

Organické latky vzniklé nahradou -OH v karboxylové skupiné (-COOH) za amidovou

skupinu (-NHy). Pii hydrolyze se rozkladaji na pfislusnou aminokyselinu a amoniak.
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Asparagin — amid kyseliny asparagové, neesencialni aminokyselina. Za vysokych teplot
reaguje s redukujicimi cukry za vzniku karcinogenniho akrylamidu. Vino obsahujé fadove
miligramy na litr této latky.

Ethylkarbamat — vznika reakci mezi ethanolem a mocovinou (pfitomnou ve viné
v mnozstvi 1 — 10 pg/l), dodatecné je produkovana plisobenim bakterii mlécného kvaseni
na arginin. Po del§im leZeni koncenrtace sloupa azna 5 - 10 ug/I.

Acetamid — odvozuji se od amidu kyseliny octové a vyskytuji se ve vinech
kontaminavanych bakteriemi Lactobacillus nebo kvasinkami Brettanomyces. Uz v malém
mnozstvi vyvolavaji pachut’ a zapach pfipominajici mysi moc.

Ochratoxin A (OTA) — mykotoxin tvofen plisnémi rodu Aspergillus. Ma nefrotoxické
ucinky (zpisobuje nevratné poskozeni ledvin — neuropatii) a je podeziivan z imunosupresivity
(snizovani imunity organismu), neurotoxicity a karcinogenity. V Evropské unii je od roku

2005 povolen maximalni obsah 2 pg/l. (Michlovsky, 2014a)

Biogenni aminy

Nizkomolekularni latky, avSak se znacnou biologickou aktivitou, bézné metabolické
produkty zvifat, rostlin a mikroorganismii. Aminy a diaminy jsou tvofeny dekarboxylaci
aminokyselin ve vin¢ v prubéhu vinifikace. Vino obsahuje asi dvacet aminil, jen né&kolik

z nich ale pfekracuje obsah jednotek mg/I.

Histamin — vznika dekarboxylaci histidinu. MuZe zpusobit zGzeni cév, migrénu
¢1 koptivku, ve vysSich davkach povazovan za toxicky. Pravdépodobné produkovan
bakteriemi jablecno-mlécného kvaSeni. Primérné mnoZstvi dosahuje 3,9 mg/1 v bilych vinech
a 6,4 mg/l v cervenych. Nekteré staty legislativné stanovuji maximalni mnozstvi ve viné
na 10 mg/l. (Michlovsky, 2014a)

Kadaverin a Putrescin — vznikaji dekarboxylaci lyzinu a ornitinu. Oznacuji

se jako mrtvolné jedy, nebot’ vznikaji pti hniti masa. Ve viné dosahuji koncentraci 5 mg/1.
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Obr. 6 Tvorba Histaminu a Putrescinu z prekurzornich aminokyselin
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Zdroj: (Fugelsang & Edwards, 2007)

3.2.6. Fenolické slouceniny

Vinné hrozny obsahuji mnoho antioxidant. Nejucinné€jsi polyfenoly a hydroxyfenoly
jsou obsazeny ve stoncich, slupkach a semenech. Pfirozené¢ se koncentruji vice ve viné
nez V ovoci. Kuptikladu ¢ervena vina maji asi pétkrat vyssi tiroven fenoll nez Cerstvé hrozny
(Seldon, 1996). Diky tomu, Ze pii vyrobé cervenych vin dochazi k fermentaci slupek spole¢né
S moStem, maji Cervena vina vyS$i obsah fenolii, nez bila. Jejich dalsi prospéSnou funkei
je napiiklad potlaceni negativniho vlivu koufeni na plice. (Burda, 2013)

Jsou piirozenymi antioxidanty ve vinnych hroznech. Jejich ucinek je vSak ziejmé
mnohem Sir$i, nebot’ se uvadi do souvislosti s takzvanym ,francouzskym paradoxem.*
Ten je zalozen na epidemiologickém vyzkumu iniciovaném svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO). Ktera, na zaklad¢ tidaji z dvaceti tfi evropskych zemi, pfisla s vysledky,
ze podil mortality na infarkt myokardu je niZ§i v tradiéné vinafskych zemich v porovnani
se staty bez konzumace vina. Fenolické slouCeniny totiz vykazuji protizanétlivé
a protirakovinné vlastnosti, vedle toho zlepSuji ucinnost latek sniZujicich obsah cholesterolu
Vv krvi a plisobi 1 proti virim. Jejich vliv na sniZeni kardiovaskularni imrtnosti ale plati pouze
za podminky mirné konzumace vin pii jidle, jelikoz fenolové slouceniny plisobi synergicky
s alkoholem. (Michlovsky, 2014a)

Diky svym pozitivnim vlastnostem jsou polyfenoly z vina Zadané ve farmacii. Extrahuji
se ze semen pro pouziti v 1é¢ivych pletovych krémech nebo ze slupek k ptipravé napoji pro
sportovce. 1 diky tomu, ze neovliviiuji postiehnutelné sensorické vlastnosti,
jsou doporucovany jako nahrada SO, pii dlouhodobém uchovavani vina.

(Gonzalez-Rompinelli et al, 2013)
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Jmenujme naptiklad estery fenolovych kyselin. Navazanim kyseliny skoficové
s kyselinou chinovou vznika jejich ester. Tyto skoficovochinové estery vykazuji mocopudné

ucinky a pomahaji snizit podil cholesterolu. (Michlovsky, 2014a)

Flavonoidy

Podstatou téchto sloucenin je centrali skelet se sumarnim vzorcem C6-C3-C6. Zakladni
struktura je fenylbenzopyran, zkracené nazyvany flavan. Ve viné zpusobuji hotkost. Casto
sena n¢ vazi molekuly glukozy, jejich slouceniny se pak nazyvaji glykosidy. Navazani
glukézovych jednotek také umoznuje vétsi rozpustnost flavonoidi ve vodné-alkoholickém
prostiedi. Glykosidy v pribé¢hu vinifikace podléhaji rozkladu a jsou hydrolyzovany
na cukerné jednotky a centralni strukturu zvanou aglykon. V hotovém viné se nalézaji
uz jen volné flavonové aglykony®.

Na barvé vina se pravdépodobné podili Zelezo slucované s nékterymi fenolovymi
slouceninami, jako naptiklad tfislovinami ¢i organickymi kyselinami.

Slouc¢enina kvercetin je schopna zabranit pisobeni rakovinotvornych genti. Krom¢ vina
se nachazi v cibuli a ¢esneku. V samotné potraviné je necinny, k jeho aktivaci dochazi pomoci
fermentace nebo bakterii v zaZivacim traktu. Castd konzumace potravin obsahujicich

kvercetin snizuje vyskyt rakoviny zaludku, tlustého stfeva i ostatnich typa rakoviny. (Seldon,

1996)
Trisloviny

Jsou tvofeny Sirokou skupinou sloucenin povétSinou vzniklych kondenzaci katechint.
Katechiny, jako samotné prekurzory kondenzovanych tfislovin, snizuji hladinu cholesterolu
v krvi, roz$ifuji cévy, ale zfejm&€ mohuo 1 podpovorat vznik migrény. Z tohoto divodu se
lidem néachylnym k migréné nedoporucuje konzumovat taninova ani hutnd cervena vina®,
Ttisloviny po spojeni s histaminem zpusobuji v té€le reakce projevujici se navenek bolestmi
hlavy. Po skonceni vinifikace se tfisloviny slucuji s volnymi Cervenymi pigmetny vina —
antokyany, to napomaha stabilizovat barvu hotového vina.

Ttisloviny na bazi katechinli i epikatechinti se vyskytuji ve slupkach a semenech

jako kondenzované do ktatSich oligomert (70 — 85 %) i velmi dlouhych fetézct (5 — 15 %).

> v Eervenych vinech 20 — 100 mg/l, v bilych vinech pouze stopova mnozstvi 1 — 3 mg/I (Michlovsky, 2014a)
® nap¥. Bordeaux, australsky Shiraz, italské Barollo a Barbaresco, argentinsky Malbec, moravsky Cabernet
Sauvignon (Michlovsky, 2014a)
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Resveratrol

Tato polyfenolicka latka vytvaii v mozku enzym regenerujici nervova poskozeni.
Uvadise’, 7e jiz jedna sklenice vina dennd miZe pomoci chrénit pred nervovymi
onemocnénimi. S tim souvisi mensi riziko postizeni demenci a Alzheimerovou chorobou

u 0sob s pravidelnou mirnou konzumaci vina. (Burda, 2013)

3.3. Mikroorganismy pri vyrobé vina

Mikroorganismy oplyvaji Sirokou Skalou produkovanych sekundarnich metabolit,
at’ uz ke své obran¢ (Napfiklad antibiotikum penicilin poprvé izolovano z mikroskopickych
hub rodu Penicillium) ¢i ke svému uzitku. V oblasti vyroby vina se nejbéznéji setkame
s bakterialnimi, kvasinkovymi nebo fungickymi druhy vyskytujicimi se zejména
na obilovindch a rizném ovoci vcetné hroznl. Maji schopnosti produkovat tékavé vonné
slouceniny o koncentraci méné¢ nez mikrogramy na mililitr, nasledkem toho jsou brani
za puvodce organoleptickych vad. (Michlovsky, 2014b)

Tab. 1 Druhy kvasinek a plisni pfi vyrobé vina

Vlastnosti Priklady
Cryptococcus sp., Rhodotorula sp.,

Nefermentacni druhy A. pullulans, Serratia sp.,

B. vietnamiensis
Fermentacéni druhy s nizkou toleranci Candida sp., Pichia sp.,
k alkoholu Lactobacillus sp., G. oxydans
Fermentacni druhy tolerantni Saccharomyces cerevisiae,
k alkoholu, ale citlivé na SO, a Ziviny Oenococcus oeni
Rezistentni druhy tolerantni k alkoholu, Brettanomyces bruxellensis,
S0O,, nedostatku kysliku a Zivin Pediococcus parvulus

Zdroj: (Silvano et al, 2013)

Nezadouci mikroorganismy zplsobuji takzvané nemoci vina. Tyto nemoci nelze
odstranit a vino se stava nepozivatelnym. Mikroflora je schopna narusit aroma vina takovym
zpusobem, Ze vysledny produkt je citit jako mySi mo€ s nepfijemné nahotklou chuti (odborné
nazyvano Mysina). Aroma pfipomind konsky pot, st4j nebo pach zmoklého psa (Konisky pot).

Ve ving je citit agresivni octova ving i chut’ (Octéni vina). (Malik, 2003)

’ (Burda, 2013, str. 103)
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3.3.1. Kvasinky

Spontanni alkoholové fermentace se ucCastni piirozend mikrofléra bobuli. Na pocatku
jde predevsim o kvasinky rodu Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, v poloviné procesu
ptevladaji Pichia a Metschnikowia, v kone¢né fazi Saccharomyces cerevisiae diky jeho vyssi
odolnosti vuéi akloholu. Pfitomny mohou byt také nezddouci kvasinky roda Torulaspora,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces a Brettanomyces (Dekkera)

zpusobujici sensorické vady. (Michlovsky, 2014b)

Saccharomycodes

Kvasinky rodu Saccharomycodes mohou rovnéz vstiebavat kadaverin. Ale vydrzi
ptitomnost cykloheximidu pouze pii nizsi koncentraci, nez 10 mg/1. (Fugelsang & Edwards,
2007) Negativni vlastnosti téchto kulturnich kvasinek pifi fermentaci je tvorba vedlejsich
produktli, z nichZ asi nejméné oblibeny je sirovodik. Vyskytuje se ve viné jako pfirozena
soucast fermentacniho procesu, pficemz jeho mnozstvi je dano pouzitym kmenem kvasinek.
ve finalnim produktu zadouci. (Seldon, 1996) Je nutné si uvédomit, ze rod Sacharomyces

nedokéze vyuzivat pétiuhlikaté cukry (pentosy).

