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Abstrakt

Glutation ma dolezitu ulohu ako antioxidant pri oxidacii mustov bielych odrod.
Do istej miery obmedzuje hnednutie mustov, ma ochranny efekt na aromatické
latky azabranuje netypickému starnutiu vina. Je prekurzorom niektorych
aromatickych volatilnych thiolov. Jeho obsah v hrozne je ovplyvneny odrodou,
ro¢nikom azasobou Zivin v pode. Jeho obsah v musSte ovplyviiuje vystavenie
kysliku, aktivita tyrosinazy, dizka predfermenta¢nej maceracie a podmienky
lisovania. Jeho koncentracia pocas alkoholickej fermentacie koliSe. Glutation ma
synergicky efekt s oxidom siri¢itym na stabilitu vina a umoZnuje zniZenie jeho
davok. Cielené riadenie hladiny glutationu pocas vinifikdcie moze zvysit kvalitu
vysledného vina a diZku jeho skladovatelnosti.

KI'icové slova

Glutation, vino, hrozno, antioxidant.

Abstract

Glutathione plays important role as an antioxidant during the oxidation of white
grape musts. Up to certain level, it inhibits the browning of musts and exerts a pro-
tective effect on various aroma compounds during wine ageing. Glutathione
is a precursor of some aromatic volatile thiols. Glutathione content in grape berries
may vary according to cultivar, vintage and soil nutrients. Its concentration
in the must is influenced by oxygen exposure, tyrosinase activity, grape skin
maceration during the pre-fermentation period and pressing conditions. Its con-
centrations in wine are fluctuating during alcoholic fermentation. Application
of glutathione together with sulfur dioxide shows synergic effect on wine stability
permitting the use of lower sulfur dioxide doses. The judicious management of glu-
tathione levels during the winemaking trial can higher the final wine quality
and the length of its storage period.

Keywords

Glutathione, wine, grapevine, antioxidant.
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1 Uvod

Konkurencia medzi vinarstvami zintenziviiuje tlak na vyrobu vysoko kvalitnych
vin. Vina vyrobené z bielych odrdéd su citlivé na oxidaciu a hnednutie, ¢o spésobuje
stratu charakteristickej aromy a rozvoj netypického starnutia vina. Vinarstvo moze
ziskat naskok pred konkurenciou vdaka zvySovaniu audrzaniu kvality vina.
ZvysSenie obsahu glutatiénu vo vine mézZe pomdct dosiahnut tuto vyhodu, pretoze
chrani aromatické latky pocas zrenia vina (volatilné thioly, estery a terpény), je
prirodzeny antioxidant, brani rozvoju atypického starnutia vina a umozinuje znizit
davky oxidu siri¢itého (KRITZINGER 2012). Glutation ma pozitivny vplyv hlavne
na biele aromatické vina. Vo svete je ohl'adne tejto problematiky najviac skimana
odroda Sauvignon. My mame viacero dalSich aromatickych odrdd, pre ktoré
moZeme pozitiva vyuzit' (Palava, Devin, Milia, Muskat moravsky a iné).

Na zaklade praktickych pokusov boli identifikované faktory ovplyviiujice
obsah glutatiénu v hrozne (MAGGU et al. 2007) a preto by cielom vinohradnikov
malo byt prirodzené zvySenie koncentracie glutationu v dopestovanom hrozne
uprednostnené pred pridavanim latky do mustu alebo vina. Hladina glutatiénu sa
da ovplyviiovat aj pri vinifikacii, o ma vplyv na kvalitu a Zivotnost vyrobeného
vina. Kvasinky mo6Zu pocas alkoholickej fermentacie glutation syntetizovat alebo
spotrebuvat.

Niektori dodavatelia enologickych pripravkov ponuikaju zmesi vyzivy pre
kvasinky alebo iné preparaty obsahujuce glutation za i€elom zachovania zvySenia
koncentracie vytvorenych aromatickych latok vo vine. Pridavok glutationu
do mustu alebo vina je v sicasnosti stale diskutovany. Existujtce Studie o pridavku
glutationu su orientované hlavne na ochranu pred oxidaciou tichého vina,
menejna efekty pritomnosti GSH pocas alkoholickej fermentacie alebo
sekundarnej fermentacie pri vyrobe Sumivého vina tradi¢nou metédou (WEBBER
etal. 2014).

Za posledné dekady bolo vyvinutych viacero spoésobov analytického
stanovenia obsahu glutatiénu v muste a vine. VacSina z nich je vSak narocna na c¢as
a laboratorne vybavenie. VacsSina taktisto zistuje iba mnoZstvo redukovanej formy
glutationu (KRITZINGER 2012). Je preto potrebné vynajst rychlu metddu zistenia
obsahu glutationu ato jeho redukovanej aj oxidovanej formy, aplikovatelnd
na vel'ké mnozstvo vzoriek s dostatocnou presnostou.
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2 Ciel’ prace

Cielom tejto prace je vytvorit teoreticky zaklad pre problematiku glutatiénu
vo vinohradnictve a vinarstve, nakol'ko v ¢eskom alebo slovenskom jazyku nie je
dostatok dostupnej literatiry ktejto téme aide o dolezita latku v procese
zvySovania kvality a tym aj konkurencieschopnosti nasich vin. V tejto problematike
eSte stale existuje vela otazok, ktoré si vyZzaduju d'alsi prakticky vyskum. Tieto
otvorené témy uvadzam v zavere prace.

Ciel prace je definovany nasledovne:

e Sustredit informacie o obsahu a vyzname glutatiéonu v hrozne a vine.

e Spracovat poznatky o vplyve agrotechnickych zasahov vo vinohrade
a enologickych postupoch vo vztahu ku glutatiénu.

e Doporucit moZnosti vyuZitia glutatiénu v praxi.
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3 VSeobecny popis glutationu

Glutation je tripeptid (latka zloZena ztroch aminokyselin). Ma vyznam
pri respiracii buniek cicavcov aj rastlin, chrani bunky svojou redukciou
pred peroxidom vodika, €o je toxicky vedl'ajsi produkt mnoZstva metabolickych
reakcii, ktory rozlozi na peroxid avodu. SluZi ako sucast viacerych enzymov
(ENCYCLOPZADIA BRITANNICA ONLINE 2014).
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Obr. 1 Molekularna Struktuira (A) glutationu (GSH) a (B) glutatién disulfidu (GSSG)
Zdroj: WIKIPEDIA 2014.

Glutation tvori L-glutamat, L-cystein aL-glycin. Je to najviac sa vyskytujuci
neproteinovy vnutrobunkovy thiol v koncentraciach 0,2 - 10 mol.m-3. V bunke sa
vyskytuje vo svojej redukovanej (GSH) alebo oxidovanej forme (glutatién disulfid
GSSG) (Obr. 1). Viac ako 90% glutationu v bunke je vredukovanej forme. GSSG
vznika oxidaciou GSH. Spatna redukcia GSSG na GSH sa deje pri spotrebe NADPH
pomocou glutation reduktazy (KRITZINGER et al. 2013a). Tab. 1 obsahuje niektoré
chemické vlastnosti glutationu.

Je pouZivany vo farmaceutickom priemysle a ma potencidl byt pouZity aj
v potravinarstve a kozmetickom priemysle, avSak jeho pridavok do mustu pocas
vinifikacie nie je povoleny sucasnymi zakonmi (UGLIANO et al. 2011).
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Tab. 1 Chemické vlastnosti glutatiénu.
Molekulova hmotnost’ 307,32348 g.mol!
Teplota topenia 195°C
Rozpustnost’ Rozpustny vo vode, ale nie v nepolarnych rozpustadlach
Toxicita ORL-MUS LDso 5000 mg.kg!

Zdroj: U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE 2014.

3.1 Biochemické funkcie glutationu

Hlavné funkcie GSH su antioxidant, posiliiova¢ imunity a detoxikant (PASTORE
et al. 2003). V tkanive je GSH kl'dc¢ovy pri bioredukcii, ochrane voci oxidativnemu
stresu, detoxifikacii xenobiotik aendogénnych toxickych metabolitov,
enzymatickej aktivite a metabolizme siry a dusika (PENNINCKX 2002).

Glutation S-konjugaty su sucastou detoxifikacnych systémov Zivych
organizmov. Enzym glutatiéon S-transferaza (GST) katalyzuje konjugaciu GSH
s toxickymi latkami. GST nie je fuk¢éna bez staleho prisunu GSH (VUILLEUMIER
1997).

3.2 Biosyntéza a transport glutationu

Biosyntéza glutationu prebieha v cytosole v dvoch navaznych reakciach. V prvej je
syntetizovany y-glutamylcystein z L-glutamatu a cysteinu prostrednictvom
enzymu Yy-glutamylcystein syntetaza. V druhej reakcii je pridany glycin ku
y-glutamylcysteinu prostrednictvom enzymu glutatidon syntetaza. Obidve reakcie
sa deju za spotreby ATP (WIKIPEDIA 2014).

L-glutamat + L-cystein + ATP « L-y-glutamyl-L-cystein + ADP + Pi (1)
L-y-glutamyl-L-cystein + glycin + ATP < GSH + ADP + Pi 2)

Glutation moZe byt naviac prijimany aj zvonkajSieho prostredia bunky
do cytoplazmy a vakuoly, kde sa degraduje za vzniku y-glutamylovej skupiny (ta sa
prenasa na vhodné peptidy a aminokyseliny) a cysteinglycinu, ktory sa dalej
degraduje na jeho aminokyseliny, cystein a glycin (PENNINCKX 2002).

