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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo popsat zpracovani vinné révy a vyrobu ¢erveného vina, zame-
fit se na fazi jableCno-mlécného kvaseni a charakterizovat diacetyl, latku udavajici maslové
aroma a chut’ vinu, a metody jeho stanoveni. V experimentalni ¢asti bylo metodou HPLC
stanovena koncentrace diacetylu ve vzorcich vina dvou odrid (Cabernet Moravia

a Zweigeltrebe) a popsana zavislost jeho mnozstvi na pribéhu jablecno-mlééného kvaseni.

Kli¢ova slova: vyroba vina, jable¢no-mléc¢né kvaseni, diacetyl, HPLC

ABSTRACT

The aim of this thesis was to describe processing of grapes and red wine production,
focus on malolactic fermentation and characterize diacetyl, a substance supplying buttery
flavour, and methods of its determination. In the practical part diacetyl in wine samples of
two varieties (Cabernet Moravia and Zweigeltrebe) was determined by HPLC, and there

were described its dependence on malolactic fermentation.

Keywords: wine production, malolactic fermentation, diacetyl, HPLC
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UvVOD

Vino patii k nejoblibengjsim a nejrozsifenéjsim kvasenym napojim na svété. Jak
z kitest’anského hlediska (pfijimani chleba a vina), tak z pohledu téch, ktefi si je oblibili pro

jeho chutové vlastnosti, je zcela nenahraditelnym napojem.

Cesky nazev pochazi z latinského vinum a rovnéz poéatky péstovani vinné révy u nas
jsou pravdépodobné spjaty s dobou antickou, a sice s pobyvanim fimskych vojsk na jizni

Morav¢ ve 2. stoleti n. |., i kdyZ vinaiska tradice je ¢asto mylné spojovana az s Karlem IV..

Zprvu plana, divoka vinna réva byla kiizenim odriid postupné zuslechtovéana, byly
tak ziskavany vynosnégjsi, kvalitngj$i a odolngjsi plody, vhodné pro danou oblast i ucel

zpracovani.

Obliba vina celosvétovée roste, coz dokladaji vzestupné tendence jeho spotieby. Kon-

zumace vina roste i u nas, v roce 2009 byla jeho spotieba cca 19,1 | na osobu.

Dnesni konzument vina vétSinou jiz nerozliSuje pouze ,,bilé* a ,,Cervené* (event. ,,ri-
zove®), stale Castéjsi patra po dalSich atributech vina, napft. kde, kdy a kym bylo vyrobeno,
odkud pochézeji hroznové bobule — uci se rozeznavat pfichuté, viing€ a tony barev. Rozma-
nitost toho vseho je zda se nekone¢na a jen opravdovi znalci vina, zkuSeni vinafi a degusta-

tof1 rozpOznaji jemné nuance.

Ne vSechny z cel¢ fady latek obsaZenych ve viné byly dosud analyzovany. Vedle la-
tek zdravi prospésnych (vitaminy, mineralni latky, polyfenoly atd.) zkoumame i takové,
které vyznamné ovlivituji jeho chut’ a vini. Piikladem takové latky je v praci popisovany

diacetyl.
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. TEORETICKA CAST
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1 TECHNOLOGIE VYROBY CERVENEHO ViINA

1.1 Sklizen hroznu

Vyroba vina zacina sklizni hroznt. Hrozny révy vinné v naSich klimatickych pod-
minkach a zemépisné poloze dozravaji koncem srpna, v zaii a zacatkem fijna, kdy se skli-
zeji, s vyjimkou pozdnich a ledovych sbért. [1] Rozhodnuti o terminu sklizné zavisi na
nékolika faktorech: vyzralosti hroznil, zdravotnim stavu hroznti a pozadovaném typu vina.
Vyzralost hroznii urcuji jednotlivé kvalitativnimi parametry, mezi které patii cukernatost,
obsah kyselin, barviv, tfislovin a aromatickych latek. [2] Pro kvalitu ¢ervenych vin je urcu-
jicim faktorem pfitomnost, obsah a slozeni antokyanovych barviv a tfislovin (tanint). U
modrych odrid pifedstavuji bobule mensi velikosti vzdy vyssi kvalitu z pohledu obsahu

barviv, jemnosti taninil v semenech a obsahu a slozeni aromatickych latek. [3]

U cCerveného vina je velmi dualezité rozhodnout, jaky typ vina by se m¢l ziskavat. Na
tomto rozhodnuti zavisi celé zpracovani, které vysledny produkt ovlivituje vice nez u bilé-
ho vina. Pocinaje vinici az ke zpusobu a délce skladovani vina zde musi byt zohlednéna

fada faktord. Z moznych typl vina lze ziskavat:
1) mladé vino s ovocnym aroma, odrudove typické s niz§im obsahem tfislovin a alkoholu,

2) vino vhodné ke konzumaci po stiedné dlouhé dob¢ zrani se znatelnym odriidovym buke-

tem, plné, s dostatkem tiislovin,

3) vino vhodné ke konzumaci po del$i dobé zrani s komplexnim aroma, barrique, vyssi

mnozstvi téislovin, je mozna i smés vice odrid (cuvée). [2]