Candida

Candida mycoderma je ptivodcem kiisovaténi vina. Toto onemocnéni se objevuje u vin
S niz§im obsahem alkoholu. Pti nedostate¢ném utésnéni mtize, u nenaplnénych sudii dochazet
k pfistupu vzduchu. Na hladiné se pak tvofi charakteristicky bily nebo Sedobily povlak
nazyvany kiis. U vin s obsahem alkoholu 12,5 % a vySe se s kiisovaténim nesetkdvame.
Vyvoj mikroorganismu castecné brzdi také vySsi obsah tfislovin. Sifeni vina nepomaha,
protoZze davky, které by vzniku kiisu zabranily, jsou vyssi, nez jaké povoluje vinatsky zakon.
(Patek, 1998) Rod Candida dokaze fermentovat Siroké spektrum cukrt a nékteré druhy dokazi
vstiebavat dusi¢nany. U C. stellata byla pozorovana asimilace glukosy, sacharosy a rafinosy.
Jiny zéastupce C. pulcherrima fermentuje pouze glukosu, zato vSak vstiebava i galaktosu,

sacharosu, maltosu, cellobiosu, ethanol, glycerol a sukcinat. (Meyer et al, 1998)
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Hanseniaspora

Hanseniaspora uvarum, ¢asty kolonizator hroznovych bobuli, také fermentuje glukosu
avstiebava sni 1 cellobiosu ¢i salicin. Dokaze rist i v pfitomnosti cykloheximidu
v koncentraci az 100 mg/l. (Ciani & Fatichenti, 1999) Mén¢ rozsifena je takzvana kysela
pliseni, ktera se objevuje pii vyzravani v teplém a vlhkém pocasi a mize lokéalné tézce
postihnout zdravotni stav hrozni. Podili se na tom komplex aerobnich kvasinek
Hanseniaspora uvarum a octovych bakterii. Vice jsou k tomuto citlivé bilé hrozny. Napadeni
se projevi cihlové Cervenou barvou bobuli a mirnym vytokem $tavy, soucasné je citit ostry
pach kyseliny octové. Casto se objevuje pii vysokych teplotach pies 30 °C, které zabratiuji
rastu Botritis cinerea, a velmi rychle se pak §ifi. MoSt vyrobeny z ¢astecné postizenych
hrozni muze obsahovat vice nez 1 g/l kyseliny octové ¢i jesté¢ vice kyseliny glukonové.
Vzhledem k obsahu ketonovych slou¢enin pochazejicich z metabolizmu octovych bakterii,
vykazuji 1 vysoky stupent vazani oxidu sifi¢itého. Vyrobené vino tak sméfuje k predcasné
fermentaci. (Michlovsky, 2014b)

Pichia

Nachazime také kvasinky rody Pichia, konkrétné se jedna o druhy Pichia anomala
a Pichia membranifaciens. Dalsi zastupce tohoto rodu Pichia guilliermondii byl nalezen
na bobulich a na vinafském nacini. Vzhledem k tomu, Ze v hotovém vin¢ se jiz nevyskytuje,
lze usuzovat, Ze nepiezivaji proces fermentace. Druh P. anomala dokaze fermentovat glukosu
a sacharosu a vstfebava, mimo jiz zminéné glukosy a sacharosy, Siroké spektrum latek vcetné
maltosy, cellobiosy, rafinosy, rozpustného Skrobu, ethanolu, glycerolu, glycerolu, d-manitolu,
salicinu, d-laktatu, sukcinatu, citratu a dusi¢nanu. Za aerobnich podminek také vytvati film
na hladiné. Béhem fermentace vytvaii 0,2 az 4,5 % alkoholu a potencidln¢ vyznamné
mnozstvi kyseliny octové, ethylacetatu isoamilacetatu. (Shimazu and Watanabe, 1981)
Ve sledovaném mostu byl naméien pokles celkové kyselosti a zvySeni pH. (Sponholz, 1993)
Druh P. membranifaciens slabé fermentuje pouze glukosu a vstiebava podstatné méné latek,

stale je vSak schopen asimilace glukosy a ethanolu.

Metschnikowia

Metschnikowia pulcherrima je dalsi glukosu fermentujici druh kvasinek. Zvlastnosti
tohoto rodu je, Ze dokaze vstiebavat rizné zdroje dusiku vcetné kadaverinu, lysinu

a ethylaminu. Je také schopny tolerovat pfitomnost cykloheximidu v koncentraci 10 mg/l,
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I kdyz pfi zvySeni na 100 mg/l je jiz kompletné inhibovana. Nekteré druhy produkuji
specificky Cervenohnédy pigment zvany pulcherrimin. (Pallman et al, 2001) Diky své
enzymatické aktivit¢ je tento rod schopen dodat do vina vice senzoricky aktivnich latek
a formovat tak vyhleddvana odridova aromata. Pomoci enzymu kvasinky uvoliuji terpenové
slouCeniny, spojované s kvétinovou vuni, norisoprenoidy oznaCované za ,lapace vini“
a pozitivni odridové thioly souvisejici s viinémi citrust a exotickych plodu.

(Michlovsky, 2014b)

Schizosaccharomyces

Rod Schizosaccharomyces se odlisuje unikatni formou rozmnoZzovani, a to sice délenim.
Pro kvasinky je béZné spiSe puceni. S. pombe, ptitomna jako jedna z primarnich kvasinek
na bobulich a v mostu, nedokaze ziskavat uhlik z ethanolu, ani vyuzivat dusi¢nan jako zdroj

dusiku. (Fugelsang & Edwards, 2007)

Zygosaccharomyces

Rod Zygosaccharomyces sdruzuje devét druhd, znichz Z. bailii, Z. bisporous
a Z. florentinus jsou znamy na bobulich a ve viné. (Kurtzman, 1998) Od jinych kvasinek
se odliSuji mnoha unikatnimi vlastnostmi. Naptiklad dokazi rGst i v60 % nim roztoku
glukosy. (Thomas, 1993). Jsou také extrémné tolerantni k alkoholu, to dokazuji tim, Ze rostou
i ve vin€ o koncentraci 18 % alkoholu. (Thomas & Davenport, 1989) Inhibi¢ni koncentrace
ruznych latek pro tento rod zobrazuje ptiloha 2. Ale co je na nich nejzajimavéjsi, je jejich
vyjime¢na odolnost proti b&éznym konzervacnim latkdm, pouZivanym ve vinafstvi.
Jejich rezistence oxidu sifi¢itému se vysvétluje tvorbou extracelularnich slou¢enin schopnych
vazat sifiCitany, jde napiiklad o acetaldehyd. Mohou se zde uplatiiovat i jiné, zatim

neidentifikované, mechanismy. (Deak & Beuchat, 1996)

Dekkera

Mizeme se setkat i s bakterii s exotickym nazvem Dekkera, jenz dodava vinu aroma
achut' zluklych kukufiénych lupinkd. (Seldon, 1996) Jedna se o sporulujici formu rodu
Brettanomyces. Jejich ptlisobeni na senzorickou komplexnost pfi zrani vina jsou predmétem
diskuzi. Produkuji zna¢né mnozstvi kyseliny octové a nékteré druhy mohou pouzivat ethanol

jako zdroj energie. (Fugelsang & Edwards, 2007)
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3.3.2. Bakterie

NejbéznéjSimi bakteriemi schopnymi projit fermentacnim procesem a piezit vysoky

obsah alkoholu jsou rody Acetobacter a Lactobacillus.

Acetobacter

Acetobacter xylinium je piirozenou slozkou fermentujicich vin, vytvati v nich malou
le¢ ptijatelnou hladinu kyseliny octové. Rovnéz produkuje octan ethylnaty charakteristicky
pachem odlakovace na nehty. Ve velmi malém mnozstvi pfispivaji tyto slouceniny
ke komplexnimu aromatu vina. Za piitomnosti kysliku vS8ak oxidace ethanolu na kyselinu
octovou probiha v mnohem vétsim métitku, dokud neni vSechen alkohol spotifebovan a z vina
se pak stava ocet. Infekce hrozna plisni Botritis cinerea, pfi niz dochazi k vypatovani vody
a koncentrovani ostatnich latek v bobuli, mize dodavat octovym bakteriim dilezity zdroj
glycerolu, jak napovida nalez kyseliny glukonové a keto glukonati, které jsou povazovany
za metabolity bakterii. (Sponholz & Dittrich, 1985) Dalsi zastupce rodu A. oeni je schopny
rast ve ving i pii obsahu 10 % ethanolu. (Silva et al, 2006)

Lactobacillus

Lactobacillus vytvaii zalkoholu kyselinu mlécnou. Ale jelikoz se jedna
0 heterofermentativni bakterii mlééného kvaseni, vedle ni produkuje i mnohé vedlejsi latky
dodavajici vinu komplexnost. Pii pfemnoZeni tvoii Stiplavy a ostry zapach po pelargoniich.
(Seldon, 1996) Ve vin¢ bylo identifikovano kolem 16 druhii této bakterie, vybér je zobrazen
v piiloze 3, ale jejich klasifikace je nejasna, nékteré nové objevené druhy jsou pozdéji
pfifazeny k jiz existujici linii, jiné jsou dosud malo prozkoumany.

(Fugelsang & Edwards, 2007)

Pediococcus

Jedna z nejnapadnéjsich bakterii schopnou mlééného kvaseni je také Pediococcus.
Narozdil od ostatnich bakterii tvoficich kyselinu mléénou je vSak homofermentativni.
To znamena, Ze nevytvaii zadné dalsi produkty. Ve viné se nejéastéji vyskytuji P. damnosus
(uveden v ptiloze 4) a P. peniosaceus. Jedna se o chemoorganotrofni organismy, jez vyzaduji
pro svij rist komplex ristovych faktori a aminokyselin. Dalsi odliSnosti je, Ze béhem
reprodukce se déli ve dvou rovinach, takze je miizeme pozorovat jako dvojice, Ctvetice nebo
vétsi shluky kulatych bunék. (Fugelsang & Edwards, 2007) Jejich piitomnost ve viné

je striktn€ nezadouci, nebot’ svym zapachem pfipomina propocené ponozky. (Seldon, 1996)
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Oenococcus

Oenococcus oeni (diive Leuconostoc oenos) je dalsi bakterii mlééného kvaseni
uplatitujici se v pritbéhu jablecno-mlécné fermentace. Ackoli se k tomuto kroku komercné
vyuzivaji jiné druhy. O. oeni také prokazuje schopnost tolerovat ptirozené prostiedi vina
a transformovat dostate¢né mnozstvi kyseliny jable¢né v uspokojivém case.