Rast kvasiniek a ich metabolizmus je podmieneny dostatkom sirnych
aminokyselin, ako su cystein, metionin, S-adenozylmetionin a glutation. Ak tieto
latky vo vyZive kvasiniek chybaju, bunka si ich musi syntetizovat z anorganickych
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sirnych komponentov (sirany, siri¢itany z mustu). Sirany kvasinka redukuje
na sulfidy a tie si zabudované do Struktury aminokyselinovych prekurzorov
O-acetylserinu a O-acetylhomoserinu, ¢o dava vznik cysteinu a homocysteinu,
ktory ja d’alej transformovany na metionin (FURDIKOVA a MALIK 2007). Schéma

sirneho metabolizmu vinnych kvas

iniek je na Obr. 2.
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Zdroj: SWIEGERS et al. 2005.

Metabolizmus siry v kvasinke.
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4 Obsah a vyznam glutatiéonu v hrozne

Biosyntéza GSH je rovnaka pre vSetky organizmy, ktoré ho obsahuju. Deje sa
v dvoch navaznych reakciach popisanych v kapitole 3.2. Pre obsah glutamatu je
potrebna asimilacia dusika z pody. Pre cystein je to sira (sirany). Pre vznik glycinu
je potrebna fotorespiracia. Zvysena hladina cysteinu pozitivne ovplyviiuje hladinu
GSH. Obsah GSH v listoch rastlin je vyssi na oslnenych listoch, nakol'’ko biosyntéza
glycinu vyZaduje svetlo. Tvorba GSH bola zistena aj v korenioch rastlin a je zavisla
na vyvojovom Staddiu jedinca aobsahu tazkych kovov a xenobiotik v pode
(NOCTOR a FOYER 1998).

Klimatické podmienky podmieniujuce zrenie hrozna vyrazne ovplyviiuju
hladinu GSH v hrozne (PONS et al. 2015). Obsah glutatiénu v hrozne je v rozmedzi
56-372 pmol.kg! (17-114 mgkg?l) vzavislosti od odrody, rocnika, polohy
vinohradu a pouZitej agrotechniky (CHEYNIER et al. 1989). GSH je syntetizovany
v cytosole a chloroplastoch rastlinnych buniek, ale mechanizmus jeho akumuléacie
v hrozne este nebol objasneny (RIBEREAU-GAYON et al. 2006). Rozdelenie GSH
v bobuli je 51% v duZine a 40% v Supke, o mdZe byt vyuZité pri predfermentacne;j
maceracii (PONS et al. 2015).

4.1 Zmena obsahu glutationu pocas zrenia hrozna

Obsah GSH sa zvySuje na zaciatku dozrievania bobul Vitis vinifera. Tento
narast bol zaznamenany pre biele, modré, semenné aj bezsemenné odrody. Silna
korelacia medzi akumulaciou GSH a rozpustnych latok pretrvava do doby, kedy
celkovy extrakt v bobuli dosiahne 16 °Brix, odkedy hladina GSH zostava stabilna
(ADAMS a LIYANAGE 1993) a viac ako 90% celkového glutatiénu je v GSH forme
(Obr. 3) (OKUDA aYOKOTSUKA 1999). Hladina GSH vbobuli rastie spolu
s curnatostou, ale neexistuje vztah s priemerom bobule alebo expoziciou strapca
(SUKLJE et al. 2012).
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Obr. 3 Zmeny koncentracie GSH a GSSG pocas zrenia hrozna odrody Cabernet Sauvignon v za-

vislosti na obsahu celkového extraktu v muste.
Zdroj: OKUDA a YOKOTSUKA 1999.

V bielych odrodach sa zvySovanie hladiny GSH deje na ziaciatku akumulacie
rozpustnych latok, ¢o sa zhoduje so zaciatkom druhej rastovej fazy bobule.
V modrych odrodach sa narast obsahu GSH deje pocas zaciatku vyfarbovania.
Akumulacia GSH v bobuli je vSeobecna vlastnost dozrievania bobule (ADAMS
a LIYANAGE 1993).

Stidium génovej expresie na zacdiatku zrenia bobule ukazalo, Ze GST (vid
kapitola 3.1) preukazuje expresiu rovnakych génov ako enzymy zodpovedné
za akumulaciu antokyanov, ktoré st tizko spojené s akumulaciou cukrov (TERRIER
et al. 2005). To vysvetluje ndhly narast koncentracie GSH po zamdakani. Bola
pozorovana silna pozitivna korelacia medzi koncentraciami GSH a celkovym
extraktom a takisto medzi koncentraciami GSH a cukru v bobuli (Obr. 4) (SUKLJE
etal. 2012).



Obsah a vyznam glutatiénu v hrozne 13

1204 Y=9.56192+3.78164"X . 0.24, Y=0.00559+0.00048261*X
1104 R’=0.88839 0.22 R’=0.95492 . .
100 _ 0.201 o n
90 < 0.18] e
£ o6 Cm
T 70 s 0.14 . st m
g 60 2 0.12] e
T 501 = 0.10] e
& 0] @ 0.08] e
304 0.06+ ==
20 004 =
10 0.02] w=f
0 ] T T T T T T T T T T T T T 1 0.00 o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Celkovy extrakt [*Brix] Cukry v bobuli [mg na bobulu]
Obr. 4 Vztah medzi koncentraciami GSH a celkovym extraktom v muste a medzi obsahom GSH

a cukrov v bobuli.
Zdroj: SUKLJE et al. 2012.

Akumulacia GSH v bobuliach na zaciatku dozrievania bobul je vd'aka floémovému
toku z produktivnych listov, kde sa koncentracia GSH zniZuje. Ide o prenos siry
vredukovanej forme zlistu do bobule. Obsah GSH vbobuliach je zavisly
na mnozstve dostupného dusika, vyjadritelnom ako kvasinkami asimilovatelny
dusik (YAN) v musSte. Hnojenie dusikom pocas nasady bobul vedie k mustu
so Sestkrat vysS$Sim obsahom YAN atym padom vysSSim obsahom cystein
konjugatovych prekurzorov a GSH (CHONE et al. 2006). To znamen4, %e obsah GSH
vmuste zhrozna dopestovaného pri nedostatku dusika je vyrazne niz$i ako
pri aplikacii hnojiva s obsahom dusika po odkvitnuti. Rovnaky ucinok ma aj
aplikacia listovych hnojiv s obsahom dusika (LACROUX et al. 2008).

4.2 Zmena obsahu glutationu pri strese

Zasoba vodou kra tieZ vplyva na akumulaciu glutatiénu v hrozne. Mierny
nedostatok vody je priaznivejsi pre jeho akumulaciu ako prudky stres z nedostatku
vlahy. PredCasné starnutie vina bielych odrod je c¢asto spojené so stavom
vinohradu a to hlavne pri nedostatku dusika a prudkom strese z nedostatku vlahy
(RIBEREAU-GAYON et al. 2006).

Zmena citlivosti rastlin na chlad suvisi s biochemickymi zmenami. ZniZenie
hladiny antioxidantov (kyselina askorbova, flavonoidy a GSH) koreluje so stratou
tolerancie ku chladu a mrazu (PUKACKI a KAMINSKA-ROZEK 2013).

Vonkajsi stres (chlad, prehriatie, vodny deficit a UV-C Ziarenie) zvySuje
biosyntézu Glut-3MH a Cys-3MH, prekurzorov vonnych thiolov v hrozne (vid
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kapitola 5.4). Pri strese sa degraduju polynenasytené mastné kyseliny a tvoria
derivaty, medzi ktorymi je hexanal a na neho konjugovany GSH. Bobule vystavené
UV-C Ziareniu tvoria GSH na detoxifikaciu vzniknutych derivatov (KOBAYASHI
etal. 2011).

Bobule hrozna napadnuté plestiou Botrytis cinerea vykazuju zvySenie tvorby
génov, ktoré su zahrnuté v oxidativnych stresovych reakciach, medzi ktoré patri
GST (vid’ kapitola 3.1) (AGUDELO-ROMERO et al. 2015). Hypersenzitivna reakcia
na napadnutie plestiou je vSak vyhodna pre nekrotrofné patogény akym je aj
Botrytis cinerea. Bunky napadnutej bobule produkujd reaktivne formy kyslika, ¢o
napomaha plesni kolonizovat tkanivo a preto antioxidanty zniZuju plesnové
infekcie (ASSELBERGH et al. 2007).

Listy z kra napadnutého virusovou vejarovitostou (GFLV) obsahuju vyssiu
hladinu GSH v priebehu zrenia hrozna. Virus v rastline sp6sobuje zvysenu hladinu
reaktivnych foriem Kkyslika, ¢o podmieniuje zvysSenu tvorbu GSH (vid' kapitola 5.2).
To umoznuje rastline vyssiu toleranciu voci virusu (SGHERRI et al. 2013).

Pri napadnuti chorobou ESCA hladina GSH v listoch klesa eSte pred objavenim
sa symptomov. S postupom choroby sa spotreba GSH v listoch zvySuje. Pomer
medzi GSSG a celkovym glutatiénom v listoch mierne klesa na zaciatku ochorenia
avyrazne stipa s jeho postupom. Aktivita GST je najvysSia vrannom Stadiu
infekcie a klesa s objavenim sa symptémov na listoch. Tieto charakteristiky mézu
byt pouZzité ako ranné indikatory ochorenia ESCA (VALTAUD et al. 2009).