1.2 Doprava a prijem hrozni

Sklizené¢ hrozny se dopravuji do zpracovatelskych zavoda v riiznych obalech [4]
(bedny, kad¢, kontejnery, piivésy), nebo jsou pomoci mlynkoodzriiovaciho navésu rozdr-
ceny a odstopkovany piimo na vinici. Posledni variantou je pouZiti polniho lisu, kdy po
vylisovani hrozni ve vinici pfepravujeme pouze most. U dopravy i piijmu hroznt je dile-
Zita maximalni opatrnost z hlediska jejich mechanického poSkozeni. Piijimaji se tedy hroz-
ny celé (bedny, kontejnery), drcené nebo rmut (mlynkoodzriiovace) nebo most (polni lis).
[2] Pti skladce hroznii se zjistuje jejich hmotnost, stanovuje se primérna cukernatost a

jakostni skupina podle tfidy, odridy a obsahu cukru. [4] K méfeni cukernatosti hroznt se
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pouziva refraktometr, u vylisovaného mostu mostomér. [3] Obsah cukru se udava ve stup-
nich normalizovaného mostoméru (°NM) a odpovida obsahu zkvasitelnych cukrii ve vin-

nych hroznech, vyjadienych v kilogramech na 1 hektolitr hroznového mostu. [5]

1.3 Vyroba rmutu

Hrozny se co nejdiive po sklizni drti, neboli rmutuji. Drcenim se usnadiuje lisovani
a zvysuje se jejich vylisnost. [5] U modrych hroznl tomuto procesu jesté predchazi od-
stopkovani (odzriiovéni), kdy jsou odd€lovany bobule od tfapin. Odstopkovani by mélo
probéhnout v ptipad¢ nalezeni rmutu, kvaseni rmutu pfi ptipravé ¢erveného vina a u nedo-
konale vyzralych hroznt. [2] Timto krokem pfedchazime vyluhovani tfislovin a chlorofylu,
jez by zpisobily pfilisnou trpkost hotového vina. [6] Pro soucasné odzriiovani a mlynkova-
ni (drceni bobuli) slouZzi stroje, které se nazyvaji mlynkoodzriovace, téZ agrapumpy nebo

fulograpy. [1] Drcenim se ze 100 kg hroznt ziska ptiblizn€ 90 litrG rmutu. [5]

1.4 Macerace nakvasenim rmutu

Pti vyrobé cervenych vin se rmut z modrych hroznti musi nechat nakvaset, aby se do
néj vyluhovala antokyanova barviva a tfisloviny. Antokyanova barviva obsaZena ve slup-
kach se uvoliuji prakticky okamzité po rozruSeni bobuli pfi mleti nebo drceni. Uvoliiuji se
I vroztoku, ktery neobsahuje alkohol. [3] K jejich tGplnému vyluhovani dochazi po
3 — 5 dnech. [2] Taniny ze slupek se uvoliuji diive nez taniny obsazené v semenech a jsou
chutové jemnéjsi. K uvoliovani potfebuji alkohol. K jejich extrakci dochazi 2. — 3. den
macerace, pii obsahu alkoholu 3 — 6 objemovych procent. Taniny ze semen potiebuji vyssi
obsah alkoholu. Uvoliiuji se obvykle kolem 5. dne macerace, pti obsahu alkoholu 7 obje-
movych procent a vySe. [3] Rmut se nakvasi riznym zpisobem v dievénych kvasnych na-
dobéach, ve vétsich sudech, které maji vybednéné dno, v betonovych jimkach, v nddobach
Z plastii a ve velkovyrob¢ v kvasnych tancich. Délka nakvaSovani je zavisla na mnoZzstvi
rmutu, teploté mistnosti 1 pribéhu kvaseni. Obvykle trvd 5 — 10 dni. [6] Pfili§ dlouhym
nakvéasenim vino ziskavad neptfijemnou chut, nepiirozené hnédou barvu a navic dochézi
k nezadoucimu octovému kvaseni. [5] Teploty udrzované pii maceraci by se mély pohybo-
vat v rozsahu 28 — 30 °C. Pro lepsi extrakci tanint a barviv jsou vhodné teploty 30 — 35 °C,
avsak tyto teploty jiz nesou s sebou vyznamné rizikové faktory — stresové teploty pro kva-

sinky, moznost zvySené produkce t€kavych kyselin. Naopak pfti teplotach pod 25 °C je ma-
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cerace podstatné pomalejs$i. Maceraci v chladném sklepé neziskavaji vina svoji chut'ovou
plnost. V chuti se ¢asto objevuje zvyseny podil hotkych a trpkych tond, protoze nedochazi
ke kvalitni polymerizaci antokyanovych barviv s tiislovinami. Nizké teploty snizujici ex-

traktivnost barviv zpisobuji u takto vyrobenych vin nizsi barevnost. [3]
1.4.1 Uprava rmutu si¥enim a piidavkem pektolytickych enzymi

1.4.1.1 Siieni

Siteni slouzi k ochran¢ pted bakterialni, plisnovou kontaminaci a pted oxidaci vzdu-
chem. [4] RovnéZ zabranuje hnédnuti a podporuje vyvoj buketu a Cistych tond vina. [2]
Siteni také podporuje tvorbu glycerolu pii kvaseni. Glycerol zvySuje obsah bezcukerného
extraktu ve vin€ a udé€luje takto vyrobenym vinim plnou chut. Zasitenim se antokyanova
barvu. [5] Cim diive se piidavek SO, uéini, tim 1épe bude rmut ochranén. Sifeni se nejéas-
t&ji provadi pomoci prasku — pyrosulfitu draselného (disifi¢itan draselny - K;S,0s), a to
pfimo na hrozny, aby béhem odstopkovani a drceni doslo k jeho promiseni, nebo do rmutu.
Pii aplikaci K;S,0s5 se vychazi ze zjisténi, ze 10 g této latky uvolni 5 g oxidu siti¢itého. Lze
pouzit i tekuty oxid sifi¢ity, ktery se pfidava az do mostu. [2] V zasad¢é by mél byt zdravy
rmut sifen tak, aby v mostu byl obsah volného SO, 25 — 50 mg/l. [4] U mostd z nahnilych

hrozni je mozno tuto koncentraci SO, zvysit. [5] Sifici davky hroznti udéva tabulka.