(Fugelsang & Edwards, 2007)

Bacillus

Ackoli jde ve vétSiné piipadi o pudni bakterie. Byly casto pozorovany
I v alkoholickych napojich. Druhy B. subtillis, B. circulans a B. coagulans se objevuji ve viné.
(Gini & Vaughn, 1962) B. megaterium byla dokonce zachycena v brandy. (Murrell &
Rankine, 1979) Pii kontrole infikovanych vin z Vychodni Evropy nebylo zjisténo zadné
negativni ovlivnéni aroma nebo senzorickych vlastnosti, doslo pouze k tvorbé sedimentu
a zakalu. (Kunkee, 1996) B thurgerensis, ktera se bézné pouziva pro své insekticidni ucinky
na vinnych hroznech, byla nasledné izolovana i z vina. I pfes prokazanou zivotaschopnost
V tomto prostfedi zatim nebyl pozorovan jeji rist ¢i rozmnozovani ve ving. Zda se, Ze rastové

a generativni projevy byly v tomto médiu potlaceny. (Bae et al, 2004)

Clostridium

Tato bakterie byla pozorovéna vyjimecéné. Vzhledem ke svym néarokiim se omezuje
pouze na mén¢ kyselé¢ dZzusy a vina s pH vySSim nez 4.0. Kvilli syntéze kyseliny maselné

se projevuji senzorické zmény, vino dostava zluklou chut’. (Sponholz W. R., 1993)

3.3.3. Plisné

Botritis

Zatazeni plisni ovS§em nemusi byt tak jednoznacné. Ackoli je Plisen Seda (Botritis
cinerea) pro vétsinu vin povazovana za nezadouci kontaminaci, pro takzvana ,botriticka
vina®“ je to Zzadouci mikroorganismus podilejici se na vyrob&. Seda hniloba napada viechny
nadzemni ¢asti rostliny, zvlasté pak zrajici bobule, do kterych se dostava skrz mikroskopické
trhlinky, jenz pak béhem svého rlstu rozsifuje. Po pocatecni fazi ristu se bilé kolonie zbarvi
do Seda. Napadeni Botritis 1ze snadno odhalit jiz v prvotnim stadiu, jelikoz dochazi k hnédnuti
bobuli az do ¢okoladového odstinu, znamého jako pourri plein. (Donéche, 1993) Pti napadeni

nachylnych odriid vznikaji tézké Skody na trod¢. Pokud jsou napadeny jiz zralé bobule
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s cukernatosti nad 19°NM?®, dochazi k poskozeni slupky a tim k urychleni ztrat vody a zvyseni
cukernatosti. Samotna plisenl také pro sviij rust spotiebovava glukosu a v bobuli pak zlstava
obsaZena pouze fruktosa. Pro vyrobu botritickych vin se pro tuto plisent vzil pozitivné znéjici
nazev ,,uSlechtila hniloba®“. (Burda, 2013) Za optimalnich podminek teploty 15 az 20 °C
a vlhkosti pies 90 % v okoli slupky je plisefi schopna rist velmi rychle, od vyklideni po
sporulaci za méné nez 3 dny. Pivodné byly bobule napadany v podzimnim obdobi, ackoli
dnes jiz umélé zavlazovaci systémy a dalsi faktory jako mlha a rosa umoziuji rust a Sifeni
kolonii béhem celého vegeta¢niho obdobi. (Fugelsang & Edwards, 2007)

Na vétsing€ bilych hrozni jsou vSak nezadouci, nebot’ zde narusuji aromatické kvality
suchych bilych vin a zeslabeni odridovych kvalit, vétsi nestalost fermentacnich viini a ¢astéjsi
vznik vad ve vuni. Botritis totiz rozklada vonné terpenoly v mo$tu muskatovych odrid
(linalol, geraniol, nerol) na méné& vonné slouceniny pfitomné v nekvaSenych bobulich (oxidy
linalolu, alfa-terpineolu a jiné). U Sauvignonu dochazi k oxidaci fenolovych slouc¢enin
anasledn¢ vzniklé chinony na sebe navazuji vonné thioly, funguji tak jako “lapace
odridovych aroma Sauvignonu®“. (Michlovsky, 2014b) Pliseni dale uvoliluje exobuné&cné
enzymy esterdzy, jejichz aktivita se v mostu dale udrZuje. Jsou poté schopny katalyzovat
rychlou hydrolyzu ester produkovanych kvasinkami pfi alkoholové fermentaci.
Vino tak miize byt ochuzeno o viiné po ananasu, bananu, jablku, jahod¢, ostruziné, medu,
bananech, hrusce ¢i cukrovém melounu, jez tyto estery vytvareji. Lakaza vykazuje destrukéni
aktivitu vici polyfenolim, véetné antokyanii. Pfi silné enzymatické aktivit¢ mlze béhem
nekolika hodin dojit k proméné Cerstvého Cerveného mostu na nahnédly odvar, mezi vinafi
znamy jako ,kaStanovy bujon“. Delsi pisobeni béhem zrani zplsobuje vycerpani
nebo vysychani vina v prvnich stadiich jeho vyvoje, toto byva oznaovano jako zrychlené
starnuti vina. Stanoveni stop aktivity lakazy je proto soucasti vSech zikladnich kontrol,
stanovuje se jak pro jeji vlastni roli, tak i jako celkovy ukazatel zaplisnéni Botrytis. Nevystaci
na ni pouhé¢ refraktometrické stanoveni, nebot’ to je méteno ve $taveé z duZiny, zatimco hlavni
podstatné mnozstvi lakazy se nachazi ve slupce.

Jisté je, ze zdravé bobule zietelné neobsahuji lakazu, ta se vyskytuje pouze u nahnilych
a jeji koncentrace stoupd b&hem vadnuti bobule. Hrozny by mély obsahovat méné
nez 1 jednotku na mililitr, pficemz prah stanoveni kolorimetrickou metodou lezi na trovni

0,5 jednotky/ml.

EeNm (stupen normalizovaného moStoméru) — jednotka pro méreni cukernatosti (obsahu cukru) vina na
zakladé jeho hustoty mérené specidlnim hustomérem nazyvanym mostomér
® (Bulit & Lafon, 1970)
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Tab. 2 Stav vyvoje Botritis cinerea na bobuli a aktivita lakdzy v mostu

Stav vyvoje Botrytis Aktivita lakazy (v jednotkach/ml)*
Zdravé hrozny 0
Nahnilé bez konidiofory 1-2
Objeveni se konidiofory 15-20
Zavadnuta hniloba 20-70

*) Jednotka lakazni aktivity odpovida mnoZstvi enzymu, schopnému oxidovat
Jeden nanomol syringaldazinu za minutu v podminkach stanoveni

Zdroj: (Grassin and Dubourdieu, 1989)

Penicillium

Krom¢ plisné¢ Sedé se na hroznech objevuji i rGzné druhy rodu Penicillium.
Jejich mycelium je snadno rozpoznatelné diky modrozelené barvé. Vyskyt je spojovan
s destivym pocasim a nizkymi teplotami pod 5 °C v dobé sklizné. Diky tomu ziskala pliseni
Vv zahrani¢i nazev ,cold weather mold“. Produkuje slouceninu nazyvanou geosmin,
jez zpisobuje nevitanou zemitou odchylku ve ving€. Jeji pach totiz pfipomina vlhkou zeminu
a fepu. (Michlovsky, 2014b) P. expansum byva ¢asto izolovan a je znamo, ze napada jablka,
hrusky, rajcata, avokdda, manga a vinné hrozny. Je hlavnim plivodcem obsahu mykotoxinu

patulinu v ovocnych dzusech. (Fugelsang & Edwards, 2007)

Aspergillus

V teplych klimatickych podminkach se také setkdvame s hnilobou hroznii. Na bobulich
je vidét mycelium nejprve bilé barvy, ale jak se pliseii $ifi a konidie starnou, barva tmavne
améni se na ¢ernou. Je to zpusobeno infekci Aspergillus niger. V zahrani¢i také znama jako
,hot weather mold*, nebot’ roste za teplého pocasi a napad4d bobule poskozené po desti.
Pfi napadeni ji Casto provazi dalsi plisné rodu Rhizopus a octové bakterie podilejici se

na takzvané kyselé hnilobé hroznt. (Fugelsang & Edwards, 2007)
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3.4. Kazeni vina

Vino, jako produkt zivych mikroorganismu, velmi citlivé reaguje na zmény a vlivy
z okoli. Proto je nutné pii dlouhodobém skladovani dodrzovat urcité podminky. Negativni
vliv na kvalitu ma ptedevsim slune¢ni svétlo. Zvlasté pak UV zéieni, jez pronika sklem lahve
a zpusobuje charakteristickou ,,pachut’ svétla“. Doporucuje se tedy skladovani v tmavych
mistnostech, nejlépe se pro tento ucel hodi sklepy. Rovnéz je tfeba zajistit, aby vino nelezelo
spole¢né se silné¢ aromatickymi potravinami. Mohlo by totiz dochazet k prostupovani viing
skrz korek. Teplota musi byt stabilni. Doporucuje se 12 — 18°C pro cervena a 6 — 10°C
pro bila vina'®. Je dalezité, aby ve sklepé nedochézelo k zadnym teplotnim ani svételnym
vykyvlum, také nesmi nastat pritvan.

Zvysend vlhkost samotnému vinu neskodi, hrozi vSak napadeni mikroorganismy,
které mohou proniknout Spatné¢ zajisténou korkovou zatkou. Na druhou stranu je ale nezbytné
se vyvarovat vysychani a kiehnuti korku, z tohoto divodu se lahve skladuji ve vodorovné
poloze, kdy je vino v piimém kontaktu se zatkou a zvlhéuje korek. Skodi také otfesy.
Pokud sklep stoji v blizkosti zdroju silnych otfest, naptiklad hlu¢né kiizovatky, muze dojit
k opétovnému zakaleni. Toto vino se dale nazyva zlomené. Tradi¢nim vybavenim vinnych
sklepit jsou proto police s oddélenymi ptihradkami ze dieva, jehoz pozitivni vlastnosti je,
7e tlumi vibrace. (Burda, 2013)

V otazce jakosti se ohledné vina rozliSuji nedostatky a vady.

Nedostatky vznikaji vétSinou uz v procesu vyroby a jednd se o méné vyznamné
organoleptické zmény. Patfi mezi né piili§ vysokd nebo naopak nizk4 kyselost vina,
velmi nizka extraktivnost, vysoky obsah tfislovin, vysoky ¢i nizky obsah alkoholu, jemna
oxidace vina, pfesifeni vina, silnd neharmonic¢nost Vv chuti. (Malik, 2003) PovétSinou

se technologicky odstrani pti dalSim zpracovani a kone¢ny spotiebitel se s nimi jiZ nesetka.

1% (Association de la Sommellerie Internationale, 2001)
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Vady jsou zpusobeny Spatnymi technologickymi a chemickymi postupy ¢i zasahy,
nebo jejich kombinaci. Odhali se pti smyslovém posouzeni vina. Mezi nejéastéjs$i se fadi

nasledujici:
Vizualni znaky

Hnédnuti vina (oxidace) — projevuje se prevazné¢ u mladych, malo sifenych vin.
Projevuje se nahnédlym odstinem, pfi¢emz hnédnuti je zptisobeno piistupem vzduchu.

Krystalicky zékal (vinny kdmen) — vznikd vysrdzenim vinného kamene, nijak ovSem
kvalitu vina nesrazi.

Cerny zakal — u &ervenych vin je zptsobuje obsah kovil

Bily zékal — vznik4 usazenim kvasni¢nych kalli na dné€ lahve, po roztfepani je vidét

jako takzvané ,,snézeni vina“

Pachové znaky

Sirka — ptitomnosti kvasinek vznika sirovodik vyznacujici se zapachem po zkazenych

vejcich
Chutové znaky

po tfapinach — pfi lisovani rmutu byl pouZit pfili§ vysoky tlak, doslo k rozdrceni tfapin
a vyluhovéani chlorofylu

po traveé — také rozdrceni tfapin, nebo zpracovani nezralych hroznii

po acetonu — doslo ke zpracovani zapaienych hrozni

po kvasinkach — kvasni¢né kaly byly odfiltrovany pfili§ pozdé

po dievé — vino leZelo v novych sudech

po korku — lahev byla uzaviena nekvalitni korkovou zatkou (Malik, 2003)
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3.5. Moznosti konzervace vina

Hlavnim a dosud nenahraditelnym zptsobem je sifeni vina. I kdyz jsou jiz dlouho
znamy jeho nevyhody. Miize zpisobovat alergické reakce. Konzumace mladych
jesté zasifenych vin Casto zpusobuje bolesti hlavy a Skrabani v krku. (Michlovsky, 2014b)
Navic neni zadouci ani ze senzorického hlediska, jeho vysoké davky se kiizi s buketem vina,
neutralizuji aroma a dodavaji charakteristické vady, jako naptiklad dusivy a drazdivy pach

namocené viny a chut’ spaleniny. (Michlovsky, 2012)
Oxid siricity (SO,)
Ve styku s vodou se oxid sifi¢ity (SO;) piménuje na kyselinu sifi¢itou (H,SO3),

ta v kyselém prostiedi vina disociuje na hydrogen sifi¢itan (HSO3) a sifi¢itan (SO%7).

Tyto disociované stavy se obecné oznacuji jako volny SO,.