4.3 Vplyv zelenych prac na obsah glutationu v hrozne

Suklje et al. 2013 urobili experiment, ¢i pomer plochy listovej steny k drode
ovplyvnuje koncentracie sekundarnych metabolitov vratane GSH v hrozne odrody
Sauvignon roc¢niku 2011 v Slovinsku. Porovnavali Urodu zkrov srbézne
vykonanymi zelenymi pracami (oseckovanie, redukcia strapcov a ich kombinacie).
Pomer plochy listovej steny kurode bol vintervale 0,63 az 1,85 mZkgl.
Koncentracia GSH v Cerstvom muste sa pocas zrenia hrozna pohybovala medzi 53
az 95 mgl! (Obr. 5). GSH sa hromadil vbobuli podobne ako cukry, jeho
koncentracia rastla so zrelostou. V dobe zamdikania (4.8.2011) neboli zistené
podstatné rozdiely v jeho obsahu medzi jednotlivymi prevedeniami zelenych prac.
V druhom merani (16.8.2011) sa zistila vysSia koncentracia na kroch, kde neboli
oseCkované letorasty aboli zredukované strapce hrozna. Pri tretom merani
(23.8.2011) mali najvysSiu hladinu GSH kry, kde neboli oseckované letorasty
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aneboli zredukované strapce hrozna. Zda sa, Ze oseckovanie letorastov zbrzdilo
syntézu GSH pri prvom merani. Pri zbere (30.8.2011) sa nepreukazal vplyv ani
redukcie strapcov hrozna, ani oseckovania na obsah GSH v muste. Kry, kde boli
oseckované letorasty a nezavisle na redukcii strapcov hrozna, preukazali postupny
narast koncentracie GSH pocas zrenia a pri zbere dosiahli jeho vyrazne vysSie
koncentracie (SUKLJE et al. 2013).

[ Osedkovanie, bez redukcie strapcov
Bez oseckovania, bez redukcie strapcov

120 7] | g8 Oseckovanie, redukcia strapcov '
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Obr. 5 Vyvoj koncentracie GSH v cerstvom muste pocas zrenia hrozna v zavislosti na r6znom
prevedeni zelenych prac.
Zdroj: Suklje et al. 2013.

Experiment pokracoval analyzou musStu ziskaného pri zbere (30.8.2011)
pred inokuldciou kvasinkami, teda po maceracii (50 mg.l! oxidu siri¢itého, tri
hodiny studenej maceracie) a vylisovani. Hodnoty koncetracie GSH klesli (Tab. 2),
¢o sa ocakavalo kvoli oxidacii pocas maceracie alisovania. Hodnoty
S-glutationyl-2-trans-kaftarovej kyseliny (GRP, vid’ kapitola 5.3.1) sa pohybovali
od 32,5 do 36,2 mg.l-l. Vyrazne vyssia koncentracia GSH v muste po spracovani sa
zistila vo variante bez oseckovania a s redukciou strapcov hrozna. Koncentracie
v mustoch zvySnych kombindacii prevedenych zelenych prac sa vyrazne nelisili.
Analyzoval sa aj obsah GSH vo vine po Styroch mesiacoch po nafl'askovani. Pokles
koncentracie bol vo vSetkych variantoch vel'ky a to o 77 aZ 82%.
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Tab. 2 Vplyv rozne prevedenych zelenych prac na koncentracie vybranych latok v muste po
macerdcii a lisovani a vo vine 4 mesiace po nafl'aSkovani.
Must pred inokulaciou kvasinkami Vino
Celkovy TitrovatelI'né
Zelené prace GRP GSH GSH
extrakt kyseliny pH
[mgl?] | [mgl?] | [mg.l]
[°Brix] [g.1]
Oseckovanie,
20,7 6,3 3,39 35,8 42,1 8,7
bez redukcie strapcov
Bez oseckovania,
21,4 6,0 3,37 32,5 38,1 7,4
bez redukcie strapcov
Oseckovanie,
21,4 6,3 3,41 36,2 41,6 7,4
redukcia strapcov
Bez oseckovania,
22,3 6,1 3,39 35,1 50,6 11,7
redukcia strapcov

Zdroj: SUKLJE et al. 2013.

Vo vine zmusStu snajvySSou koncentraciou GSH po maceracii a lisovani sa
senzoricky zistilo, Ze ma najintenzivnejSiu tropickd arému. Toto vino malo aj
najvyssSiu koncentraciu volatilného thiolu 3MH (vid’ kapitola 5.4), ¢o povrdzuje
rolu GSH ako jeho pro-prekurzoru. Takisto sa toto vino pri senzorickej skuske
celkovej kvality ohodnotilo ako najlepSie. Vacsi pomer listovej plochy ktrode
hrozna ma teda vyrazny vplyv na koncentraciu GSH v muste a tropicky prejav
odrody Sauvignon (SUKLJE et al. 2013).

Odlistenie v zéne strapcov nema vyrazny vplyv na koncentraciu GSH v bubuli
pocas zrenia (SUKLJE et al. 2012).
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5 Obsah a vyznam glutationu vo vine

Thiolova skupina cysteinu je zodpovedna za antioxidatné biochemické vlastnosti
glutationu, vd'aka ¢omu ma GSH hlavnua dlohu pri oxidacii mustu z bielych odréd
(LAVIGNE et al. 2007). Glutation ma vo vine a muSte ochranny efekt na viacero
Ziadacich voéni, obmedzuje tvorbu pripachov ado istej miery ajhnednucich
pigmentov (KRITZINGER 2012).

Medzi produkty metabolizmu kvasiniek patria nie len etanol, glycerol, dioly
a vysSie alkoholy, ale aj d'alSie latky ako kyseliny, estery, aldehydy, ketony a sirne
zliceniny. GSH ovplyviiuje tvorbu vysSich alkoholov, kyselin, esterov a acetatov
a to aj v Sumivych vinach (WEBBER et al. 2014).

Napriek faktu, Ze oxid siriCity je velmi efektivny priochrane vina
proti oxidacii a mikrobialnej nakaze, existuje rastuci trend zniZovania jeho davok
do vina kvdéli jeho alergickym vlastnostiam a zdravotnym nasledkom. GSH a oxid
siri¢ity maju synergicky efekt na zvySenie spotreby kyslika vo vine (FRACASSETTI
et al. 2013). Pridanie GSH umoZiiuje zniZenie davok oxidu siri¢itého do vina
a poskytuje vysSiu ochranu aromatickych latok vo vine v porovnani soxidom
siri¢itym (ROUSSIS et al. 2008). GSH sa mdZe naviazat na aldehydové zlaceniny
rovnako ako oxid siricity (SONNI et al. 2011).

5.1 Obsah glutationu vo vine

Glutation mo6Ze byt vo vine pritomny vo svojej redukovanej (GSH) alebo
oxidovanej disulfidovej forme (glutatiéon disulfid GSSG). Hodnota pH vo vine vSak
podporuje vyskyt GSH. Celkovy obsah glutatiéonu vo vine je lepSim indikatorom
antioxida¢ného potencialu glutatiénu ako obsah iba jeho GSH formy (WEBBER
etal. 2014).

Koncentracia GSH v muste je v rozsahu od nedetekovatelnych koncentracii az
po viac ako 100 mgl! aje ovplyvnena viacerymi faktormi ako su vystavenie
kysliku, aktivita tyrosinazy, dizka predfermentaénej maceracie a podmienky pocas
lisovania (MAGGU et al. 2007).

Metédy na zistenie obsahu glutationu v musSte avine su zaloZené
na vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii (HPLC, CE a UPLC) s pouzitim
réznych detektorov. Na spravne stanovenie GSH v muste alebo vine je nevyhnutna
deaktivacia oxidazovych enzymov a pritomnost inertnej atmosféry, nakolko je
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GSH rychlo zoxidovatelny. Oxid siri¢ity deaktivuje oxiddzové enzymy, ale nie je
vhodné ho pouzit pri stanoveni GSH prostrednictvom HPLC-FLD
(s fluorescencnou derivatizaciou). Efektivna je priprava vzoriek v inertnej
atmosfére pomocou studeného dezoxidovaného metanolu, kedy je inhibovana
oxidacia aspotreba GSH je zredukovana. Tato metéda ukazala dobru
opakovatelnost, reprodukovatel'not’ a linearitu pre stanovenie GSH v muste alebo
vine. Obsah GSH je stabilny v musSte vyrobenom z hrozna uskladneného najviac
desat’ dni pri teplote 4°C (JANES et al. 2010).

V zavislosti na kvalite hrozna, zvySenie hladiny GSH v musSte pocas
predfermentacnej maceracie sa pohybuje od 2 do 55% ato vprvych dvoch
hodinach maceracie (PONS et al. 2015).

LARCHER et al. 2013 porovnavali vplyv oxidativnej areduktivnej
predfermentacnej maceracie na obsah GSH v mustoch odrdd Miiller Thurgau (19
mustov) a Sauvignon (32 mustov) ro¢niku 2012 ztalianskej oblasti Trentino
(Obr. 6). Po oxidativnej maceracii obsahovali musty odrody Miiller Thurgau iba
zanedbatelné mnoZstvo GSH a menej ako 10 mg.l?! odrody Sauvignon. Musty
z reduktivnej maceracie obsahovali 1,64 - 28,7 mg.l! (Miiller Thurgau) a 4,44 -
45,4 mg.l-1 GSH (Sauvignon).
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Obr. 6 Porovnanie koncentracia GSH v mustoch odréd Miiller Thurgau a Sauvignon po oxi-

dativnej a reduktivnej predfermentacnej maceracii.
Zdroj: LARCHER et al. 2013.