Tab. 1. Sitici davky [2]

Davka SO, [mg/I] |vodny roztok SO, [g/hl]|  K3S,0s [g/hl]
Zdravé hrozny 0-50 0-5 0-10
Nahnilé hrozny 50-75 5-75 10 - 15
Botrytické hrozny 75-100 7,5-10 15-20

1.4.1.2 Pridavek pektolytickych enzymii

Utelnym oSetfenim rmutu je také ptidani pektolytickych enzymii. Zejména v suchych
létech miize byt obsah pektinti v hroznech velmi vysoky, coz zptisobuje problematické li-
sovani rmutu a odkalovani mostu. Stépeni pektinu probiha pomoci enzymii pektinaz, které

jsou obsazeny v bobulich. Piidanim pektolytickych enzymii se zvySuje rychlost Stépeni
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pektini. Dulezitym faktorem je teplota, ktera by méla byt vyssi nez 10 °C, jinak je aktivita
téchto enzymi velmi nizka. Mezi pfednosti pektolytickych enzymi patii zejména zkraceni
doby naleZeni rmutu, rychlejsi a lepsi prubéh lisovani, vyssi vylisnost, lepsi odkaleni, klid-
n¢jsi prubéh kvaseni a lepsi filtrovatelnost. [2] Jejich aplikace na rmut pied nakvasenim a
pred lisovanim také muze zlepSovat extrakci barviv. Dal§imi pouzivanymi enzymy jsou
glykosidazy, které se podili pfedevs§im na uvolhovani aromatickych latek (glykosidi)
Z pevnych casti bobuli. Nejvice se uplatiuji enzymatické preparaty se zvysenou aktivitou
enzymu B-D-glukosidazy. A dale napfiklad glukandzy, pouzivané u vyroby vina
Z botrytickych hrozni, nebo protézy, vhodné k odstraiiovani bilkovinnych zakalt bilych
vin. [3]

1.4.2 Zpusoby nakvaSovani rmutu

Pti kvaseni unikd oxid uhlicity, ktery nadnési pevné ¢astice rmutu, z nichz se vytvari
pevna vrstva pievazné slupek, kterd se usazuje na povrchu mostu a nazyva se ,,matolinovy
klobouk®. Klobouk je pouze z poloviny ponofen v kvasicim rmutu a jeho druha polovina
vyéniva nad jeho povrch. Stykem se vzduchem oxiduje a podléha octovym bakteriim, [6]
a navic nedochazi k vyluhovani barviv. Proto je nutné klobouk v pravidelnych intervalech
do kvasiciho rmutu nofit. Dle zptsobu ponofovani klobouku do rmutu se pouZzivaji nasle-

dujici zptisoby nakvasovani. [5]

Nejjednodussim a u nas nejpouzivangjSim zpiisobem je nakvasovani v oteviené na-
dobé s voln¢ plujicim kloboukem. [5] Provadi se v dfevénych otevienych nddobach,
Vv plastovych kadich nebo nerezovych nadobach. [3] Nadoba se plni jen do % obsahu, pro-
toze se musi brat v avahu zvétSeni objemu pii kvaseni, dale vytvofeni matolinového klo-
bouku a pridavek cukru. Klobouk se nasledné v pravidelnych ¢asovych intervalech nofi
tzv. hieblem, ¢i jinymi ruénimi nebo elektrickymi michadly zpét do rmutu. [6] Extrakce
barviv a taninli probiha na zéklad¢ pravidelného michani rmutu, kdy dochazi k neustalému
kontaktu slupek a semen. Pfi michani by méla byt nadoba oteviena a mé¢lo by dochazet
k makrooxidaci. Makrooxidace pozitivné pusobi na stabilizaci barviv a zjemnéni tanini
diky spojovani barviv a taninl a jejich polymerizaci. Macerace se ukoncuje podle pozado-
vaného typu vina senzorickym hodnocenim mladého vina. [3] Nevyhodou této metody

nakvaSovani je nutnost ru¢ni prace. [5]
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Pro usnadnéni ru¢ni prace spojené S michdnim rmutu se pouzivd metoda nakvaseni
Vv otevienych naddobach s ponofenym matolinovym kloboukem. [6] Klobouk je ponofen pod
hladinou kvasiciho mostu pomoci draténé¢ho dna. [5] Tento zpiisob brani okysli¢ovani a
naocténi matolinového klobouku, avSak absenci michani nedochazi k dostatecnému vylu-
hovéni barviv a tfislovin. Proto se osvédc¢ilo odpousténi kadeé a prolévani jejiho obsahu

rozkvasenym mostem, aby se alespon ¢aste¢né dosahlo pohybu rmutu. [6]

Dalsim zplisobem je nakvaseni v uzavienych kadich s ponofenym matolinovym klo-
boukem. Kontaktu klobouku s mostem lze dosahnout mechanickym pohybem rmutu, a to
pomoci pneumatického zafizeni na ponofovani, michacim tankem nebo rototankem. [2]