SO, + H,0 & H* + HSO3 & 2H* + S05~
(Michlovsky, 2014a)

Pouziva se téméf na vSechna vina v pribéhu vyroby od sklizn¢ hroznti az po lahvovani.
Proti kvasinkdm se muze uplatnit na zastaveni fermentace sladkych vin a jejich ochranou
I pfed naslednou refermentaci zptsobenou rezidualni populaci kvasinek. Jeho ucinek
zde zavisi na pouzité davce a také na pH. Pfi nizké davce a vysokém pH pisobi
spiSe fungistaticky (zastaveni rozmnoZovani bun¢k), naopak za nizkého pH a ve vysokych
davkach je fungicidni (zniceni existujici populace buné€k), pficemz hydrogensifi¢itan plsobi
pouze fungistaticky. Pribézné né€kolikanasobné zasiteni béhem vyroby vSak zpisobuje pouze
prechodnou inhibici kvasinek a pii poklesu obsahu volného SO, dochazi k obnoveni jejich
fermentacni Cinnosti (vliv zde ovSem mize mit i kontaminace novymi kvasinkami stykem
s nesterilnimi nadobami a zatizenim). Kvasinky inaktivuji volny SO, tim, Ze ho pfevedou do
vazané formy, kterd je net¢inna. Zasifeni moStu pied fermentaci zvySuje rezistenci kvasinek.
Nebot, jak uvadi Michlovsky (2012):“Izolované kvasinky z nezasifeného mostu po
fermentaci vykazuji vyssi citlivost viuc¢i SO, nez kvasinky pochazejici ze stejného, ale
zasifeného mostu.“ Pro dlouhodobé zastaveni fermentace vétSiny vin uchovavanych
pii pokojové teplotd se doporuduje' dodat piiblizng 1,50 mg/l molekularniho SO,
niz8i davky jsou mozné pro vina smalym obsahem kvasinek a pii uchovavani

za nizké teploty.

! (Michlovsky, 2012, str. 64)
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V kombinaci s ptidavkem uslechtilych kvasinek ptisobi oxid sifiCity dobfe také proti
ristu nezadoucich kvasinek rodu Dekkera. Pomaha také proti bakteriim mlécného kvaseni,
ackoli zde je jeho aktivita mnohem vice ovlivnéna pH. Kuptikladu oxid sifi¢ity vazany
na acetaldehyl projevuje 5 — 10krat niz$i u¢innost nez volny SOy, ale jeho obsah muiZze byt
5 — 10 krat vyssi. (Michlovsky, 2012) U vin s ptili§ vysokym pH se pfipousti davky vadzaného
SO, v mnozstvi 80 — 120 mg/l k pIné blokaci jable¢no-mlééné fermentace. Z danych bakterii
je proti pusobeni oxidu nejméné rezistentni Oenococcus oeni, je citlivéj$i nez rody
Lacobacillus a Pediococcus. Uginek na octové bakterie je nutny podpofit dalimi studiemi,
je znamo, Ze tyto bakterie odolavaji pomérné vysokym davkam. Pro ochranu vina se tedy
v praxi dosud spolé¢hd na prevenci zamezenim kontaktu se vzdusnym kyslikem a fizenim
teploty sklepa.

Je jasné, Zze baktericidni pusobeni je zajisténo ne volnym oxidem sifi¢itym (SOy),
ale jeho vazanou formou, jez ve viné trvale pusobi po celou dobu vinifikace i béhem
uchovavani vina.

Tab. 3 Limity pouziti SO, v bilém viné

Druh vina mg/l
Cervené vino 150
Bilé a rGzové vino 200
Cervené vino od 5 g/l cukru 200
Bilé a rdzoveé vino od 5 g/l cukru 250
Pozdni sbér 300
Vybér z hroznu 350
Vybér z bobuli, vybér z cibéb, ledové vino, slamové vino 400
Likérové vino s obsahem cukru pod 5 g/l 150
Likérové vino s obsahem cukru od 5 g/l 200
Sumivé vino jakostni 185
Sumivé vino ostatni 235

Zdroj: (Natizeni ES &. 606/2009), upravil: (Michlovsky, 2014a)

V mensi mife je produkovan kulturnimi kvasinkami, takto vznikly SO, maze dosahovat

hodnot casto 50 mg/l1, u specialnich kmenti dokonce 100 mg/l. (Michlovsky, 2012)
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Lakaza

Enzym lakazu, produkovany plisni Botritis cinerea, lze vyuzit i ke stabilizaci vina.
Je zde nutno dodrzet nékolik podminek, napiiklad optimalni pH okolo 2,5 — 4,0.
Byly provedeny pokusy senzymem ziskanym z vy$§i houby Outkovky pestré (Trametes
versicolor), ktery ma optimalni pH na hodnoté 2,7. Nasledné vysledky ukazaly eliminaci
az 70 % katechint a 90 % antokyanidt jiz po tfech hodindch. To napovida o moznosti vyuziti
lakdzy jako cefidla s naslednym ptidinim roztoku oxidu kfemicitého nebo tepelnym
osetfenim. Jako posledni krok se doporucuje aplikovat ultrafiltraci pro odstranéni
oxidovanych produkt a enzymového proteinu. Z predbéznych studii také vyplyva, Ze tento
enzym ma vysoky potencidl k odstranovani fenolovych sloucenin z vina. Pfi pokusech
bylo dosazeno odstranéni vice nez 90 % ferulové kyseliny z modelového roztoku
a 34 % pokles fenolovych sloucenin z vina.

Vedle toho ma lakaza Siroké spektrum pouziti napiiklad v bioremediaci odpadnich vod
potravinarského pramyslu, vyroba ovocnych §t'av, stabilizace piva, spektrofluorimetrickém
stanoveni askorbové kyseliny ve ving, pivu, farmaceutickych preparatech, suseném miéku aj.
Dale pti zlepSovani organoleptickych vlastnosti potravin a jako biosenzor pro imunoanalyzu.

(Minussi et al, 2002)

Resveratrol

Jedna se o difenolickou slou€eninu (obsahuje dva fenolové cykly) fadici se do skupiny
stilbenti. Vykazuje protirakovinné vlastnosti a chrani také proti onemocnénim nervového
systému (zejména Alzheimerova choroba). Probehly jiz pokusy s jeho vyuzitim proti akné
(Fabbrocini et al, 2011) a jejich vysledky byly pozitivni, navic se pii uzivani ve formé masti
nevyskytly zaddné vedlejsi ucinky. Nachazi se predevSim ve slupce, ale mulze byt
I v semenech, jeho role je ochrana révy pted UV zafeni a utoky mikroorganismi, zejména
mikroskopickym houbam vyvolavajicim hnilobu hroznii. V Cervenych vinech je obsazen
v mnozstvi 1 — 10 mg/l. (Michlovsky, 2014a) V severnéjSich péstebnich lokalitach dosahuje
vy$$i mnozstvi (az 15 mg/1'%), neZ vjiznich oblastech, diivodem jsou méné vyhovujici
klimatické podminky a vyssi tlak ze strany mikroorganismil. Vyskytuje se ve vysSim méfitku
u odriid péstovanych v severnich klimatickych podminkéach, nejvyssi obsah je produkovan
odridou Pinot noir. Nejcastéji se nachazi v glykosidované formé s navazanou molekulou

glukozy.

'2 (Kolouchova-Hanzlikova et al, 2004)
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Lysozym

Enzym pfirozen¢ se vyskytujici ve vajecném bilku. Je vyuzivan také ve farmaceutickém
a potravinaiském pramyslu. Katalyzuje rozklad polysacharidové fetézce v bunéénych sténach
bakterii. Pro ¢lovéka je netoxicky. Na rozdil od SO, jeho aktivita vzrista se zvySujicim se pH.
V enologii se vyuziva pro regulaci mnozstvi mlécnych bakterii, neptisobi vSak na octové
bakterie a rod Brettanomyces. Proto se pouziva v kombinaci s SO,.

V Evropské unii je povoleno jeho ptfidavani do vina od roku 2001 a to v maximalni
davce 500 mg/l. Neni v§ak povolen u biovin a od roku 2012 musi jeho pouziti byt vyslovné
uvedeno na etiketé. (Provadéci nafizeni komise (EU) ¢. 203/2012 )

Vzhledem ke svému bilkovinnému zakladu je tepelné nestabilni, vytvari zékal
pri teplot¢ 50 °C a vyssi. Je nutno jej pfidavat v krystalické formé, nebot’ pti pridavku
vajecného bilku do vina neprojevuje zadny vliv ani ve vysokych davkach. To se vysvétluje
tim, Ze lysozym se z bilku béhem ¢ifeni neuvoliiuje a je vysrazen tiislovinami s obsahem

bilkovin. (Michlovsky, 2012)

Dimethyldikarbonat (DMDC)

Piidava se pii lahvovani vina pro zajisténi mikrobiologické stability u vin s obsahem
zkvasitelnych cukrii a casteéné¢ zkvaseného mostu (burcak). Maximalni povolené mnozstvi
je 200 mg/l a ve viné nesmi byt zjisténa zadna rezidua. Stejné jako lysozym neni povolen
pro biovina.

Plsobi nejen na vinné kvasinky, ale 1 na kontaminujici rody, v mensi mife projevuje
rovnéz baktericidni UcCinek. Je také nezbytné doplnit lahve uréitym mnozstvim volného SO,
k ochrané pted oxidaci vina.

Pti jeho odbourdvani vznika hlavné methanol a oxid uhli¢ity (CO,). Methanol je siln¢
toxicky. Michlovsky (2012) uvadi, Ze rozklad 200 mg/l DMDC teoreticky vytvoii 96 mg/l
methanolu. To splituje doporu€eni Mezindrodni organizace pro révu a vino (OIV),
ktera stanovuje limit 300 mg/l methanolu pro ¢ervena vina a 150 mg/1 pro bila. (Castellucci,

2004)

Kyselina askorbova

Znama jako vitamin C se pfirozené vyskytuje v ovocnych plodech, v mensim mnozstvi
I v hroznech. V prubéhu fermentace a také pfi styku se vzduchem se ztraci, ve vinech se tedy

zpravidla nevyskytuje. Je dokonale rozpustna ve vodé a jeji aplikace nezptisobuje problémy.
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Roztok je nutno pfipravovat tésné pied aplikaci a u¢inné homogenizovat, aby nedochézelo
Kk uvoliovani kysliku, naptiklad ve smési s SO;.

V enologii se vyuziva jeji oxidovana forma kyselina dehydroaskorbova,
ktera ma redukéni acinky. Pii této reakci se uvolnuji 2 elektrony (e7), jenz se podili na redukci
slozek vina, zejména zelezitych iontii. Tim se vysvétluje ucinnost pii prevenci zelezitého

zékalu, vyvolavaného vyluéng Zelezitymi ionty (Fe**).

2Fe3t + 2e” & 2Fe?t
(Michlovsky, 2012)

Ke zpétné redukci na kyselinu askorbovou nedochazi, protoze kyselina
dehydroaskorbova je nestala a ztraci se.

Ptidavek kyseliny askorbové je Ui€inny pouze, pokud je omezen kontakt se vzduchem.
Dobfe chrani proti malym postupnym aeracim pfi lahvovani, nema ale vyznam
pro dlouhodobé skladovéani v nddobéach ¢i sudech. V piitomnosti vysSiho mnozstvi kysliku
se ovSem oxiduje za vzniku peroxidu. Ten je nezadouci, nebot’ mize vyvolat hluboké zmény
ve ving. Jako ochranu je nutno pouzit dostate¢né mnoZstvi volného SO,, jenz je peroxidem
prednostné oxidovan.

Zmény aroma nebyly ve vinech zaznamenany. Pouze odridy Sauvignon, Miiller
Thurgau a Veltlinské zelené vykazovali vyrazngj$i tony citrusi a exotického ovoce.