Koncentracia GSH vo vyslednom vine moZe byt nizSia, rovnaka alebo vySsia
ako vmuste ato vhodnotach od nedetekovatelne nizkych az po 70 mg.l1
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(KRITZINGER 2012), v priemere 12,5 mg.]-! (JANES et al. 2010). Koncentracia GSSG
je pocas alkoholickej fermentacie nizka ato menej ako 2 mgl! (KRITZINGER
2012). OKUDA aYOKOTSUKA 1999 skumali vyvoj koncentracie GSH, GSSG
a etanolu pocas alkoholickej fermentacie odrody Cabernet Sauvignon (Obr. 7).
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Obr. 7 Zmeny koncentracie etanolu, GSH a GSSG pocas alkoholickej fermentacie odrody Caber-

net Sauvignon.
Zdroj: OKUDA a YOKOTSUKA 1999.

Lisovanie rmutu v dusikovej atmosfére je vhodnejsie pre zachovanie vysSej hladiny
GSH (PONS et al. 2015).

Findlna koncentracia GSH vo vine moéZe byt ovplyvnend metabolizmom
kvasiniek S. cerevisiae pocas alkoholickej fermentacie (stres z nedostatku dusika
alebo siry, oxidativny stres, detoxifikacia tazkych kovov). Predpoklada sa, Ze GSH,
ako vnutrobunkova zlozka, je uvolmovany autolyzou kvasiniek a méze byt
prijimany aj naopak z mimobunkového priestoru do bunky. To moZe viest
Kk fluktujacim Kkoncentracidam GSH pocas fermentacie (KRITZINGER 2012). Bol
objaveny transportér GSH sekrécie v Saccharomyces cerevisiae, o znamena, Ze
kvasinky moZu GSH aj aktivne vylucovat (DHAOUI et al. 2011). Koncentracia GSH
v kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae dosahuje hodnoty az do 10 mM
a hmotnostny podiel GSH v suSine kvasiniek 0,5 az 1% (PENNINCKX 2002).

Experiment so syntetickym vinom pri pouziti dvadsiatich komercnych
kmenov kvasiniek dokazal vyrazné rozdiely hladiny GSH v prekvasenom médiu.
Pri pouZiti tychto kmenov kvasiniek v muste sa vysledky niekedy nezhodovali.
Dévody rozdielnej koncentracie GSH vo vyslednom vine su stale nevysvetlené, ale
pravdepodobne je to kvoli metabolickej komplexite muStu. Mnoho metabolitov je
z kvasiniek pri alkoholickej fermentacii bud prijatych alebo wuvolnenych,
v zavislosti na komplexnych, nelinearnych interakcidch medzi ich zaliatocnym
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obsahom v muste, genetickej vybave kvasieniek a mnoZstve vlastnosti okolia, ktoré
ovplyvnuju rast kvasiniek ako su teplota, pH a osmoticky tlak (KRITZINGER
etal. 2013a).

Vina vyrobené reduktivnou technolégiou (menej ako 0,3 mg.l? rozpusteného
kyslika prijatého pocas lisovania) obsahuju viac GSH v muste aj hotovom vine ako
pri oxidativnej metéde. Hrozno z mechanizovaného zberu, pri ktorom je
rozpustené vyssie mnozstvo kyslika, vykazuje nizsie hodnoty GSH v muste (DU
TOIT et al. 2007). Samotok obsahuje viac GSH v porovnani s lisovanymi frakciami
(MAGGU et al. 2007). Pri zreni vina v sude klesa hladina GSH vo vine pomalSie, ked’
je ponechané na jemnych kvasni¢nych kaloch. To je zaprifinené redukénym
potencidlom kvasiniek, ktory zabranuje oxidacii GSH. Spotreba GSH vo vine je
rychlejsia, ak vycirené vino zrie v novych sudoch, kde je oxidacny efekt silnejsi
vd'aka Cerstvému drevu (LAVIGNE et al. 2007). Toto zistenie je v protiklade
s experimentom KRITZINGER et al. 2013c, ktori dosli kzaveru, Ze vplyv
kvasni¢nych kalov na zachovanie GSH vo vine pocCas zrenia je zanedbatelny a Ze
GSH uvol'neny autolyzou kvasiniek je nepravdepodobny.

Vina exponované niZSej hladine kysliku pocas zrenia vo flasi, preukazuju
vyssSiu koncentraciu GSH v porovnani svinami vystavenymi vys$Sim hladinam
kyslika (UGLIANO et al. 2011).

Obsah GSH klesa pocas zrenia vina vo flasi, ale vina zrejice na jemnych
kvasni¢nych kaloch udrzuju vys$siu hladinu GSH (UGLIANO et al. 2011). Obsah GSH
vo vine vyznamne koreluje s obsahom celkového asimilovateného dusika v muste
(PARK et al. 2000).

To znamend, Ze vyvoj GSH pocas tvorby vina sa moZe vyrazne menit
a jeho koncentracia moze byt ovplyviiovanad vindrom obmedzovanim oxidacie
pocas celej vinifikacie, zrenia a skladovania vina (KRITZINGER 2012).

5.2 Vyzivovy a oxidativny stres kvasiniek

Glutation je doleZity metabolit pre rozmnozovanie kvasiniek pocas fermentacie a je
potencialnym zdrojom dusika asiry. Je =zahrnuty v mnoZstve stresovych
mechanizmov Saccharomyces cerevisiae ataktieZ moZe mat rolu pri udrZiavani
zakladnych bunkovych funkcii ako napriklad Struktdrnej identity (WEBBER
etal. 2014).

Saccharomyces cerevisiae pouZzivaju metionin, cystein alebo GSH ako vyhradny
zdroj siry (ONO et al. 1988). GSH je syntetizovany z cysteinu a pri jeho degradacii
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umoziuje opatovny vznik cysteinu. Slizi ako zasobnik cysteinu a teda siry v bunke
kvasinky. 90% GSH poolu méZe slizit ako zdroj endogénnej siry v pripade jej
nedostatku (ELSKENS et al. 1991).

Glutation sluzi aj ako zasobaren dusika. Pri jeho nedostatku v bunke kvasinky
sa viac ako 90% GSH presunie do vakuoly, kde sa z neho spotrebuje maximalne
90%. GSH teda sluzi aj ako zasobna latka, ktord sa mobilizuje do vakuoly pocas
nedostatku. Tu sa hydrolyzuje pre zisk aminokyselin, L-glutaminu, L-cysteinu
a glycinu (PENNINCKX 2002).

Aerdbne organizmy trpia oxidativhym stresom spdsobenym reaktivnymi
formami kyslika (superoxid, peroxid vodika a hydroxylovy radikal) a preto musi
byt ich hladina udrZiavana prostrednictvom antioxida¢ného systému (STIPEK
2000). GSH je dolezitou ochrannou molekulou voci oxidativnemu poskodeniu.
S reaktivnymi formami kyslika reaguje neenzymaticky, je priamo zoxidovany na
GSSG (WIKIPEDIA 2014). Odbtranie peroxidu vodika sériou reakcii je zndme ako
askorbat-glutationovy cyklus (Obr. 8). Askorbat a GSH sa pri tomto cykle

nespotrebovavaju (NOCTOR a FOYER 1998).
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Obr. 8 Askorbat-glutationovy cyklus, kde GR = glutatién reduktiza, DHAR = dehydroaskorbat
reduktiaza, MDHAR = monodehydroaskorbat reduktaza, APX = askorbat peroxidaza.
Zdroj: NOCTOR a FOYER 1998.

GSH moze byt konjugovany aj na xenobiotika a tazké kovy reakciou katalyzovanou
glutation S-transferazou (GSH + RX — GS-X + RH). Glutation S-konjugaty su
nasledne vylucené do vakuoly bunky (LI et al. 1996).
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5.3 Antioxidac¢na aktivita glutationu

Hnednutie ako oxidativny proces zhorSujuci senzorické vlastnosti vina moze byt
vysledkom enzymatickej oxidacie, ktord sa deje v muste, alebo neenzymatickej
oxidacie, ktora sa deje pocas zrenia vina v ¢ase (OLIVEIRA et al. 2011).