Dalsi moznosti je michani plynem (COy). [5]

Nakvaseni a vyluhovani cerveného barviva lze také podpofit spafenim rmutu horkym
mostem. Politim bobuli horkym mostem slupky popraskaji, jejich bunky se narusi a ptiso-
benim tepla a kyselin dojde k rychlému vyluhovéni barviva. [6] Dalsi variantou urychleni
extrakce barviv je ohfev rmutu. [5] Ten je vhodny piedevsim v piipadé nahnilych hrozni,
kdy je cilem omezit dobu kontaktu mostu s nimi, anebo také ve velkych podnicich, které
nemohou z kapacitnich divodi ponechat veskery rmut prokvasit. Pouzivaji se dvé metody:
dlouhodoby a kratkodoby ohfev. U dlouhodobého ohfevu se rmut ohieje na
50 — 55 °C a ponecha se v klidu asi 2 hodiny. Pokud teplota nepfevysi hranici 65 °C, ne-
hrozi nebezpeci vzniku varné pfichuti vina. Poté se rmut vylisuje, zchladi a most se
prokvasi. Pfi kratkodobém ohfevu se rmut zahieje na par minut na 70 °C a nésledné

ochladi na teplotu kvaSeni. Tato teplota inaktivuje kvasinky a enzymy, proto je potiebné je

dodat. [2]

Ptedevsim v jiznich vinafskych statech se pouziva zpisob ,.kvaseni ptes Ctyti“. [5] Je
zaloZen na faktu, Ze ptitomnost alkoholu podporuje vyluhovani barviva ze slupek modrych
hroznti. [6] Na rozkvaSeny rmut se proto nalije hotové zdravé Cervené vino v takovém

mnozstvi, aby koncentrace etanolu Cinila 4 objemova procenta. [5]

Ve velkovyrobé se pouzivd mnoho typl nakvasovacich nadob a zafizeni. Rmut se
nakvasuje v betonovych jimkach, ocelovych nadrzich s mechanickymi michadly, ve speci-
alnich kvasnych nadrzich ¢i tancich s automatickym kvasnym procesem. Jsou to rizné ro-
tonadrze, vinifikatory a kvasné nadrze rliznych systémt. Tato zafizeni odstrafiuji namaha-

vou ruéni praci a zkracuji dobu nakvaseni. DalSim zafizenim jsou kvasné tanky MWB.
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Tyto rychlonakvaseci tanky vyuzivaji k cirkulaci rmutu a mostu pretlaku CO,. Zafizeni
umoznuje i ohfev a chlazeni rmutu. Cely proces trva 48 — 56 hodin. Béhem kvaSeni nedo-
chazi k rozmélnovani slupek michadly, proto se matoliny Iépe lisuji. Vrstva CO;
v pretlakové komote znemozituje oxidaci a nedochazi ke ztratdm alkoholu odpatovanim,

protoze nakvaseni probiha v uzavieném prostoru. [6]

U vSech téchto zpisobi nakvaseni je diilezité jeho prubéh pravidelné kontrolovat.
Sleduje se piedevsim stupen prokvaSeni, barevnost, obsah tfislovin a hlavné zdravotni stav
rmutu. Vykvaseni se pozné chuti a také tim, ze matolinovy klobouk klesne ke dnu kvasné

nadoby. Po skonceni nakvaSeni se rmut lisuje. [6]

1.5 Lisovani rmutu

Lisovanim oddélujeme most od tuhych ¢asti rmutu. Intenzita lisovani je ovliviiovdna
konstrukei lisu, pouzitym tlakem, mechanickymi vlastnostmi rmutu, odridou a stupném

zralosti hroznti aj. Déle také tim, zda je rmut odzrnén ¢i nikoliv. [6]

Pii béZném lisovani rmutu vznikaji tf1 frakce. Scezeny most neboli samotok odtéka
Z lisu samovolné. Obsahuje vyS$i mnozstvi kyselin a cukri, je svétlejsi a oproti ostatnim
frakcim ma niz8i extrakt. Druhou frakci je lisovany most, ktery vznika pouzitim tlaku. Misi
se se scezenym mosStem. Posledni frakci je dolisek. Vys$§im tlakem je poruSovana slupka
bobuli, poptipadé 1 pecicky, takze most obsahuje vy$si mnozstvi barviv, tfislovin a mine-
ralnich latek. Naopak obsah kyselin a cukru je nizsi. Pfi ziskavani kvalitnich druhli vina by
mél byt dolisek zpracovan samostatné. [2] Vylisnost hroznti se pohybuje okolo

70— 75 %. [5]

1.5.1 Druhy lisi

Dle zpisobu vytvafeni tlaku miiZzeme lisy rozdélit na mechanické, hydraulické a
pneumatické. Dle polohy kosSe lisu rozliSujeme déale horizontalni a vertikalni lisy. Horizon-
talni lisy jsou dnes béznym standardem. Otaceci kos je zhotoven z plastu, pokovované oce-
li nebo nerezu a obsahuje zafizeni k automatickému rozdrobeni kolace. Pomoci zautomati-
zovaného fizeni celého procesu miize lisovani probihat bez zasahu €loveéka. S vertikalnimi

lisy, mechanickymi ¢i hydraulickymi se miZzeme setkat i u menSich producenti vina. [2]
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Mechanické horizontalni lisy neboli vietenové lisy jsou relativné levné, a proto dosti
rozsifené. [2] Stava z hroznd se uvolituje prostym utahovanim lisu. [3] Jejich nevyhodou je

vysoké mechanické zatizeni rmutu, takze most obsahuje vétsi podil tfislovin a kali.