(Michlovsky, 2012)

Kyselina sorbova

Samotna kyselina je Spatné rozpustna ve vod&™ a naopak dobie zorpustna v ethanolu™.
Proto se k osetfeni vina pouzivaji roztoky jejich sodnych a draselnych soli ptipravované
v okamziku aplikace. Na mikrobialni Gi¢innost ma velky vliv hodnota pH. Cim je nizsi, tim
vétsi je aktivita kyseliny. Pro zabranéni refermentace sladkého vina je nutné pouzit 150 mh/I
kyseliny sorbové pii pH 3,1. Za stejnych podminek ale vyssiho pH (3,5) je nutno davku
zdvojnasobit na mnozstvi 300 mg/l. (Michlovsky, 2012)

Je ucinna jak proti klasickym fermenta¢nim kvasinkam, tak i k rodim zptisobujicim kiis
na povrchu. Proti bakteriim jsou jeji vlastnosti méné vyrazné, nema zadny ucinek na octové
nebo mlécné bakterie. Naopak SO, ma vyssi G€innost na bakterie neZ na kvasinky. Proto

je velmi vhodné pouziti kombinace kyseliny sorbové a SOs.

3 ve vodé Ize rozpustit: 1,6g/I p¥i 20 °C, 5,0 g/ pfi 50 °C (Michlovsky, 2012)

v ethanolu Ize rozpustit: 112 g/l pfi 20 °C (Michlovsky, 2012)
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4. Material a Metody

Na prakticky experiment bylo pouzito nesifené vino Sur de Lie (Vinafstvi Korab,
Boleradice, Ceska republika) a rovné nesifeny mo$t Malverina (vinaistvi Vinselekt
Michlovsky, Rakvice, Ceska republika).

4.1. Chemikalie

Resveratrol (99 %) (BDL, Turnov, Ceska republika), jelikoz se jedna o latku velmi
$patné rozpustnou ve vod¢, byly pouzity nasledujici rozpoustédla: Ethanol p.a. (Penta, Praha,
CR), Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, Neratovice, CR), Tween (80 %) (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika), Polyethylenglykol (PEG) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika),
Cyklodextrin (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika).

Pfesna koncentrace resveratrolu ve vytvofeném cyklodextrinovém komplexu
byla ovéfovana HPLC metodou za pouziti Acetonitrilu, Acetonu, Deionizované vody,
Kyseliny orthofosforecné.

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) byl pouZit pro pi¥ipravu
fyziologického roztoku jako média pro inokulum mikroorganismii.

Barvivo Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)
Kk lepsi identifikaci bakterialniho nartstu rodu Staphylococcus, pouzitého u stanoveni MIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace).

Resveratrol byl Spatné rozpustny a dochdzelo ke zpétnému vysraZeni, které mohlo
byt posuzovano jako zakal vytvoreny bakteridlni kulturou a zkreslit tak vysledky stanoveni.

Glukéza (Oxoid, Brno, CR) byla piidavana do vina a mostu pro podporu ristu
mikroorganismi. Pro Gpravu pH mostu a vina byl pouzit Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich,

Praha, Ceska republika) a Kyselina chlorovodikova (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika).

4.2. Mikroorganismy

Ze ziskanych poznatkd o vyrobé a chemickém sloZeni vina jsme identifikovaly hlavni
kontaminujici kvasinky rodu Saccharomyces a Zygosaccharomyces, za zastupce bakterii byl
vybran mimojiné rod Acetobacter. Pro rozsifeni spektra i mimo oblast vinafstvi byl pfidan
také Staphylococcus aureus jako jeden z hlavnich kontaminujicich mikroorganismu
V potravinaiském primyslu.

Pouzito bylo celkem osm kment Staphylococcus aureus, z toho Sest standardnich
kmeni ATCC (American type culture collection - ATCC 25923, ATCC 29213, ATCC 43300,
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ATCC 33591, ATCC 33592, ATCC BAA976), bylo zakoupeno z Oxoid Basingstoke UK
a dva klinické izolaty (KI) ziskané z Narodni referencni laboratofe pro dezinfekci a sterilizaci,
Statni zdravotni ustav, Praha, CR. Dale pouzité kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(DSM 70449), Zygasaccharomyces bailii (DSM 70492) a Z. rouxii (DSM 70540) zakoupené
u German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany),
stejné jako Acetobacter oeni (DSM 23926) a A. aceti (DSM 3508).

Dal8i mikroorganismy - Pediococcus damnosus (CCM 3453), Lactobacillus brevis
(CCM 7932) a Acetobacter estunensis (CCM 3613) byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismt (CCM).

4.3. Kultivace

Kultivaéni médium mikroorganismii:

SD bujon (Sabouraud-dextrose broth) (Oxoid, CR)

BHI bujon (Brain Heart Infusion broth) (Oxoid, CR)

MRS bujon (de Man, Rogosa and Sharpe broth) (Oxoid, CR)
MH bujon (Mueller-Hinton broth) (Oxoid, CR)

4.4. HPLC analyza

Obsah resveratrolu v cyklodextrinovém komplexu byl ovéfen pomoci vysokotlaké
kapalinové chromatografie, provadéné¢ na Katedfe kvality zeméd¢€lskych produkti
Ceské zemédglské univerzity za pouziti kapalinového chromatografu LC500 (INGOS, Praha,
Ceska republika) opatfeném kolonou RP-18e (5 pg) a UV VIS detektorem. Pracovni teplota
byla nastavena na 24 °C. Cyklodextrinovy komplex ptipraveny dle kapitoly 3.5.2. 0 objemu
20 ul byl injekéné vpraven do kolony. Jako mobilni faze byl pouzit 25 % ni roztok
acetonitrilu v deionizované vod¢ supravenym pH pomoci kyseliny orthofosfore¢né
na hodnotu 3,0. Metoda probihala isokratickou eluci konstantni rychlosti 1,5 ml/min. Detektor

byl nastaven na 306 nm. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci linearni kalibra¢ni kiivky.
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4.5. Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

4.5.1. Makrodilu¢ni bujonova metoda

Tyto pokusy byly provadény ve zkumavkach o objemu 10 ml, do kterych
byly napipetovany 2 ml vzorku mostu, méfeno spektrometricky na piistroji Helios Epsilon,
pti vinové délce 405 nm.

Pro podporu rustu bakterii a kvasinek ve viné byla do vzorkt vina pfidana glukéza.
Byla ptipravena fedici fada o koncentraci 128 mg/l az 2 mg/l. Densita inolkula, pfipraveného
ve fyziologickém roztoku, byla navySena o 2 Mc Farland stupné. Zaockované vzorky vina
s obsahem glukézy byly kultivovany v termostatu pii 25 °C.

Déle byl pro podporu ristu kvasinek ve vzorcich vina pfidavan bujon. Do vzorkl vina
byl ptidan SD bujon v obsahu 10 — 90 % objemu celkového roztoku. Po pfidani 20 ul inokula
do zkumavky s roztokem 1800 ul vina a 180 ul bujonu bylo dosazeno celkového objemu 2000
pl. Obdobnym zpiisobem byla vytvotfena fedici fada 380, 580, 780, 980, 1180, 1380, 1580
a 1780 ul bujonu s pfislusnym objemem vina vzdy na celkovy objem 2000 upl po piidani
20 pl inokula. Ptipravené roztoky ve zkumavkach byly zaockovany 20 ul inokula kvasinek
Saccharomyces cerevisiae ptidanych do SD bujonu na zvySeni density o 2 McFarland stupné.
Byla provedena dvojice kontrol ristu smichanim 1980 pl vina s 20 pl inokula a dvojice
kontrol ¢istoty s obsahem 1980 ul vina a 20 pl bujonu.

Po zjisténi vhodného ptidavku bujonu byl pfidan resveratrol. Jeho inhibi¢ni u¢inek
byl méfen spektrofotometricky pfistrojem Helios Epsilon pfi vlnové délce 405 nm.
Pokusy byly provadény s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae a bakteriemi Acetobacter
oeni. Inokulum bylo pfipraveno v bujonu SD o0 densité¢ zvySené o 2 stupné McFarland
anasledné¢ zaockovano do smési vina s 15 — 25 % bujonu SD. Také inokulum bakterii
Acetobacter oeni pfipraveno stejnym zpusobem zaoCkované do smési vina s 25 — 35 %
bujonu SD. Resveratrol o koncentraci 514 mg/l v piipadé kvasinek a 380 mg/l pro bakterie
byl rozpustén v ethanolu. V obou piipadech byla provedena kontrola ristu zao¢kovaného
bujonu a kontrola cistoty samotného bujonu, samotného vina a smési 1980 pl vina
s 20 pl bujonu SD.

Pokusy s rozpousténim samotného reveratrolu ve vin€ a mostu byly provadény ve dvou
sklenénych penicilinkach, do kterych byl navazen resveratrol a do jedné ptidan most, druha

byla zalita vinem. V obou penicilinkach byla koncentrace resveratrolu 1024 pg/ml.
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Po prekryti aprafilmem byly michany na michacce s pouzitim magnetu po dobu 48 hodin
pfi pokojové teploté. Kazdych 12 hodin byla vizualné posouzena rozpustnost.

Rovnéz bylo posuzovano mozné ovlivnéni rustu kvasinek samotnym DMSO, za ucelem
zjistit, zda je mozné ho ptfidavat k podpoie rozpustnosti ve vysSim obsahu nez 1 %.
Test probéhl ve zkumavkach za pouziti kmenl Zygosaccharomyces. Inokulum
bylo pfipraveno do SD bujonu se zvySenim hustoty bunék o 2 McFarlandy. Do zkumavek
byl pfipraven bujon s 1 — 10 % DMSO a piidavano 25 pl inokula. Celkovy objem ve vSech
zkumavkach byl 2500 pl. Tedy u 1 % ni koncentrace bylo ptipraveno 2450 pl bujonu
s25ulDMSO a 25 ul inokula. Kontrola rastu byla stanovena 2475 ul bujonem
s 25 pl inokula. A kontrola ¢istoty pouze s 2500 pl ¢istého bujonu. Kultivovano v termostatu
pii 25 °C a prubézné méfena opticka densita piistrojem Helios Epsilon pii vinové délce

405 nm.

4.5.2. Mikrodilu¢ni bujénova metoda

Nejdiive bylo zkouSeno navazat resveratrol do komplexu s cyklodextrinem. Piiprava
byla provedena podle metody B. R. Bhandariho et al (1998) 500 mg cyklodextrinu
bylo rozpusténo v 15 ml destilované vody o teploté 60 °C. Po zchlazeni na 40 °C bylo pomalu
pfidavano 100,25 mg resveratrolu rozpustén¢ho v 100,28 mg ethanolu (pomér resveratrolu
a ethanolu 1:1) za stalého michani. Michani pokracovalo po dobu 3 hodin v uzaviené nadobé.
Vznikl4 kaSe byla pfes noc zchlazena v lednici na 4 °C. Studena srazenina byla obnovena
vakuovou filtraci a promyta 1,5 ml deionizované vody a 1,5 ml ethanolu, nasledné vysusSena
ve vakuové susarné pii 75 °C po dobu 24 hodin. Vysuseny komplex byl uchovavan v lednici.

Komplex 0 koncentraci 1024 ug se piimo nerozpoustél ve zkouSenych bujonech
(MH jako zivné médium bakterii Staphylococcus a SD pro kvasinky Saccharomyces).
Vzhledem k nerozpustnosti komplexu v bujonech a ethanolu bylo dale zkouseno rozpustit
komplex v DMSO. Rozpousténi probihalo pouze s pomoci vortexu aby nedoslo k poruseni
komplexu. Vzhledem k ¢asové i finan¢ni narocnosti piipravy komplexu probéhl test pouze
jednou. Pokus byl provadén na mikrotitracni desticce, naockovano inokulem SD bujonu
s bakterii Staphylococcus (densita navySena 0 2 McFarland stupn¢). Resveratrol o koncentraci
420 pl/ml byl rozpoustén v DMSO a v ethanolu. K inokulu bylo pfidano 25 a 30 % bujonu.
Rovnéz byla provedena kontrola Cistoty se samotnym vinem a Cistym bujonem a kontrola

ristu pouze s inokulem naockovanym do bujonu.
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Antimikrobidlni aktivita byla zjiStovana bujonovou mikrodiluéni metodou za pouziti
standartnich 96-ti jamkovych desti¢ek dle CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
Pokus byl provadén na tfech identickych destickach v sérii tii opakovani. Do jamek
bylo napipetovano po 100 ul MH bujonu. Ke 198 ul bujonu byly pfidany 2 ul resveratrolu
(kvuli riziku ovlivnéni koncentrace béhem rozpousténi a manipulace s latkou byl resveratrol
rozpustén v DMSO, nikoli v ethanolu) k docileni koncentrace 512 pl, nasledné byl roztok
rozfedén dvojndsobnou geometrickou fedici fadou na koncentrace 256 ul, 128 ul a 64 pl.
Pro kontrolu rastu poslouzilo 100 pl bujonu zaockovaného piislusSnym kmenem bakterii
a ke kontrole cistoty bylo pouzito 100 pl cistého bujonu. Kontrola zakalu obsahovala
98 ul bujonu a 2 pl resveratrolu.