5.3.1 Enzymaticka oxidacia

Enzymaticka aktivita v muStoch bielych odréd prednostne oxiduje
hydroxySkoricové kyseliny aich estery skyselinou vinnou (kyselina kaftarova
a kumarova), hlavné fenolické zluceniny duZiny bobule. Chindény vzniknuté
z kyseliny Kkaftarovej aktivitou lakdzy su nestabilné a nachylné vstapit do jednej
z dvoch reakcii (Obr. 9). Vprvej reakcii tieto velmi reaktivne chinény mézu
kondenzovat sinymi fenolickymi zldc¢eninami (flavonoidmi) za vzniku
polymerizovanych produktov (RIBEREAU-GAYON et al. 2006). Ich farba je ZIta aZ
hneda v zavislosti na stupni ich kondenzacie (SINGLETON 1987). Chindny su
taktieZ nachylné reagovat so silne redukujicou molekulou akou je GSH. Tato
reakcia produkuje bezfarebny derivat, S-glutationyl-2-trans-kaftarova kyselina,
znamy ako Grape Reaction Product (GRP) (SALGUES et al. 1986). Tento derivat nie
je oxidovatel'ny tyrosinazou a farba mustu sa tak nemeni. Hnednutie mustu bielych
odrdd je teda zavislé na koncentracii glutatiéonu. Tyrosinaza, oxidaza zo zdravého
hrozna, je aktivna ale nestabilna pri pH mustu, optimum jej aktivity je pri pH 4,75.
Teploty nad 55°C a pridavok oxidu siri¢itého viac ako 50 mg.l1 denaturujd jej
enzymatickd aktivitu. Aplikdcia bentonitu do mustu redukuje rozpustnu frakciu
tyrosinazy. Oxidac¢né reakcie tyrosinazy su vel'mi rychle, spotreba kysika v muste
je az 2 mg.l-L.min"! oproti 1-2 mg.-..defi-! vo vine (RIBEREAU-GAYON et al. 2006).

Ak bolo hrozno napadnuté plestiou Botrytis cinerea, obsahuje plestiovy enzym
lakaza, ktory je stabilny pri pH mustu a odolejnejsi voci oxidu siri¢itému ako
tyrosinaza. Lakaza je schopna zoxidovat' GRP a GSH tak uZ neméze viazat chindén.
Lakaza oxidaciou dokaZe v porovnani s tyrosinazou vytvorit vacSie mnozstvo
hnedych kondenzacnych produktov z rovnakého mnozstva fenolickych zlucenin.

Pri vysSich hladinach GSH moZe byt chinén ¢iasto¢ne zredukovany na fenol
fixaciou druhej molekuly GSH. Tento novy derivat uz nie je oxidovatel'ny lakdzou
a oxidacia snaslednym hnednutim st tak limitované (SALGUES et al. 1986).
Aktivita oxidu siri¢itého v muSte z hrozna napadnutého hnilobami je pomalSia.
Lakazu denaturuje teplota nad 50°C, ale aplikacia bentonitu jej aktivitu zniZuje len
minimalne (RIBEREAU-GAYON et al. 2006).
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Obr.9 Oxida¢né mechanizmy v muste a vplyv GSH: (1) derivaty kyseliny vinnej a hy-
droxyskoricovych kyselin, (2) chinén, (3) GRP, (4) chinoén.
Zdroj: SALGUES et al. 1986.

Rychlost spotreby kyslika v muStoch bielych odrdéd apovaha vytvorenych
produktov zavisi na pociatocnej koncentracii kyseliny kaftarovej, GSH, kyseliny
askorbovej a flavonoidov v muste (RIBEREAU-GAYON et al. 2006). Odroda a hlavne
podmienky dozrievania hrozna ovplyviiujui pomer medzi kyselinou kaftarovou
a GSH vmuste. V muste bohatom na GSH a kyselinu askorbovi sa kyselina
kaftarova najrpv redukuje kyselinou askorbovou a ked’ je tato vyCerpanag, kyselina
kaftarova reaguje s GSH a tvori sa GRP. Farba mus$tu sa meni zo zelenej na béZovu,
ale nedochadza k hnednutiu. V muste chudobnom na GSH a kyselinu askorbovu je
spotreba kyslika rychlejSia atvori sa velké mnoZstvo chin6énov. Dochadza
k hnednutiu mustu s narastom oranZovych odtieniov. Chinény kyseliny kaftarovej
kondenzujui sinymi flavonoidmi a GRP, ktorych koncentracia klesd (RIGAUD
etal. 1990).
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5.3.2 Neenzymaticka oxidacia

Pridavok 10 mg.l-! GSH do vina odrody Sauvignon pocas fl'askovania vyrazne zniZzil
zlty odtien vina pocas trojrocného zrenia v porovnani s kontrolnou vzorkou
(DUBOURDIEU a LAVIGNE 2004). To zvysilo zaujem o schopnost' GSH chranit’ biele
vina pocas zrenia vo fl'asi, kedy hrozi neenzymaticka oxidacia fenolickych zlic¢enin
(kyselina kavova ajej estery, katechin, epikatechin, kyselina gallovd) za vzniku
polymerizovanych zoxidovanych produktov tvoriacich hnedy pigment, ktory
negativne koreluje s kvalitou vina (KRITZINGER 2012). Tato schopnost je
nezavisla na teplote a pritomnosti medi alebo Zeleza vo vine (SONNI et al. 2011).

5.4 Vplyv glutationu na aromatické latky vo vine

MnoZstvo aromatickych latok vo vine nie je priamo z hrozna, ale su tvorené pocas
alkoholickej fermentacie vd'aka primarnemu (zakladnému) alebo sekundarnemu
kvasinkového metabolizmu (STYGER et al. 2011).

GSH inhibuje pokles obsahu volatilnych esterov (izoamylacetat, etylhexanoat,
etyloktanoat, etyldekanoat) aterpénov (linalool, o-terpineol) v bielych vinach
pocas skladovania. U¢inok je zavisly na mnozstve pridavku GSH, overené bolo
mnozstvo 20 mgll GSH (PAPADOPOULOU aROUSSIS 2008). Nizsie hladiny
volného oxidu siric¢itého (35 mgl1) spridavkom 20 mg.l?! GSH a pripadne aj
kyseliny kavovej, su efektivnejSie v ochrane esterov a terpénov ako vyssie hladiny
oxidu siri¢itého nad 50 mg.ll. Ochranny efekt GSH na niektoré estery a terpény
pocas skladovania vina sa pripisuje jeho volnej SH skupine, ktora poskytuje
jedine¢né redoxné a nukleofilické vlastnosti (ROUSSIS et al. 2008).

Pridavok zmesi GSH, kyseliny kdvovej a gallovej pomaha chranit’ estery a iné
volatilné latky aj v mladom cervenom vine (kvetova a ovocnad aréma) pri nizkej
hladine vol'ného oxidu siri¢itého a m6Ze nahradit ¢ast' jeho typicky pridavaného
mnozstva. Ochranny efekt pridanej zmesi je vd'aka ich antioxidacnym vlastnostiam
(ROUSSIS et al. 2013).

Volatilné thioly (4MMP, 3MH, 3MHA) st obzvlast citlivé ma oxidaciu pocas
skladovania a GSH je dolezity pri ich ochrane. Predfermenta¢na maceracia zvySuje
koncentraciu prekurzorov vonnych thiolov v muste. Vplyv odrody na ich
koncentraciu je vacsi neZz rola dostupnosti kyslika pri maceracii (LARCHER
et al. 2013). Bolo vyvinuté usilie na objasnenie biogenézy tychto molekul
ana spOsob zvySenia ich koncentracie v muste avine (TOMINAGA et al 1998).
Predfermenta¢né pridavky GSH do musStu sposobuju niZSie koncentracie
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odrodovych thiolov v hotovom vine odrody Sauvignon, vhodnejsie nacasovanie je
pridavok GSH do hotového vina (PATEL et al. 2010). Pridavok 10 mgl! GSH
do vina odrody Sauvignon pri flaSkovani sposobil vyrazne vysSiu hladinu 3MH
v porovnani skontrolnym vinom po uplynuti troch rokov zrenia vo flasSi
(DUBOURDIEU a LAVIGNE 2004). VSeobecne pre biele vina, pridavok 20 mg.l-1 GSH
pri flaskovani zabezpeci vyssiu hladinu 3MH pocas skladovania vina (UGLIANO
et al. 2011). Ked'Ze GSH je tieZ thiol, m6Ze superit s aromatickymi thiolmi pri vazbe
na 0-chinény a nasledne znizovat' stratu odrodovej vone (TIRELLI et al. 2010).

Odrodové volatilné thioly 4MMP (buxus, Cierne ribezle) a 3MH (grapefruit,
mucenka) sa nenachadzaju vhrozne ako volné thioly, ale st uvolniované
pocas alkoholickej fermentacie znevolatilnych prekurzorov (SWIEGERS et al.
2007). Cys-3MH bol identifikovany ako prekurzor 3MH v muste odrody Sauvignon
(TOMINAGA et al 1998) a neskor Glut-3MH ako pro-prekurzor Cys-3MH (THIBON
et al. 2011). Molekuly Glut-3MH a Cys-3MH boli identifikované aj v muste odrody
Miiller Thurgau (LARCHER et al. 2013). Ako prekurzory 4MMP boli identifikované
Cys-4MMP a Glut-4MMP (FEDRIZZI et al. 2009). Obr. 10 zobrazuje biosyntézu 3MH
z glutationylovych pro-prekurzorov.



Obsah a vyznam glutatiénu vo vine 26

H o]
_- OH x
/K(\/KN/\TN/ﬁl + H
H,N o} 0

Glutation trans-2-hexenal

Glutation S-transferaza

\/\/\/OH

x(\/k L,N/\/ o

-(hexan-1- ol) glutatlon = Glut-3MH

y-Glutamyl transferdza

\/\(\/OH

S
. N /}rOH
2
o) (0]
S-3-(hexan-1-ol)-L-cysteinylglycin
Karboxypeptidaza
\/\(\/OH
S B-lyéza \/\]/\/OH
OH SH
H?N/L( ,
o 3-merkaptohexan-1-ol = 3MH

S-3-(hexan-1-ol)-L-cystein = Cys-3MH
Obr.10  Biosyntéza 3MH z glutationylovych prekurzorov, kde sa posledny krok deje pocas alko-

holickej fermentacie
Zdroj: KOBAYASHI et al. 2010.