Hydraulické horizontalni lisy jsou vykonngjsi nez vietenové lisy. Je tfeba u nich liso-

vani regulovat, aby nedochézelo k piekraCovani norem vylisnosti na tikor kvality mostu.

v

Nejmodernéjsi jsou pneumatické lisy. V porovnani s hydraulickymi lisy je jejich
hlavni vyhodou ,,m¢kké* lisovani rmutu, kdy nedochazi k mechanickému poskozeni slu-
pek, poptipadé i semen. [6] Pouziva se totiz nizky lisovaci tlak do 1,9 atm. [2] Pracuji na
zaklad¢ roztahovani gumového vaku naplnéného vodu nebo vzduchem, ktery svym tlakem
lisuje hrozny umisténé v nerezovém kosi. [3] Tyto lisy se od sebe lisi lisovacim kosem,
ktery je bud’ z poloviny otevieny a most odtéka po vné&jsi strané kose, nebo uzavieny, kdy
je most veden kanalky na vnitini sténé, poptipadé kanalky ve stfedu kose (lisy Willmes).
VEtsi lisy jsou vétsinou vyrobeny s uzavienym lisovacim koSem, coz omezuje oxidaci mos-
tu. Jejich vyhodou je navic moznost nalezeni rmutu piimo v lisu. [2] Pouzivani téchto list

vvvvvv

konstrukce je vSak cena vyssi nez u vietenovych list. [2]

1.6 Uprava mostu

Aby bylo dosazeno optimalni kvality moStu, zarucujici dobry pritbéh kvaSeni a vyso-
kou jakost vina, je tieba vylisovany most dodateén& upravovat. Upravou mostu je rozumé-
no jeho provzdusnéni, sifeni, odkaleni, doslazeni, odkyselovani, piidavek aktivniho uhli,

oSetfeni enzymy a uprava tfislovin. [2]

1.6.1 Provzdu$néni mostu

Provzdu$néni mostu podporuje mnoZeni kvasinek, a tim i kvaSeni. ZvySuje vSak vliv
nezadoucich mikroorganizmi, napt. octovych bakterii. Zdravy most se neprovzdusiuje.
Tato tprava se pouziva u presifeného mostu, u zna¢né€ nahnilych hroznt a u lisovani mod-
rych hroznl za ucelem vyroby bilého vina. U poslednich dvou ptipada je ucelem pro-
vzdu$néni sniZzeni obsahu fenolickych latek. Aktivita oxidac¢nich enzymu zptlisobi neroz-

pustnost a vysrazeni fenolickych latek. [2]
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1.6.2 Sireni

Jelikoz jiz byl pomoci SO; sifen rmut, popfipad¢ hrozny, neni dalsi zasifeni nutné.
Pouze v ptipad¢ delsiho stani mostu, velmi vysokych teplot pfi sklizni, ¢i zna¢n€ nahnilych
hroznt je dalsi sifeni nutné. Provadi se pomoci pyrosulfitu draselného davkou 10 — 20 g/hl.

[2]

1.6.3 Odkaleni

K ochrané vinné révy proti chorobam se pouzivaji rtizné chemické ptipravky, zejmé-
na fungicidy a pesticidy, které zanechdvaji na hroznech i v mostu nezéddouci latky, které
mohou mit neptiznivy vliv na kvaseni mostu. Most obsahuje také fadu mechanickych ne-
Cistot, jako jsou zbytky slupek, trapin, pecicky a padni Castice. [6] Odkaleni je jednim

nejrychlejsi odkaleni nahnilych hroznt. [6]

V ptipad€ zanedbani odkaleni hrozi rychlé prokvaseni mostu a ztrata jeho aroma. Ve
ving se to projevi necistou chuti, vy$§im obsahem tfislovin, vys$si barvou, horsi filtrovatel-

nosti, rychlym starnutim a pfitomnosti rezidui pesticidd. [2]

Obsah kalti by mél byt snizen na maximalné 0,6 % objemu. Nad 1 % objemu jizZ jsou

patrné necisté tony vina. [2]

Odkaleni lze provést kontinualné nebo diskontinudlné. Diskontinualnim odkalenim je
myslena sedimentace kalii v nddob¢ (sud, kad’, tank) a nasledné sto¢eni mostu. Utinnost

sedimentace je zavisla na Case.

Tab. 2. Zavislost kvality odkalovani na ¢ase pii diskontinualnim zptsobu [2]

Cas [h] Utinek

3-4 pouze hrubé odkaleni, neovliviiuje kvaseni vin

8 — 10 |dobré odkaleni, pomalé kvaSeni, vina bez postrannich tont

12 -24 velmi Cisté moSty, velmi pomalé kvaseni

Ve velkych podnicich se z kapacitnich i ¢asovych diivoda provadi kontinualni odka-

leni odstedivkami. [2] Je to rychla a pomérné G¢inna metoda. [6] K velmi G¢innym a Setr-
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nym metoddm patii odkalovani pomoci filtrace na vakuovych rotacnich filtrech nebo kie-

melinovych naplavovacich filtrech a kalolisech.