Nasledné bylo piidano osm vybranych kment bakterie Staphylococcus aureus
(inokulum se zvySenim density o 0,5 McFarland stupné), jez byly zao¢kovany do fedici fady
bujond s resveratrolem a v kontrole ristu. Nasledné probéhlo méfeni pocateéni optické
density na pfistroji TECAN Infinite M200 pii 405 nm a poté byly kultivovany v termostatu
po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C. Po uplynuti doby probéhlo druhé méteni optické density
desti¢ek pti 405 nm. Poté bylo do vSech jamek ptidano 40 pul roztoku barviva Thiazolyl Blue

Tetrazolium Bromide o koncentraci 600 pl a zméfena opticka densita po obarveni pii 570 nm.

4.6. Priprava inokula kvasinek ve fyziologickém roztoku

Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim chloridu sodného v destilované vodé
na koncentraci 9 g/l (koncentrace odpovidajici osmotickému tlaku krevni plazmy).
Kvasinkové kmeny byly rozkultivovany 24 hodin pfedem Vv termostatu pti 25 °C. Po naristu
byly rozmichany vortexem, odebran vzorek do Eppendorfovy zkumavky a odstfedén
Vv centrifuze. Poté byl slit bujon a pfidadn fyziologicky roztok. Kultura byla celkem tfikrat
odsfedéna a prolita fyziologickym roztokem. Po tfetim opakovani byl roztok piidavan
do cistého fyziologického roztoku do navySeni density o 2 McFarlandy. Tato metoda
byla zvolena pro ptiblizeni se potravinovému modelu. Do vina ¢i mostu by byly pfidavany
mikroorganismy ve fyziologickém roztoku. Pozd€ji musela byt metoda modifikovana
pro inokulum mikroorganisma v bujonu. Zasobni kultury mikroorganismu byly uchovavany

v lednici.
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5. Vysledky

5.1. Vyvoj modelového (vinného) média

MRS bujon byl posouzen jako nejvhodné&jsi médium pro rast bakterii. Jeho tmava barva
vSak neumoziuje méfeni optické density, proto byla vytvofena smésna média.
Piipraveny smési: 250 ml SD + 25 ml MRS = MRS + SD
225 ml BHI + 15 ml MRS = MRS + BHI
Zaockované¢ sterilni smési byly kultivovany v termostatu po dobu 48 hodin pii 37 °C.
Poté byl vizualn¢ posouzen nariist na dné¢ zkumavky.

Tab. 4 RUst bakterii na rdznych typech bujonu

Bakterie
Bujon AO AE PD LB AA
MRS+SD XXX X XXX XXX 0
MRS+BHI XX X XX X
BHI XXX X XX X

Zdroj: autor

XXX — silny narlst, xx — stfedné silny nartst, x — slaby nardst, 0 — Zadny narast

AO - Acetobacter oeni, AE — A. estunensis, AA — A. aceti, PD - Pediococcus damnosus,

LB - Lactobacillus brevis

Nejlépe se projevil nartist Acetobacter oeni, druhy nejlepsi byl Pediococcus damnosus. Slaby
narust u Acetobacter estunensis a Acetobacter aceti byl pro dalsi pokusy nevhodny. K dal§imu méfeni

byl vyhodnocen, jako nejlepsi kmen, Acetobacter oeni.

Nértst bakterii v médiu obohaceném glukézou v mnozstvi 128 mg/ml byl méfen
spektrofotometricky na pfistroji Helios Epsilon pii vlinové délce 405 nm. Vysledky shrnuje
ptfiloha 6. Nepodatfilo se dokazat, Ze by ptidavek glukdézy do zkouSenych vzorkli vina

pozitivn€ ovlivnil rist mikroorganismil.

53



Po dobu 10 denni kultivace kvasinek ve ving s pifidavkem bujonu v termostatu pti 25 °C
bylo priibézné provadéno méteni na spektrometru Helios Epsilon pfi vinové délce 405 nm.

Tab. 5 Narust kvasinek v médiu vina a bujonu, mérena opticka densita

Obsah Datum méreni
bujonu SD 18.2. 19.2. 20.2. 23.2. 24.2. 25.2. 26.2. 27.2.

10% 0,427| 0,438 0,441| 0,451 0,455 0,465 0,467 0,468
20% 0,473| 0,485| 0,489| 0,785 0,791 0,826 0,824 0,84
30% 0,501| 0,518 0,716| 1,695 1,905 2,03 2,11 2,002
40% 0,542 0,572 1,247 1,526 1,549 1,587 1,6 1,604
50% 0,577| 0,634 1,483| 1,818 1,84 1,904 1,948 1,96
60% 0,616 0,81 1,707| 2,492 >2,590 >2,658 >2,647 >2,663
70% 0,648| 1,046| 1,927| 2,312 2,311 2,346 2,45 2,386
80% 0,692| 1,345| 2,058| 2,243 2,27 2,43 2,353 2,328
90% 0,739| 1,331| 2,123| 2,304 2,355 2,429 2,329 2,395
Kont. rdstu 1 0,739| 1,213| 2,126| 2,199 2,243 2,243 2,265 2,339
Kont. rlstu 2 0,795| 1,201 2,15| 2,301 2,246 2,286 2,286 2,308

Kont. Cistoty
1 0,424| 0,436| 0,435| 0,452 0,45 0,463 0,465 0,473

Kont. Cistoty
2 0,428 0,438 0,442 0,451 0,462 0,471 0,481 0,478

Zdroj: autor
Z tohoto pokusu byl stanoven optimalni ptidavek bujonu do vina pro Saccharomyces

cerevisiae, tedy 15 — 25 % SD. Toto mnozstvi bylo dale pouzito k dal$im testim.
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Po zjisténi vhodného ptidavku bujonu byl pfidan resveratrol. Sledoval se narGst

kvasinek a bakterii v médiu vina s bujonem proti médiu s ptidanym resveratrolem. Po dobu

24 denni kultivace v termostatu pii 25 °C bylo priabézné provadéno méifeni na spektrometru

Helios Epsilon pfi vinové délce 405 nm.

Tab. 6 Narust kvasinek v médiu vina a bujonu po pfidavku resveratrolu

Pfidavek Datum mérfeni
Inokulum SD 25.2. 26.2. 27.2. 2.3. 3.3. 5.3. 9.3. 11.3. 13.3.
15% 0,455| 0,467 | 0,472 0,54 0,63| 0,653| 0,709 0,728| 0,753
Kvasinky Sc 20% 0,474| 0,484| 0,499 0,77| 0,795| 0,883| 0,946| 1,017| 1,008
25% 0,49 0,51 0,552| 0,919| 0,953| 1,014| 1,143| 1,182| 1,222
Kont. ristu 0,793| 1,31| 2,097| 2,224| 2,227| 2,298| 2,336| 2,38 2,4
SD 0,792| 0,812 o0,818| 0,819| 0,826| 0,824| 0,829| 0,829 N
Kont. vino 0,405| 0,413, 0,418| 0,437| 0,436| 0,444| 0,455 0,46| 0,463
Cistoty vino +
SD 0,403| 0,418, 0,417| 0,439| 0,437| 0,442| 0,462| 0,471| 0,468
15% 0,505| 0,753| 0,769| 0,811| 0,841| 0,827| 0,853| 0,851| 0,889
Resveratrol 20% 0,469 0,48| 0,513 0,53| 0,526| 0,539| 0,645 0,68 0,779
25% | 0,483| 0,498| 0514| 0,618| 0,881| 0,956| 1,028| 1,112| 1,152
Zdroj: autor, N — neméfeno
Tab. 7 Narust bakterii v médiu vina a bujonu po pfidavku resveratrolu
Pridavek Datum méreni
Inokulum SD 26.2. | 27.2. 2.3. 3.3. 5.3. 9.3. 11.3. 13.3.
. 25% 0,396| 0,425 0,47| 0,501 0,56, 0,715| 0,764 0,809
T_kgi:ie 30% | 0,391| 0408| 0,535| 0,566| 0,638| 0,757| 0,796| 0,803
35% 0,384| 0,412| 0,625| 0,673| 0,763| 0,821 0,88 0,911
Kont. rdstu 0,384| 0,416| 0,537| 0,594| 0,645 0,73| 0,789 0,813
SD 0,385| 0,397| 0,401| 0,399| 0,407 0,419| 0,403 N
Kont. vino 0,405 0,41 0,428| 0,436| 0,431| 0,454| 0,456| 0,461
Cistoty vino +
SD 0,407 0,41, 0,431| 0458| 0,437| 0,453| 0,459| 0,459
25% 0,387| 0,426| 0,463| 0,475| 0,474| 0,565| 0,647| 0,675
Resveratrol 30% 0,386| 0,442| 0,524| 0,578| 0,648| 0,829 0,89| 0,936
35% 0,406| 0,548 0,763| 0,831| 0,911| 1,025| 1,084| 1,124

Zdroj: autor, N — neméfeno

V obou ptipadech nebylo zjisténo vyznamné ovlivnéni nariistu mikroorganismi vlivem

ptidavku glukosy do média. Béhem kultivace se projevilo zpétné vyrazeni resveratrolu, proto byla

pfidana dalsi rozpoustédla na zvySeni jeho rozpustnosti.
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5.2. Moznosti zvySeni rozpustnosti resveratrolu

V piedchozim testu kultivace kvasinek Saccharomyces cerevisiae (tabulka 6) i bakterii
Acetobacter oeni (tabulka 7) se vyskytl zakal zplsobeny vysrdZzenym resveratrolem.
Proto se pristoupilo k sérii pokusi o zvySeni rozpustnosti resveratrolu ve vin¢ a vinnych
mostech.

Pokusy s rozpousténim pozadovanych koncentraci samotného reveratrolu ve viné
amostu byly netspésné. Ve vzorku vina byl patrny naznak rozpous$téni, v mostu nikoli.
Pravdépodobné je to zplisobeno obsahem alkoholu ve ving. Po skon¢eni michdni byly vzorky
uloZeny v lednici, kde se po 24 hodinach opét vesSkery resveratrol vysrazel a usadil na dn¢.

Bylo vyzkouseno né¢kolik riznych rozpoustédel (ethanol, DMSO, Tween 80 %, PEG),
avsak vzdy po ptidani rozpusténého resveratrolu do vina ¢i mostu doslo k jeho opétovnému
vysrazeni.

Tab. 8 Zkouska rozpustnosti resveratrolu v rliznych médiich

2225ul mostu +250pl
(rsv rozpustén 1:1 v ethanolu :PEG)+25pl

rsv ¢ 850 pl/ml | inokula Po delsi dobé vysrazeni

2225ul mostu +250ul
rsv ¢ 1000 (rsv rozpustén 1:1 v ethanolu :PEG)+25pl Nejde rozpustit, zahtivani na 80 °C,
pl/ml inokula po chvilce stani vysrazeni

2225ul mostu +250pl
rsv ¢ 900 pl/ml | (rsv rozpustén 1:2 v PEG:Etoh)+25ul inokula Po delsi dobé vysrazeni

2225ul mostu +250pl
rsv ¢ 900 pl/ml | (rsv rozpustén 1:1,5 v PEG:EtOH)+25ul inokula | Nejde rozpustit

2225ul mostu +250ul
rsv ¢ 600 pl/ml | (rsv rozpustén EtOH)+25ul inokula Zahftivani na 80 °C, viditelny zakal

Zdroj: autor
Ani pifi pokusech se zménou pH mostu nebyl prokazan vliv acidity na rozpustnost
resveratrolu. Ptrechodného rozpusténi bylo dosazeno zahfivanim média na 80 °C

ovSem PO zchladnuti se resveratrol opét vysrazel.