GSH moze byt zdrojom sirovodika vo vine tvoreného pri alkoholickej fermentacii,
pretoZe cystein moZe byt degradovany desulfhydrazou za tvorby sirovodiku. GSH
moZe prispievat azZ do 40% sirovodiku uvol'neného kvasinkami s deficitom YAN
v prostredi obsahujucom sirany (HALLINAN et al. 1999). Bolo dokazané, Ze vina
odrody Sauvignon s pridavkom GSH pri flaSkovani nahromadili vy$Sie mnoZstvo
sirovodiku pocas zrenia vo fl'asi v porovnani s vinami bez pridavku GSH. Tento
efekt bol zosilneny pri nizkych hladinach kyslika a pritomnosti vacsSich
koncentracii medi. Je to kvoli antioxidac¢nej aktivite GSH, ktora sposobuje redukcéné
podmienky, ktoré podporuju tvorbu sirovodika (UGLIANO et al. 2011).
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5.5 Netypické starnutie vina

Pridavok 10 mg.l-1 GSH do bieleho vina odrody Sauvignon pri flaskovani dokazalo
obmedzit' tvorbu pripachov netypického starnutia vina (sotolon, 2-AAP) pocas
troch rokov skladovania (Tab. 3). Vino s najvyssim obsahom GSH malo najmenej
Zltych pigmentov a oxidativnej arémy azachovalo si ovocnost vyhodnotenu
koncentraciou 3MH (DUBOURDIEU a LAVIGNE 2004).

Tab. 3 Vplyv pridavku GSH na netypické starnutie vina.

Kontrolné Pridavok 10 Prah
Pripachy netypického starnutia vina
vino mg.l1 GSH vnimatel'nosti
Sotolon [ug.l1] 9 3 8
2-AAP = 2-aminoacetofendn [ng .11] 215 125 500 -1500

Zdroj: DUBOURDIEU a LAVIGNE 2004.

Bez pridavku GSH by sotolon presiahol prah vnimatelnosti. Ukazalo sa, Ze GSH
vyrazne zniZil hodnotu aj 2-AAP, ¢o dokazuje vplyv GSH na obmedzenie tvorby
latok netypického starnutia vina.

5.6 Malolakticka fermentacia

Existuje vel'mi malo odbornej literatiry na tato problematiku (KRITZINGER 2012).
Zistilo sa, Ze pridavok GSH do vina s nizkou hodnotou pH podporil rast baktérii
Oenococcus oeni a zrychlil proces malolaktickej fermentacie (RAUHUT et al. 2004).
Pokus s piatimi cervenymi vinami odrody Merlot ukazal, Ze obsah GSH
po malolaktickej fermentacii bud’ zostal rovnaky alebo klesol. Zaznamenal sa
pokles obsahu celkového glutationu o 21-36% (MARCHAND a DE REVEL 2010).

5.7 Sumivé vina

Sumivé vina spridavkom GSH do mustu obsahuji mensie koncentracie
acetaldehydu. Ten je tvoreny pocas alkoholickej fermentacie ako rezidualny
produkt primarneho metabolizmu kvasiniek alebo mikrobialnou oxidaciou etanolu
pri aerébnych podmienkach. Obsah GSH v muSte napomaha redukcii acetaldehydu
na etanol (WEBBER et al. 2014).
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Pridavok GSH nema za nasledok zniZenie obsahu metanolu v Sumivom vine
(WEBBER et al. 2014). Je tomu tak preto, lebo metanol pochadza z hydrolyzy
pektinu z hrozna pocas fermentacie a koncentracia pektinu je zavisla na dizke
predfermenta¢nej maceracie ana dizke kontaktkného ¢asu pektinu s polymetyl
esterazami (RIBEREAU-GAYON et al. 2006).

Pridavok GSH do zakladného vina napomdha vyskytu spontannej
malolaktickej fermentacie, zniZuje koncentraciu fenolickych latok, ma synergicky
ucinok soxidom siri¢itym vjeho antioxidacnej funkcii, co umozZiuje priaznivé
zniZenie pridavku oxidu siri¢ittho do zakladného vina pred sekundarnou
fermentaciou (WEBBER et al. 2014).

Obsah GSH v Sumivom vine nie je ovplyviiovany mnoZstvom GSH pridaného
do mustu alebo zakladného vina a teda je podobny ako pri tichych bielych vinach.
Koncentracia GSH vo vyslednom Sumivom vine, do ktorého bol GSH pridany
vo faze mustu alebo zakladného vina, je nizZsia ako jeho pridavok. Tento fakt mo6ze
byt vysvetleny jeho reakciou s O-chindnmi pri tvorbe 2-S-glutationylkaftarove;j
kyseliny alebo jeho intereakciou s kvasinkami. NajvysSia koncentracia celkového
glutationu je v Sumivom vine, do ktorého bol GSH pridany vo faze mustu. Obsah
celkového glutatiéonu v Sumivom vine vykazuje silnd koreldciu s mnoZstvom
volatilnych latok, ale nie je tu vztah s GSH. To znamena, Ze celkovy glutatién je
lepSim indikatorom obsahu glutatiéonu ako jeho GSH forma (WEBBER et al. 2014,
KRITZINGER 2012).

Obsah celkového glutationu v Sumivom vine ma silne negativnu korelaciu
s kyselinou kavovou (r = -0,84), kumarovou (r = -0,84), ferulovou (r = -0,69),
celkovymi fenolmi (r = -0,88), etyldekanoatom (r = -0,78) as Cs (r = -0,76) a C1o
(r = -0,81) mastnymi kyselinami. TaktieZ existuje mierna negativna korelacia
s koncentraciou volného oxidu siri¢itého (r = -0,47). Na druhej strane vykazuje
silni pozitivhu korelaciu s 2-fenyletanolom (r = 0,73), 3-metyl-1-butanolom
(r=0,87) a dietyl sukcinatom (r = 0,8) (WEBBER et al. 2014).

Pridavok GSH do muStu ma vyznamnej$i uc¢inok na tvorbu priaznivych
aromatickych a fenolickych latok Sumivého vina ako pridavok do zakladného vina.
Avsak pridavok GSH do zakladného vina zachova vyssiu hladinu vol'ného oxidu
siri¢itého. Pridavok 10 mg.l'1 GSH do musStu je dostatoCny na zabezpecenie niZsich
koncentracii kyselin kavovej, kumarovej a ferulovej vo vyslednom Sumivom vine.
Pridavok 10 mg.l1 GSH do musStu a 10 mg.I'! GSH do zakladného vina je optimalnou
vol'bou pre tvorbu Sumivého vina skvalitnejSou arémou aniZ$im obsahom
fenolickych latok (WEBBER et al. 2014).
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6 Exogénny pridavok glutationu

Glutation je v hrozne, je produkovany kvasinkami pocas fermentacie a enologické
pripravky na baze inaktivovanych kvasiniek ho obsahuju taktiez. Podlla
Nariadenie Eurdpskej Komisie ¢. 606/2009 z 10. jula 2009, ktorym sa ustanovuju
urcité podrobné pravidla uplatiiovania nariadenia Rady (ES) ¢. 479/2008, pokial
ide o kategérie vinarskych vyrobkov, enologické postupy a uplatnitelné
obmedzenia, glutation nie je medzi povolenymi pridavkami do mustu alebo vina.
Toto nariadenie vymenuva povolené enologické postupy pre vyrobu vina v ramci
EU. Exogénny pridavok glutatiénu sa vSak medzi danymi latkami nenachadza
a preto je pri vinifikacii zatial' nutné pracovat iba s jeho prirodzenym obsahom vo
vini¢i. Nariadenie povol'uje pouZitie preparatov z bunkovych stien kvasiniek a to
v mnoZstve najviac 40 g.hl-..

Medzindrodna organizacia pre vini¢ a vino (OIV) v Medzinarodnej zbierke
enologickych praktik a Medzinarodnom enologickom kédexe glutation taktiez
neuvadza ako povolené aditivum pri vinifikacii. Aktualne st v pripomienkovom
konani (etapa 5) navrhy Styroch rezolucii tykajucich sa glutationu, ktoré smeruju
k hlasovaniu ¢lenskych Statov (Tab. 4).
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Tab. 4 Navrhy rezolucii OIV ohl'adne pridavku glutatiénu.

Rezolucia Predmet Ucel Sposob pouzitia
Pridavok pocas ziskavania
mustu a na zaciatku
alkoholickej fermentacie,

OENO-TECHNO | Pridavok GSH Obmedzenie oxidacie
zabezpecit dostato¢nud hladinu
10-445 do mustu a hnednutia mustu.
YAN pre zabranenie spotreby
glutatiéonu kvasinkami.
Maximalna davka 20 mg.1-1.
Ochrana aromatickych latok
vo vine (hlavne thiolov).
Pridavok pocas skladovania
OENO-TECHNO | Pridavok GSH Obmedzenie netypického
alebo pri flaskovani vina.
10-446 do vina starnutia a zltnutia bielych
Maximalna davka 20 mg.1-1.
a ruzovych vin pocas
skladovania.
Obmedzenie oxidacie
Pridavok Pridavok neaktivnych suchych
aromatickych latok
neaktivnych vinnych kvasiniek s obsahom
kvasinkového metabolizmu
suchych GSH aspoii 8 mg.g! a to na
(thioly) a zvySenie tvorby
OENO-TECHNO | vinnych zaciatku alebo pocas
esterov pocas alkoholickej
13-532 kvasiniek alkoholickej fermentacie,
) fermentacie mustov bielych 5 L
s vysokym zabezpecit dostato¢nu hladinu

obsahom GSH

aruzovych odréd.