Proces odkaleni je velmi vyhodné spojit s oSetfenim bentonitem, [6] ktery slouzi
K odstranéni termolabilni bilkoviny mostu. Jeho davkovani se pohybuje mezi
150 — 200 g/hl. Pokud je most oSetfovan enzymy, je dulezité jeho piidani az po jejich ucin-

né dob¢, to znamena 2 — 4 hodinach, jinak by byla jejich ¢innost ukoncena. [2]

1.6.4 Doslazeni

V nepfiiznivych letech hrozny nékterych odriid nedozraji, a tak obsahuji malo cukru.
[6] Uprava cukernatosti se provadi piidavkem cukru, zahu§ténym mostem. [4] Cukr
se rozpusti v malém mnozstvi mostu, vlije do sudu ¢i jiné nadoby a cely obsah se fadn¢
zamicha. Cukr se nikdy neptidava rovnou z divodu nedokonalého rozpusténi. [6] Do-
cukieni by se mélo provést do 72 hodin po lisovani. [5] Cervené rmuty se mohou doslazo-
vat jesté pred nakvasenim, protoze na obsahu etanolu do jisté miry zavisi vylouzeni Cerve-

ného barviva [6] (docukienim se v kone¢né fazi zvySuje obsah etanolu). [5]

Pfidanim 1,053 kg cukru na 1 hl mostu se zvysi obsah cukru v mostu o 1 °NM. Hod-
nota 1,053 kg je z praktickych divodt zaokrouhlovana na 1,1 kg. Pfi doslazovani ¢erve-
nych rmuti je nutné zohlednit podil mostu ve rmutu. [3] Odridy s velkymi bobulemi vyka-
zuji 85 — 90% podil mostu (proto se pouziva piepocitavaci koeficient 0,85 popt. 0,9), od-
rudy s malymi bobulemi 80% podil mostu (koeficient 0,8). [2]

potiebacukrulkg] = pocet °NM , o ktery je treba cu ker natost zvysit* objem mostu [ hl] *
* 1,1 kg cukru* koeficient [3]

Kazdym doslazenim nebo ptidavkem doslazeného mostu zanikd pravo na oznaceni

vina jako kabinet nebo vino s ptivlastkem.

1.6.5 Odkyselovani

Ugelem odkyselovani je snizeni obsahu kyselin v mostu. [1] Odkyseluji se mosty s
obsahem kyselin vy$§im nez cca 12 g/l. [6] Dulezitym faktem je rozklad ¢astecného mnoz-
stvi kyselin pii kvaseni mostu a leZzeni mladého vina na kvasnicich. VysraZzenim kyseliny
jable¢né a biologickym odbouranim kyseliny mlééné se tak muze obsah kyselin snizit o

2 -3¢/ [7]
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Odkyselovani se nejcastéji provadi uhli¢itanem vapenatym. Dalsi moZnosti je pouziti
hydrogenuhlicitanu draselného nebo uhli¢itanu vapenatého s malym mnozstvim podvojné
vapenaté soli kyseliny vinné a jablecné (tzv. podvojné odkyselovani). [2] Pomoci uhlicita-
nu vapenatého se snizuje pouze obsah kyseliny vinné. [6] Kyselina vinnd reaguje
s uhli¢itanem véapenatym za vzniku nerozpustného vinanu vapenatého, ktery se z mostu
vyloudi. [7] Hotova Cervena vina po vykvaSeni by méla obsahovat 4,5 — 6 g kyseliny vinné

na 1 I vina. [6]

1.6.6 Pridavek aktivniho uhli

Pouziti aktivniho uhli ma vyznam v ptipad¢ nahnilych hroznii, kdy odstranuje chut’
po hnilobé&. Uhli na sebe vaze latky zodpovédné za vini, chut’ a barvu. Pozitivem je, ze
kvasné aroma zistava zachovano. Piesto se pouziva az v ptipadech, kdy jiné prosttedky

nezabiraji. Maximalni povolena davka je 100 g/hl.

1.6.7 OsSetieni enzymy a tprava trislovin

Pokud nejsou enzymy dodany ihned do rmutu, je tieba je tieba je ptidat jesté do mos-

tu.

Pii velmi dlouhém nalezeni rmutu se do mostu dostava ptilisSné mnoZstvi tfislovin.
To zpusobuje drsnou chut’ vina a jeho rychlé starnuti. Tento problém lze fesit ptidavkem
adsorp¢nich latek a prostfedk snizujicich obsah tfislovin, jako je Zelatina, kasein a

polyvinylpolypyrrolidon (PVPP). [2]

1.7 KvaSeni moStu

vvvvvv

be vina. [3] Jeho podstatou je pfeména cukru obsazeného v moStu na etanol a oxid uhlicity

pomoci kvasinek. [5]

Rovnice alkoholového kvaseni:

C,H,,0, = 2C,H,OH +2CO, 3]
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Pfi tomto dé&ji dochazi rovnéz k uvolnéni aroma a tvorbé vedlejsich slou¢enin - vzni-
ka kvasny buket. [2] Mezi tyto nové, vedlejsi produkty kvaseni patii glycerol, kyselina
mlécnd, octova, jantarova, citronova, dale aceton, diacetyl, vyssi alkoholy, aldehydy, keto-

ny, estery, aromatické latky aj. [3]

KvaSeni je zplsobeno cinnosti kvasinek mnoha druhti. Zakladnimi jsou vinaiské

kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae. [3]