Dale bylo zkous$eno vytvofeni komplexu resveratrolu s cyklodextrinem, ktery lze pouzit
ke zvyseni rozpustnosti nepolarnich slouc¢enin ve vodé. Vzhledem k nerozpustnosti komplexu
V bujonech a ethanolu bylo dale zkouseno rozpustit komplex v DMSO. Prostiednictvim
HPLC analyzy bylo uréeno mnozstvi resveratrolu v komplexu a podle toho byla pfepoctena
pozadovana koncentrace. Po kultivaci byla métena opticka densita ptistrojem TECAN Infinite
M200 pifi 405 nm, pro méfeni pifi pouZziti obarveni pomoci Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide byla vlnovéa délka zvySena na 570 nm do oblasti absorbance barviva. Vysledky

zobrazuji tabulky 9 a 10.
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Tab. 9 Narust Acetobacter oeni v médiu s pfidavkem 25 % bujonu SD, rozpustnost
resveratrolu v ethanolu a v DMSO

Datum méreni
Pridavek SD 25 % 17.3. 18.3. 19.3. 24.3. 25.3. 30.3.
A. oeni 25 % 0,399 0,412 0,427 0,548 0,59 0,78
A. oeni 25 % 0,418 0,438 0,442 0,62 0,604 0,751
A. oeni 25 % 0,401 0,423 0,43 0,553 0,565 0,684
RSV in Etoh 0,384 0,418 0,434 0,602 0,626 0,774
RSV in Etoh 0,421 0,433 0,453 0,601 0,627 0,783
RSV in Etoh 0,391 0,423 0,44 0,606 0,637 0,78
RSV in DMSO 0,396 0,441 0,458 0,494 0,494 0,529
RSV in DMSO 0,403 0,625 0,633 0,709 0,695 0,804
RSV in DMSO 0,399 0,491 0,518 0,613 0,59 0,747
Kontrola Cistoty (vino) 0,43 0,423 0,435 0,469 0,468 0,483
Kontrola rdstu 0,366 0,389 0,463 0,652 0,701 0,826

Zdroj: autor

Tab. 10 Narust Acetobacter oeni v médiu s pfidavkem 30 % bujonu SD, rozpustnost
resveratrolu v ethanolu a v DMSO

Datum méreni
Ptidavek SD 30 % 9.3. 10.3. 11.3. 13.3. 16.3. 30.3.
A. oeni 30 % 0,398 0,408 0,443 0,619 0,763 0,923
A.0eni30 % 0,404 0,415 0,439 0,607 0,73 0,86
A.o0eni30% 0,401 0,413 0,45 0,593 0,785 0,883
RSV in Etoh 0,394 0,45 0,461 0,59 0,797 0,974
RSV in Etoh 0,396 0,42 0,44 0,527 0,769 1,025
RSV in Etoh 0,398 0,425 0,44 0,555 0,761 1,082
RSV in DMSO 0,395 0,402 0,506 0,625 0,942 1,161
RSV in DMSO 0,393 0,406 0,477 0,603 0,945 1,179
RSV in DMSO 0,392 0,405 0,457 0,583 0,922 1,112
Kontrola Cistoty (vino) 0,416 0,38 0,424 0,421 0,442 0,498
Kontrola Cistoty (bujon) 0,377 0,421 0,391 0,379 0,388 0,407
Kontrola rastu 0,39 0,407 0,475 0,606 0,726 0,847

Zdroj: autor
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Pokus o vyfeseni problému rozpustnosti pomoci inkluzniho komplexu s cyklodextrinem
selhal stejné. Rozpustnost nebyla vyznamné zlepSena, i kdyZz koncentrace resveratrolu
Vv komplexu méfend pomoci HPLC a kvantifikovana pomoci linedrni kalibracni kiivky
(obr. 7), byla stanovena na 35,12 ug / ml komplexu.

Obr. 7 Kalibracni kfivka HPLC stanoveni obsahu resveratrolu v komplexu
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Zdroj: autor

5.3. Stanoveni MIC vybranych kmeni Staphylococcus aureus

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) bakterii Staphylococcus aureus byla pocitana

cvwr

jako nejniz8i koncentrace resveratrolu, ktera inhibuje > 80 % bakterialniho nardstu
V porovnani se sloupcem kontroly rastu.
Byla stanovena mikrodilu¢ni bujonovou metodou za pouziti MH bujonu, resveratrol

rozpustén v DMSO. Vysledna MIC byla pocitana v pg/ml.

Tab. 11 Stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace vybranych kmen( Staphylococcus aureus

Cislo kmenu
Opakovani 25923 29213 43300 33591 33592 | BAA976 Kl 1 Kl 2
1. 512 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
2. 256 256 512 512 256 >1024 512| >1024
3. 256 256 256 256 256 512 256 512
Vysledna MIC 256 256 512 512 256 >1024 512 >1024

Zdroj: autor
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Rovnéz bylo posuzovano mozné ovlivnéni rustu kvasinek samotnym DMSO, a pokud
je mozné ho piidavat k podpote rozpustnosti ve vy$$im nez, v mikrobiologii béZné uzivaném,
obsahu 1 %. Béhem kultivace v termostatu pti 25 °C byla pribézné méfena opticka densita

ptistrojem Helios Epsilon pfi vinové délce 405 nm.

Obr. 8 Graf vyhodnoceni vlivu DMSO na rlist kvasinek Zygosaccharomyces rouxii
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Zdroj: autor

Vysledky testu nepotvrzuji pozitivni vliv pfidini DMSO do média k podpofe ristu
kvasinek Zygosaccharomyces rouxii.
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6. Diskuse

Pro demonstraci kvasinek zptsobujicich kazeni vina byla dle reSerSe vybrana
Saccharomyces cerevisiae kultivovana na bujonu SD. MRS bujon byl navrhovan
jako nejvhodnéjsi médium pro rust bakterii. Jeho tmava barva vSak neumoznovala méfeni
optické density, potfebné pro stanoveni vsech testii. Byly k nému proto ptidany dalsi bujony
avytvorena smésna média. Pro praktické pokusy bylo posuzovano pét druhi bakterii
na téchto typech kultiva¢nich bujonti. Nejlepsi nartist na vSech ptudach projevoval Acetobacter
oeni, se kterym se dale pracovalo.

Pro podporu rustu mikroorganismti V médiu byla do pokusného zaockovaného vina
ptidavana glukoza v koncentra¢ni fad¢ od 16 do 128 mg/ml. V porovnani s kultivaci v ¢istém
viné bylo zjisténo, ze piidavek glukozy do zkouseného mostu ¢i vina neprojevili Gcinek
na jejich narist.

Nasledné bylo diskutovano pfidani bujonu SD. Do vzorkii vina byl proto piidan
SD bujon v postupném obsahu 10 — 90 % objemu celkového roztoku. Po kultivaci byl zjistén
optimalni ptidavek glukosy do média, ktery je pro kazdy druh specificky. Z této Skaly
byl v pokusu vybran optimalni ptidavek pro bakterie Acetobacter oeni v mnozstvi 20 — 30 %
a kvasinky Saccharomyces cerevisiae 15 — 25 % bujonu SD.

Po tpravach média se ptistoupilo k pfiddvani resveratrolu. Jedna se o ve vodé Spatné
rozpustnou latku. Samotny se ani ve vin¢ s obsahem bujonu nerozpoustél. Byl posuzovan
I ve vzorcich Cistého vina a mostu. Ve vzorku vina byl patrny naznak rozpousténi, v mostu
nikoli. V obou piipadech se ale vysrazel a usadil na dn&. Naznak rozpustnosti ve vinu je mozny
vysvétlit pFitomnosti ethanolu, jez se v jinych studiich s resveratrolem® pouziva jako rozpoustédlo,
patrng ale nebyla hladina ethanolu dostate¢né vysoka k udrzeni resveratrolu v rozpusténém stavu.

Byly provedeny pokusy sovlinénim pH mostu, nebyl vSak prokazan vliv acidity
na rozpustnost resveratrolu. Pfechodného rozpusténi se dosdhlo zahiivdnim média na 80 °C
ovSem po zchladnuti se resveratrol opét vysrazel.

Coz je vrozporu svysledky studie vedené Kolouchovou-Hanzlikovou (2004)
kde byl resveratrol rozpustén v ¢istém ethanolu na koncentraci 1 mg/l. Takto vznikly roztok
byl néasledné roziedén na pracovni koncentrace a mé¢fen HPLC v porovnani s ethanolovymi
roztoky z vyluhovanych ¢asti rostliny vinné révy. Také Filip et al. (2003) dokazuji, ze pfidani
vice nez 20 % ethanolu do vodného roztoku podporuje rozpustnost resveratrolu, poukazal

ale na to, ze mén¢ nez 10 % ethanolu rozpustnost neovlivituje. Také potvrdil, Ze rozpustnost

> (Kolouchova-Hanzlikova et al, 2004), (Filip et al, 2003), (Fabbrocini et al, 2011), (Chan et al, 2000)
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neni ovlivnéna teplotou. Rovnéz v dalsi studii (Fabbrocini et al, 2011) byl resveratrol Gspésné
rozpu$tén v deionizované vod¢ a nasledné vyextrahovan z gelu o teploté 4 °C za pouziti
¢istého (99 %) ethanolu. Dalsi studie (Chan et al, 2000) poukazuje na synergicky efekt
resveratrolu v pritomnosti ethanolu na potlaceni tvorby oxidu dusnatého (NO) makrofagy.
Zde byly také pouzity ziedéné roztoky alkoholu, které byly smichany s médii bunéénych
kultur.

Ve vyse zminénych pokusech se pracovalo pouze s Cistym ethanolem, nebo jeho
vodnym roztokem, zatimco v nasem piipadé byl resveratrol ve smési s etanolem piidavan
do neupraveného vzorku vina a mostu.

V dalsi sérii testti bylo pouzito rozpoustédlo DMSO s ethanolem, nepodafilo se vsak
zabranit opétovnému srdzeni ani po pifidani podpirnych rozpoustédel Tween a PEG.
Jak ukazuje tabulka 8, nepomohlo ani uziti smési ethanolu s PEG.

Pro dalsi postup bylo zvoleno vytvofeni cyklodextrinového komplexu,
kde byl resveratrol s ethanolem v poméru 1 : 1 navazan na oligosacharid cyklodextrin, bézné
pouzivany molekulovy pienase¢ v chemickém a potravinaiském pramyslu. Pfesny obsah
resveratrolu v komplexu byl stanoven vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC)
na 35,12 ug / ml. Rozpustnost vsak ani poté nebyla vyznamn¢ zlepSena.

V porovnani se studiemi ostatnich autori vypliva, ze nejlépe se resveratrol rozpousti
v ¢istém ethanolu, nebo DMSO. Pii nasi studii byla koncentrace ovlivnéna pfidanim
zkousSeného vina a mostu, v ndsledném roztoku se nam nepodatilo udrZet dostate¢né vysokou
hladinu ethanolu.

Pfi stanoveni minimdalni inhibi¢ni koncentrace bylo pouZzito 1 rozpoustédlo DMSO.
Nejdrive byl testovan jeho mozny vliv na podporu riistu mikroorganismi, jeZ by mohl zkreslit
stanoveni inhibiéniho G¢inku. Jeho vliv na nardst mikroorganismt V samostatném pokusu
s kvasinkami Zygosaccharomyces rouxii ale nebyl projeven. Dle obrazku 8 jeho vyssi
koncentrace spise brzdily rist téchto kvasinek.