Obmedzenie hnednutia

YAN pre zabranenie spotreby

do mustu. glutatiénu kvasinkami.
mustu.
Pridavok
neaktivnych
Pridavok neaktivnych suchych
suchych Obmedzenie oxidacie
vinnych kvasiniek s obsahom
OENO-TECHNO | vinnych aromatickych latok
GSH aspon 8 mg.g' a to na
13-533 kvasiniek kvasinkového metabolizmu
zaciatku zrenia alebo pocas
s vysokym (thioly) a Zltnutia vina.

obsahom GSH

do vina.

skladovania vina.

Zdroj: OIV 2015.

V plane OIV na rok 2015 je dokoncenie horeuvedenych navrhov rezolucii, ¢o

potvrdzuje doleZitost problematiky.
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6.1 Enologické preparaty obsahujtuce glutation

Na trhu je v sucasnosti mnozstvo enologickych preparatov na baze neaktivnych
suchych vinnych kvasiniek s obsahom glutatiénu (GSH enriched inactive dry yeast
GSH-IDY), ktoré by mali zvySit senzoricka stabilitu vin vdaka ich schopnosti
vyprodukovat vyssiu hladinu GSH vo vyslednom vine. Medzi pozitivne vplyvy sa
radia zachovanie svieZosti a aromatickych latok, zvySenie plnosti vina, zniZenie
horkosti vina, zvySenie koloidnej stability, zlepSenie procesu alkoholicke;j
fermentacie, prediZzenie skladovatelnosti naflaskovaného vina aspomalenie
oxida¢nych procesov a hnednutia (POZO-BAYON et al. 2009). Existujui preparaty
pre biele, ruzové aj cervené vina. Komercne dostupné su produkty spoloc¢nosti
Lallemand, Laffort, Springer Oenologie a Enartis, ktorych priklady st uvedené
vTab. 5. ZloZenie takychto preparatov najCastejSie obsahuje bunkové steny
kvasiniek, amoénne soli (sulfat, fosfat), vitaminy (tiamin), mikrokryStalicku
celulézu, deaktivované kvasinky obohatené o aminokyseliny a polysacharidy
a mannoproteiny z bunkovych stien kvasiniek.
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Tab. 5 Niektoré komerc¢ne dostupné enologické preparaty obsahujuice glutation.

Pouzitie Produkty Uéinky

DYNASTAR®, BIOACTIV®,
SUPERSTART®, NUTRISTART®,

Escorces OF®, Helper 60®, — ZlepSenie stavby kvasinkovych membran,
Helper®, Milieu Total®, Genesis asimilacie dusikatych zlucenin,
Native®, GO Ferm Protect®, metabolizmu, rastu, rehydratacie, odolnosti
VylepSenie Fortiferm®, Fermaid E®, voci osmotickému Soku a etanolu.
alkoholickej | Nutrient Vit®, Nutrient Vit — Prevencia tvorby sirovodiku.
fermentacie Blanc®, Nutrient Vit End®, — ZniZenie rizika rastlinnych ténov.
Maxaferm®, Actimax PLUS®, — Ochrana aromatickych latok.
Actimax XL®, Actimax VIT®, — Adsorbcia toxickych latok.
Actimax Bio®, NUTRICEN®, — ZlepSenie senzorickych vlastnosti vina.
NUTRICEN PLUS®,
FERMISTAR®

— Komplexna vyziva pre Oenococcus Oeni.
Atout Malo MBR®, Atout

Vylepsenie — Napomaha rychlemu rastu baktérii a ich
Malo®, Opti’MaloPlus®,

malolaktickej prezitiu.
ActiML®, Bactiv-aid®, Actimax

fermentacie ® — Rychlejsia malolaktickd fermentacia.
oeni

— ZniZenie rizika neziadtcich baktérii.

— ZvySenie sladkosti a zniZenie horkosti vina.

— Eliminacia adstringentnych polyfenolov.
BIOLEES®, MANNOSTAB®,
— Stabilizacia kyseliny vinne;j.
Genesis Fresh®, Genesis
— Antioxidacné vlastnosti.
Prime®, Genesis lift®, Fermaid

VylepSenie E blanc®, OptiRED®,
kvality vina OptiWHITE®, Red Style®,
White Style®, Mannovin®,

— UdrZanie sviezej vone a farby bielych
aruzovych vin.

— Rychle uvol'nenie mannoproteinov do vina.
— Obmedzenie tvorbu pripachov.
Extraferm®, Super Bouquet®, N 5 i i
— ZvySenie Struktiru vina.
Super Bouquet Plus® i i L .
— Odstranenie toxickych zli¢enin z mustu

a vina.

Zdroj: POZO-BAYON et al. 20009.

Komercné prepardty sa vyrdbaju ztepelne inaktivovanych kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae, ktoré boli kultivované v koncentrovanom cukrovom
médiu v aerébnych podmienkach. Ide o neaktivne kvasinky (ziskané tepelnou
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inaktivaciou pred suSenim), kvasinkové autolyzaty (vnutrobunkovy obsah je
uvolneny vakuolovymi enzymami pred tepelnou inaktivaciou), bunkové steny
alebo telda kvasiniek (nerozpustné zlozky bunkovych stien okrem cytoplazmy)
a kvasinkové extrakty (rozpustny extrakt po uplnej degradacii cytoplazmy) (POZO-
BAYON et al. 2009).

Inak ako sa ocakavalo, kvasinkovy extrakt ako rozpustny extrakt cytoplazmy
(a GSH ako zloZka cytoplazmy) neobsahuje GSH. Najviac GSH spomedzi GSH-IDY
prepardtov obsahuju kvasinkové lyzaty a to aZ 4,6 mmol v 100 g preparatu
(TIRELLI et al. 2010).

Kontrolné aj GSH-IDY obohatené vina maju obsah celkového glutationu
maximalny hned’ po ukonceni alkoholickej fermentacie a to v poradi 8 a 16 mg.I'1.
GSH-IDY obohatené vino obsahuje omnoho viac aminokyselin a peptidov. To viedlo
k hypotéze, Ze vyssi obsah dusika v GSH-IDY obohatenom muste stimuluje tvorbu
GSH kvasinkami pocas alkoholickej fermentacie. Nepreukazal sa vSak Statisticky
vyznamny rozdiel vobsahu GSH vo vyslednych vinach (ANDUJAR-ORTIZ
et al. 2012). Pridavok GSH-IDY preparatov do vina preukazal ochranny efekt na
terpény (linalool, o-terpineol, B-citronellol a nerol) pocas skladovania vina.
Preparaty uvol'nili do vina GSH, ale ochranny efekt nebol len vd'aka tejto molekule.
Podiel'ali sa na tom aj iné sirne zliceniny a peptidy obsahujice metionin, tryptofan
a tyrozin kvasinkového povodu, ktoré mali antioxida¢ny efekt (RODRIGUEZ-
BENCOMO et al. 2014).

ANDUJAR-ORTIZ et al. 2010 vyhodnotili efekt pridania GSH-IDY preparatov
do ruZového vina odrody Grenache ro¢niku 2008 vinifikovaného priemyselne
v 10 000 litrovom tanku. Preparat bol pridany podla doporucenia vyrobcu
(20 g/hl1) pred alkoholickou fermenticiou. Po dokvaseni boli vina vycirené,
stabilizované, naflaSkované a skladované pri 12°C. Vysledky potvrdili zniZenie
straty volatilnych latok pocas skladovania vina vo fl'asi (Tab. 6). Tento efekt autori
pripisuju nielen obsahu GSH v preparate a jeho uvolneniu do vina, ale aj d'alsSim
latkom obsiahnutym v preparate.
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Tab. 6 Percentualne zmeny koncentracii volatilnych latok vo vinach skladovanych 1 a 9
mesiacov.
Zlucenina Kontrolné vino [%] | Vino s pridavkom GSH-IDY [%]
Estery
Etyl propanoat 61 100
2-metylpropanolacetat 31 53
Etylbutanoat 43 73
2-metyletanolbutanoat 100 148
Izoamylacetat 33 100
Etylhexanoat 44 66
Hexylacetat 34 53
Heptylheptanoat 50 59
Etyloktanoat 100 50
2-fenyletanolacetat 86 100
Alkoholy
1-butanol 57 100
1-hexanol 60 100
Cis-3-hexén-1-ol 67 100
Terpény
a-terpinén 146 170
Linalool 100 165
Citronelolacetat 100 53
Mastné kyseliny
Cs 142 100
Cio 169 100
Ostatné
2,3-butandion 100 24
Furfural 359 100
y-butirolaktén 63 100

Zdroj: ANDUJAR-ORTIZ et al. 2010.