Kvasinky se pfirozen¢ vyskytuji na bobulich, a to v mistech, kde maji pfistup ke $t'a-
v¢ (tam, kde je slupka narusend, v prechodu mezi slupkou a bobuli). Jsou zde pfitomny
uslechtilé vinné kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, avsak jsou zastoupeny ve velmi
malém mnozstvi. Naopak mnohonéasobn¢ vice je tzv. divokych kvasinek, které zahajuji
kvaSeni. Mezi hlavni =zastupce patii Kloeckera apiculata, rody Candida nebo
Metschnikowia. Za pristupu vzduchu se tyto kvasinky namnozi na potiebny pocet bunék
(asi 10 milion bun¢k/1 ml mostu). Pti tomto poctu bunék mize byt zahajeno kvaseni. U
spontanniho kvaSeni se nepouziva piidavek zadnych kulturnich kvasinek. Divoké kvasinky
Casto rychle zakvaseji, vytvari hodné glycerolu a na druhou stranu htfe snaseji alkohol
(odumiraji pii 4 obj. %). Casto také vzniké vice tékavych kyselin a ziistava vice zbytkové-
ho cukru, protoze kvaseni se samovolné zastavi. [2] Tato metoda se jiz dnes moc nepouzi-
va, [4] jelikoz vysledek hodné zavisi na okolnich podminkach, a mize se tak prosadit jiny
druh kvasinek. [2] Dnes se pouziva kvaSeni pomoci Cistych kultur kvasinek, neboli fizené
kvaSeni. [4] Pfidavkem selektovanych Cistych kultur kvasinek je zabranéno kvaSeni neza-
doucim smérem. [2] Tyto kultury se pfidavaji bud’to v kapalné formé&, nebo castéji jako
suSené preparaty — ,,aktivni suché vinné kvasinky®. Pfidavek téchto preparatl je nutny pie-
devsim u mostu o vysoké cukernatosti (vina s piivlastkem), mostu z nahnilych hroznli a u

opétovného piekvaseni a druhotného kvaseni. [2]

Kvaseni mostu probihéd v ne¢kolika fazich. V prvni fazi se kvasinky ptizpiisobuji ne-
pfiznivym podminkdm moStu. Ve druhé rozmnoZovaci fazi, kterd nastava v priabchu néko-
lika hodin, nastava puceni kvasinek. Ve fazi hlavniho kvaseni kvasinky aktivné pfreménuji
cukry na etanol a v posledni fazi kvasinky zacinaji odumirat, ptipadny obsah cukru ve viné
je jiz staly. [3]

Mezi faktory ovliviujici alkoholové kvaSeni patii teplota, cukernatost mostu, obsah

etanolu, stupenn odkaleni, obsah SO,, obsah tékavych kyselin a dalSich nezadoucich latek.
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[3] Nejdualezitéjsim faktorem ovlivitujicim kvaseni je teplota. Optimalni teplota, pii které
se kvasinky mnozi je kolem 25 °C. Pii teplotach pod 23 °C obsahuje vino vyssi mnozstvi
alkoholu, veskerych kyselin v¢etné kyseliny jable¢né, acetaldehydu, polyfenoli a vSech
esterti. Naopak pfi teplotach nad 23 °C vice glycerolu, zkvasitelnych cukrt, kyseliny mlé¢-
né, t€¢kavych kyselin, kyseliny pyrohroznové, isobutanolu, isoamylalkoholu, etylacetatu aj.
[2]

U modrych odrtd je v hlavni fazi kvaseni vhodné pouzit vyssich teplot (25 — 30 °C). [3]

Tab. 3. Vliv teploty na délku kvaseni [3]

Teplota kvase-|  Faze nastupu Faze hlavniho Celkové doba
Faze dokvaseni
ni kvaseni kvaseni kvaseni
15°C 1-2dny 7 dni 8 -9 dni 18 dni
20 °C méné nez 1 den 4 dny 3 dny 9 dni
25°C méné nez 1 den 2 -3dny 1-2dny 6 dni

Po dokonceni kvaseni ziskdvame takzvané mladé vino. [4]

1.8 Biologické odbouravani kyselin

Dalsi operaci vyroby vina mize byt biologické odbouravani kyselin, nazyvané rovnéz
jako jable¢no-mlé¢né kvaseni. [2] Tato problematika je popsana dale v kapitole 2

Jableéno-mlécéné kvaseni.

1.9 OSetrovani a zrani vina

OsSetfovani a Skoleni (zrani) vina utvafi komplexni senzorické vlastnosti a celkovy

charakter vina. [4]
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1.9.1 Dolévani vina

Dulezitym opatfenim ihned po dokvaseni vina je jeho ochrana proti oxidaci vzdus-
nym kyslikem, [2] ztratou jakosti a nemoci vina. [6] V pribéhu Skoleni se proto vino pra-
videln¢ doléva, jelikoz dochazi neustale k odpafovani vina a tim k nezaddoucimu mikrobio-
logickému kazeni. K dolévani se pouziva vino $kolené, [5] nejlépe stejné odrudy a ro¢niku.
[6] Velikost vyparu zavisi na teploté a vlhkosti sklepa. Cervena vina by méla zrat pii

10 — 12 °C a relativni vlhkosti 60 — 80 %. [5]