DMSO je ale podle ostatnich studii povazovano za vhodné rozpoustédlo pro resveratrol,
napiiklad podle Chana (2002) v pokusech inhibujicich Staphylococcus aureus byla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentace 171 pl/ml resveratrolu s 1,7 % ptidavkem DMSO,
jez inhiboval 80 — 90 % rustu bakterie i P. aeruginosa byla inhibovana 342 ul/ml
resveratrolem za ptidanych 3,3 % DMSO. Samotné rozpoustédlo dle Chana nepusobilo
na zkousené mikroorganismy podplrnym ani inhibi¢nim U¢inkem. Podle jeho vysledkl
také pritomnost DMSO v kultivaénim médiu inhibovala rist dermatofytt, jiz 1 — 5 % obsah

rozpoustédla zplsobila 20 — 50 % inhibici pouZzitych druhii mikroorganismii. Také Pastorkova
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a kol. (2013) rozpousti resveratrol pfimo v DMSO a nasledné pfidava kultury bakterii
péstované na SD agaru s upravenym pH na hodnotu 3,5.

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) bylo provadéno mikrodilu¢ni
bujonovou metodou na bakterii Staphylococcus aureus, ktera jako bézny mikroorganismus
vyskytujici se na lidské kizi zplsobuje kontaminaci v mnoha odvétvich potravinarského

Cv v

bakterialniho narastu v porovnani se sloupcem kontroly riistu obsahujici zaoCkované médium
bujonu MH.

Vysledky ukazuji jako nejcitlivéjsi standartni kmeny ATCC 25923 a ATCC 29213
a ATCC 33592, které byly inhibovany jiz koncentraci 256 pl/ml. Druh4 nejniz$i inhibi¢ni
koncentrace resveratrolu 512 upl/ml inhibovala rist ATCC 43300 a ATCC 33591 spole¢né
s klinickym izolatem 1 z Prazské nemocnice Motol. Jako nejodolngjsi kmeny se projevili
ATCC BAAJ976 spolu s klinickym izolatem 2, kterych se nartst nezastavil ani pii pfekroceni
koncentrace 1024 ul resveratrolu v 1 ml bujonu MH.

Ziskané hladiny MIC jsou ve shodé s Pastorkovou a kol. (2013), kde byla MIC
resveratrolu proti kvasinkam a octovym bakteriim stanovena v rozmezi 256 — 512 pg/ml.
V jinych testech se inhibi¢ni UCinek resveratrolu objevil 1 proti dal§Sim organismim
(Helicobacter pylori pii koncentraci 400 ul/ml (Paulo et al, 2011)). Je také prokazan inhibi¢ni
ucinek proti vzniku bakterialnich biofilmi, jak dokazuje studie (Coenye et al, 2012),
ve které resveratrol dokazal potlacit rast Propionibacterium acnes jiz v subkoncentraci
0,32 % vodného roztoku.

Kvili finanéni a Casové narocnosti pfipravy stanoveni MIC byl pokus proveden
bez opakovani, vysledky vSak ukazuji inhibicni GO¢inek resveratrolu na bakterii

Staphylococcus aureus. Dalsi vyzkum proto pokracuje na Fakulté tropického zemédé€lstvi.
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7. Zaveér

Kontaminace vina byla demonstrovana kvasinkami Saccharomyces cerevisiae,
dale byly pouzity bakterie Acetobacter oeni stanovené z pokusu na n¢kolika druzich bakterii
v kultivaci na vice typech zivného média.

Pro podporu ristu bakterii byla pfidavana glukosa, ktera neprojevila pozitivni dopad
na jejich rust. Lepsich vysledkli se dosahlo pfidanim bujonu SD. Jako optimalni ptfidavek
bylo ur¢eno 20 — 30 % pro bakterie Acetobacter oeni a 15 — 25 % ptidaného bujonu
pro kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

Samotny resveratrol se nerozpoustél v mostu ani ve viné a nepomohlo ani pfidani
ethanolu jako rozpoustédla. Pfidani dalSich rozpoustédel (Tween 80 %, PEG) se rovnéz
ukazalo, jako netc¢inné. ZkouSena byla i rozpustnost v komplexu s cyklodextrinem. Timto
zptisobem ovsem také nebylo dosazeno vyznamného zlepseni.

Po sérii neuspésnych pokusti o rozpusténi v ethanolu bylo nakonec pouzito rozpoustédlo
DMSO. To jako samotné neprokdzalo zkreslujici vliv na rist mikroorganismi, a proto bylo
dale pouzivano pro stanoveni MIC.

Stanoveni MIC bylo provedeno mikrodilu¢ni bujénovou zkouskou. Kvuli finanéni
a Casové narocnosti ptipravy byl pokus proveden bez opakovani, vysledky vsak ukazuji
inhibi¢ni u¢inek resveratrolu na bakterii Staphylococcus aureus.

Nadale pokracuji prace na optimalizaci vlastnosti inkluzivniho komplexu resveratrolu
s cyklodextrinem. DalSi vyzkum proto pokracuje na Fakulté tropického zeméd¢lstvi a bude
pfedmétem budoucich doktorandskych praci. Zavérem lze konstatovat, Ze pies veSkeré

vzniklé komplikace se resveratrol stale jevi jako perspektivni alternativni konzervant.
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10.Prilohy

Priloha 1 Obsah hlavnich alkoholl ve viné

Alkohol Vzorec Primérny obsah v g/l
Metanol CH5;OH 0,015 az 0,30
Etanol CH;-CH,OH 60 az 150
Propan-1-ol CH;-CH,-CH,OH 0,03
2-metyl propan-1-ol H3C 0,08

/CH Sis CH:OH
H,C
H.C
3-metyl butan-1-ol T N CH—CH. —
¥ DU 0 _CH—CH;—CH,0H L
H,C
HiC
CH — CH,OH
2-metyl butan-1-ol _~CH; 0,15
H,C

Zdroj: (Taillandier & Bonnet, 2010)

Pfiloha 2 Inhibiéni koncentrace latek pro Zygosaccharomyces

Compound

Concentration

Acetic acid
Benzoic acid
Ethanol
Inhibitory pH
Sorbic acid
Sugar

Sulfur dioxide

>2.5% v/v

>1000mg/L

>20% v/v
<2 and >7

>800mg/L

>70% w/v

>3mg/L molecular

Zdroj: (Thomas & Davenport, 1989)
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Pfiloha 3 Vybrané druhy Lactobacillus a jejich charakteristika

Characteristic L. brevis L. hilgardii L. hunkeei L. plantarum
Ammonia from arginine + + - -
Catalase A + W !
Gas from glucose + + + —
Hydrolysis of esculin v - - +
Lactic acid from glucose DL DL L DL
Mannitol from fructose + + + -
Fermentation of:
Arabinose + - - v
Fructose + + + +
Lactose v Y - +
Mannitol — — + +
Maltose + + - +
Melezitose - v - +
Ribose + + - +
Sucrose \J A + +
Trehalose — — - +
Xylose v + - v

(+) 90% or more of the strains are positive; (—) 90% or more of the strains are negative; (v) variable
response of strains; (w) weak reaction.

Zdroj: (Kandler & Weiss, 1986), (Dicks & van Vuuren, 1988), (Pilone et al, 1991), (Edwards et al,
1993), (Edwards et al, 1998a), (Edwards et al, 1998b), upravil: (Fugelsang & Edwards, 2007)

Ptiloha 4 Vybrané druhy Pediococcus a jejich charakteristika

Characteristic P. damnosus P. parvulus P. pentosaceus
Ammonia from arginine - - +
Catalase - - v
Gas from glucose - - -
Hydrolysis of esculin + + +
Lactic acid from glucose DL DL DL

Mannitol from fructose — — _
Fermentation of:

Arabinose - - +
Fructose + + +
Lactose - - v
Mannitol - - -
Maltose v + +
Melezitose v - -
Ribose - - +
Sucrose v - -
Trehalose + v +
Xylose - - \

{(+) 90% or more of the strains are positive; (—) 90% or more of the strains are negative; (v) variable
response of strains.

Zdroj: (Garvie, 1986), (Pilone et al, 1991), (Weiss, 1992), upravil: (Fugelsang & Edwards,
2007)
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Ptiloha 5 Obsah vitamin(l ve viné a mostu a jejich doporucené denni davky

Doporuéena davka
¢ mg/den
Vitamin Most Vino
Hg/l Hgl/l ) T&hotn4
Muz | Zena B
Zena

B+ — Tiamin 500 stopy az 60 1,3 1.1 1,8
Bz - Riboflavin do 100 stopy az 100 16 1:5 1,6
B3 - Niacin 3.000 1.000 - 2.000 14 11 16
B~ WRysaiin 1,000 1.000 5 5 5
pantothenova
Bs - Pyridoxin 500 600 az 700 1,8 1,6 2
Bz — Biotin (H) 5 2az5 0,05
Bgs — Kyselina listova 2 2az10 033 03 0.4
B12 - Kobalamin stopy 0,1 24 24 2,6
C —Kyselina 50.000 1a2 10 x 10° 110 | 110 120
askorbova

Zdroj: (Dupin, 1981), (Dupin et al, 1992), (Martin, 2001)
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Pfiloha 6 Koncentracni rada glukosy

13.2. 16.2. 19.2. |24.2.
SC 128 | 0,422| 0,469| 0,466| 0,494
64| 0,459| 0,493| 0,517| 0,506
32| 0,443| 0,483| 0,491| 0,524
16 0,45| 0,497\ 0,491 0,53
SC 128 | 0,401| 0,472 0,448 |0,0471
64| 0,463| 0,484 0,487| 0,539
32| 0,433 0,48 | 0,486 | 0,509
16| 0,478| 0,481 0,489 | 0,514
8| 0,445| 0,486| 0,485| 0,552
4| 0,452| 0,486| 0,502| 0,527
2| 0,443| 0,487 0,495| 0,512
AO 128 | 0,443| 0,468| 0,486| 0,506 . i
25 pl inokula+ 2475 pl vina
64 0,45| 0,494| 0,506| 0,518 + glukoza
32 0,45| 0,499| 0,504 | 0,534
16| 0,459 0,502| 0,505| 0,531
8| 0,467| 0,506| 0,518| 0,553
4| 0,461| 0,503| 0,507 0,55
2| 0,468| 0,512 0,527| 0,555
AO 128 | 0,425 0,46 | 0,476 | 0,493
64| 0,468| 0,502| 0,512| 0,546
32| 0,451| 0,488 0,5| 0,523
16| 0,463| 0,485| 0,495| 0,541
1)cistota 128- do vina ptidana
glukoza, koncetrace 128 mg/ml 0,408 | 0,441| 0,45| 0,479
2)Cistota 128 0,395| 0,443| 0,452| 0,479
AO SD- zaockované vino, inokulum
pfipraveno v SD 0,453| 0,504| 0,511 | 0,527
AO fyzak- zaockované vino, inokulum
pfipraveno ve fyziologickém roztoku 0,459| 0,489| 0,512| 0,532
SC SD- zaockované vino, inokulum
pfipraveno v SD 0,45| 0,492 0,506| 0,531 | 25Hlinokula+2475 plvina
SC fyzak- zaockované vino, inokulum
pfipraveno ve fyziologickém roztoku 0,444 | 0,484 0,489| 0,532
Cistota 1- pouze vino 0,447| 0,489| 0,499| 0,523
Cistota 2 0,44| 0,483| 0,492 0,53

Zdroj: autor

SD- inokulum pfipraveno v SD bujonu
fyzak- inokulum pfipraveno ve fyziologickém roztoku
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Ptiloha 7 MIC nakultivovana destic¢ka pred obarvenim

Zdroj: autor

Ptiloha 8 MIC detail nakultivované desti¢ky pfed obarvenim

Zdroj: autor
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Pfiloha 9 MIC detail nakultivované desticky po obarveni

Zdroj: autor
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