Pridavok GSH-IDY preparatov v davke 0,3 g.I'1 do syntetického vina zvysil hladinu

GSH o0 1 aZ 2 mg.I'1 po pol hodine po pridani (KRITZINGER 2012). Obsah GSSG vSak

ukazal vel'ku variabilitu medzi jednotilvymi preparatmi, ¢o dokazuje dolezitost

rozliSovania medzi GSH a celkovym glutatibnom, pretoZe iba jeho redukovana

forma ma antioxida¢né vlastnosti (KRITZINGER et al. 2013b).
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Nacasovanie pridania GSH-IDY preparatov pocas vinifikacie vedie k roznym
vyslednym Kkoncentracidam GSH vo vine. Rozdiel medzi koncentraciou GSH
v kontrolnom a skiSobnom vine, kde boli preparaty aplikované sucasne
s inokulaciou kvasinkami alebo vjednej tretine alkoholickej fermentacie, je
7 az 8 mg.ll. To je priblizne Styri azZ patkrat viac ako mnoZstvo GSH uvolneného
priamo z GSH-IDY preparatu. Ziviny z preparatu (volné aminokyseliny, peptidy
apod.) pridané pri inokulacii kvasinkami alebo po uplynuti jednej tretiny
alkoholickej fermentacie vedd kzvySenej produkcii GSH ajeho uvolneniu
z kvasiniek do vina. Pridavok v poslednej tretine alkoholickej fermentacie uz
nevykazuje Ziadne navySenie GSH, nakol'ko kvasinky uZ pridané Ziviny nevyuZziju.
Iné vysvetlenie je zaloZené na fakte, Ze kvasinky v priebehu prvej tretiny
alkoholickej fermentacie prednostne prijimaju Ziviny zpridavku GSH-IDY
preparatu pred samotnym GSH (KRITZINGER et al. 2013b). Tieto vysledky su
vrozpore sANDUJAR-ORTIZ et al. 2012, ktori nezistili vyznamny rozdiel
koncentracie GSH vo vyslednom vine s a bez pridavku GSH-IDY preparatov.

COMUZZO et al. 2015 vyhodnotili, Ze pridavok GSH-IDY preparatov do vina sa
spraval vel'mi podobne ako oxid siricity. Je vel'mi aktivny pri vychytavani vol'nych
radikdlov (DPPH) apomerne dobre chrani farbu vina pred hnednutim
pri skladovani.

GSH-IDY preparaty by mali zvySit obsah GSH bud' jeho uvolnenim do vina
alebo umoZnenim asimilacie GSH prekurzorov kvasinkami pocas alkoholickej
fermentacie pre zvySenie tvorby GSH. AvSak potrebna optimalna davka a efekty
inych enologickych parametrov ako teplota, oxid siricity a pH zostavaju nezname
(KRITZINGER et al. 2013b).
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glutationu v praxi

KedZe exogénny pridavok glutationu do mustu alebo vina nie je povoleny, je
potrebné jeho hladinu zvySovat cielenymi agrotechnickymi zasahmi uz
vo vinohrade. To je dolezité hlavne pri vyrobe aromatického bielehé vina.
Na zaklade vysledkov doterajSich experimentov sa dajd formulovat nasledujice
doporucenia:

e Dobré zasobenie pody dusikom pre dosiahnutie optimdalnej hodnoty YAN
v muste.

¢ Hnojenie dusikom pocas nasady bobul.

e Dostatok siry v listoch od zaciatku druhej rastovej fazy bobule.

¢ Prinedostatku dusika alebo siry v pode je moZné pouZitie listovych hnojiv.
e Vyvarovat sa viac¢Siemu stresu z nedostatku vlahy.

e Dostatocny obsah glutationu v rastline priaznivo vplyva na odolnost
voci chladu a plesiovym infekciam.

e Obsah glutatiénu v liste je mozné pouZit na diagnostiku GFLV virusu (zvySena
hladina) a choroby ESCA (pokles pred objavenim sa symptémov).

e Co najvacsi pomer listovej plochy k tirode (az 1,85 m2.kg') je priaznivy nielen
pre vysSiu koncentraciu glutationu v muste, ale aj na vyS$$i obsah 3MH
volatilnych thiolov vo vine (Sauvignon).

e QOdlistenie v z6ne strapcov nema vyrazny vplyv.

e Mechanizovany zber hrozna ma negativny vplyv na obsah glutatiénu
(oxidacia).

Pocas vinifikacie je povolené pouzitie enologickych preparatov na baze bunkovych
stien kvasiniek, ktoré obsahuju glutation. Ak ich vinar nechce pouZit, méze vyuzit
niektoré z nasledujicich doporuceni, ktoré maju za ciel’ zachovat alebo zvysit kon-
centracui glutatiénu pocas vinifikacie. To ma priaznivé efekty hlavne proti enzy-
matickej (hnednutie mustu) aj neenyzmatickej (predc¢asné starnutie vina) oxidacii
a pozitivne vplyva na zachovanie aromatickych latok vo vine pocas skladovania
(estery, terpény, volatilné thioly).
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e V celom procese vinifikacie dbat na minimalizaciu oxidacie.

e Uprednostnenie reduktivnej maceracie pred oxidativnou.

e ZvySenie hodnoty YAN v pripade jeho nedostatku.

¢ Lisovanie v dusikovej atmosfére.

e Samotok obsahuje najviac glutationu v porovnani so zvySnymi frakciami.

e Kvasinky mo6Zzu glutation syntetizovat pri alkoholickej fermentacii, je tu vplyv
kmena kvasiniek.

e Obmedzit stresové podmienky pre kvasinky (pH, teplota, nedostato¢na vyzi-
va).

e Nadmerny obsah glutationu moZe sp6sobit’ pritomnost sirovodiku, tento efekt
zosil'uje pritomnost’ vyssich koncentracii medi.

e Vina vyrobené reduktivnou technolégiou maju vyssiu konentraciu glutatiéonu.

e Pri zreni vina v sude je vhodné ponechat ho na jemnych kvasni¢nych kaloch.

e Zrenie v novych sudoch rychlejsie spotrebuje glutatiéon ako v starsich.

¢ Pri dostatocnej koncentracii glutatiénu je mozné zniZzit' davky oxidu siricitého
(antioxida¢né vlastnosti glutationu).

o Synergické efekty proti oxidacii ma aj obsah glutationu a kyseliny askorbovej.

e Najvyssia koncentracia glutatiénu v Sumivom vina sa dosiahne pridavkom glu-
tationu (preparaty) do zakladného vina vo faze mustu.

e Najviac glutationu spomedzi povolenych preparatov obsahuju kvasinkové
lyzaty.
e Pouzitie preparatov s glutationom ma pozitivny vplyv na zachovanie aro-

matickych latok vo vine pocas skladovania, vhodné je preparaty pridat' v prve;j
tretine alkoholickej fermentacie.

Uvedené doporucenia pri pestovani hrozna sa zhoduju so vSeobecnymi zasadami
pre produkciu kvalitnej suroviny. Spolu s popisanymi enologickymi postupmi je
mozné aj bez exogénneho pridavku glutatiénu vyrobit kvalitné biele vino, ktoré si
zachova svoje aromatické 1atky aj pocas dlhSieho skladovania vo fl'asi.
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Praca prinaSa uceleny prehlad problematiky glutationu vo vinohradnictve
a vinarstve, ktora stale ponuka témy na vyskum a je teda mozné na nu nadviazat aj
vdiplomovej praci sexperimentom. Uvadzam niektoré témy na prebadanie,
ktorych objasnenie by prispelo k rozvoju tohto odboru.

Vinohradnicky vyznamné nevysvetlené javy zahfnaja okrem inych aj otazky,
Ci sa glutation syntetizuje v listoch alebo aj v bobuliach hrozna, alebo aky je cielene
dosiahnutel'ny interval hodnét obsahu glutationu v hrozne.

Dalsi prakticky vyskum je potrebny pre vysvetlenie viacerych aspektov
glutationu vo vine, hlavne na vysvetlenie vplyvu kmena kvasiniek, pridavkov
glutationom obohatenych enologickych preparatov ahladin kysliku pocas
vinifikdcie na vyslednu hladinu glutationu vo vine. Odborna literatira takisto
nedostatocne popisuje vyznam glutatiénu pri malolaktickej fermentacii, rolu
glutationu ako prekurzoru sirovodiku pri zreni vina, prispevok glutationu
na prevenciu tvorbu fenolickych polymérov pri pouZiti s oxidom siricitym.

Je potrebné vyhodnotit metabolizmus GSH viacerymi kmenmi kvasiniek
na molekularnej urovni, aby sa kvantifikoval povod glutationu zhrozna
a alkoholickej fermentacie zo syntézy kvasinkami.

Existuje hypotéza, Ze vol'né aminokyseliny stimuluju tvorbu GSH kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae. Viacero autorov aminokyseliyn pouZivaju na zvySenie
hladiny GSH vo vine, ale ide vZdy len o jeho vntitrobuknovi formu (POZO-BAYON
et al. 2009 a WEN et al. 2004). Nakol'ko bol nedavno objaveny Gex1, GSH/protén
antiport kvasiniek transportujuci GSH do extracelularneho priestoru (DHAOUI
et al. 2011), exsituje iba malo informacii ako a pri akych podmienkach je GSH
vyluCovany von z bunky kvasinky.

Sucasny pokrok v analytickych technoloégiach a metédy s kratkym casom
analyzy avysokou presnostou umoznuju vykonavanie rutinnych analyz obsahu
glutationu (celkového alebo jeho redukovanej formy) vo velkom pocte vzoriek, ¢o
moZe priniest velki hodnotu vyskumu role glutationu vo vinohradnictve
a vinarstve.

Vyznam ziskanych vedomosti o mozZnosti pouZitia glutationu pre zvySenie
kvality vina stipne, ak sa tato latka stane povolenym aditivom pri vinifikacii.
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