1.9.2 Stacéeni vina

Stacenim vina se rozumi vyprazdnéni plivodni nddoby s vinem a naplnéni jiné nado-
by za t¢elem oddéleni kald. [2] Vino by se m¢lo stacet tehdy, kdy ma spravny pomér kyse-
lin k ostatnim slozkam vina. Kyselejsi vina se stac¢i pozdé&ji. [6] Lezenim na kvasnicich se
snizuje jeho kyselost diky biologickému odbouravani kyselin. [5] To je podporovano roz-
michdnim kvasnic ve viné. [7] Termin prvniho stoceni vina nelze jednoznacné urcit.
V zéasadé se dodrzuje pravidlo, ze brzy se staci vina leh¢i s mensim obsahem kyselin a mé-
né alkoholickd, dale vina z nahnilych hrozni, neodkalend vina a vina se Zadoucim vyraz-
nym odridovym aroma (odriidovy buket by mohl pievzit kvasni¢nou pfichut’ a druhotné
viné leZenim na kvasnicich). [6] Pretaceni vina z nadoby do nadoby se provadi pomoci
Cerpadla, u malovinaid pfipadné pomoci hadicky. [7] Pii staceni dochazi vice ¢i méné ke
kontaktu vina se vzduchem. U vyroby ¢ervenych vin toto provzdus$néni neni skodlivé, nao-

pak ptispiva ke zrani vina a stabilité jeho barvy. [2]

1.9.3 Odkyselovani vina

Biologickym odbouravanim se snizuje obsah kyselin, av§ak pokud toto snizeni neni
dostate¢né, musi se pristoupit k dalsimu odkyselovani vina. [7] Casteéné odkyselovani
vV mos$tu a mladém vin¢ je povoleno v jakémkoliv rozsahu, v hotovém viné€ pouze ,,jemné*
odkyselovani maximaln¢ o 1 g/l. Obsah kyseliny vinné vSak musi ¢init alespoii 0,4 g/I.
Bézné se odkyselovani vina provadi uhli¢itanem vapenatym. K odkyselovani o 1 g/l je tie-
ba 67 g CaCO3na 100 litrii vina. Pfi extrémni kyselosti je vhodné pouzit podvojné odkyse-
lovani. Pfi tomto se za urCitych predpokladti odstranuje stejné mnozstvi kyseliny vinné a

kyseliny jablec¢né. Pfesné mnozstvi specidlniho vapna se vsype do kadi a k nému se za sta-
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1ého michani pfeCerpava piesné mnozstvi vina. Vznikaji pfitom krystaly podvojné soli,

které se odstranuji. [2]

1.9.4 Sifeni vina

Sifeni je operace, kterou miizeme oSetfovat hrozny, rmut, most a také vino. Mezi pfi-
pravky sifeni patii sirné knoty, pyrosulfit draselny a zkapalnény SO,. [2] Spalovanim sir-
nych knotd (sirnych platki, sirnych fezil) se zasifuji prazdné sudy, ¢i sklepy. Vino poté

vznikly SO, pohlti. [7] Sirné knoty obsahuji elementarni siru, probiha tak rovnice:
S+0, - SO, [2]
U pyrosulfitu draselného je reakce:
K,S,0, > 250, +K,0 [2]

Tato reakce probihd pouze v kyselém prostfedi, proto pyrosulfit nemlze byt vyuzivan

k sifeni nadob.

Pod tlakem zkapalnény SO; se davkuje ve formé& kyseliny sifi¢ité. Pii uvolnéni se

vSak stava plynem a rozpousti se ve ving. [2]

1.9.5 Cireni vina

Cirost je zakladnim pozadavkem spotiebitele na kvalitu vina. Cifeni zajistuje Cistotu
vina a urychleni usazovani pevnych ¢éastic v ném rozptylenych. Cirosti se dosahuje kromé
fada, napf. kasein, Zelatina, tanin, vajecny bilek, mléko, bentonit, vizina aj. [6] Pro Cifeni

¢ervenych vin se asi nejvice pouziva Zelatina a vajecny bilek. [3]

Zelatina je latka Zivo¢isného puivodu, vyrabéna z kosti a chrupavek. [2] U &ervenych
vin se jejim piidavkem snizuje mnozstvi hotkych a trpkych toni, a zlepsuji se tak chutové
a aromatické vlastnosti téchto vin. [3] Zelatina se totiZ sraZi s taninem a vytvaii nerozpust-
ny komplex bilkovina-ttislovina, ktery se pak usazuje na dné. Pfi pouziti Zelatiny se vino
slabé odbarvuje. [6]

Vaje¢ny bilek u &ervenych vin sniZuje obsah tanind. [3] Uinnou latkou je protein al-
bumin. Bilek se rozSlehd na pénu, smisi s malym mnozstvim vina a vlije do ¢ifené¢ho vina.

Vznikajici koagulaty se usadi na dné, nebo se vznasi na hladiné. [6] Za 3 — 4 dny je vino
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vycCifeno a staci se. [2] Bilek se pouziva cerstvy, suSeny nebo ve form¢ obchodniho pii-

pravku k ¢iteni. [3] Davka je 1 — 3 vejce / 100 litrti vina. [2]

Cirost vina se méfi pomoci turbidimetru. [3]

1.9.6 Scelovani vina

Vino z hroznu stejné odridy mize mit v jednotlivych nadobach riznou jakost i od-
lisny charakter. K odstranéni téchto nechténych rozdila vina na zaklad¢ senzorického hod-
noceni scelujeme, abychom dosahli standardnosti. Obvykle se sceluji malo alkoholicka
vina se silné€ alkoholickymi, fadni s kyselejSimi, atd. Pfi sestavach znamkovych vin se sce-
luje zdaméme. Dlvodem je totiz dosazeni harmonicnosti jednotlivych slozek vina, hlavné

kyselin, cukru a alkoholu. [6]

1.10 Filtrace a lahvovani vina

Po vy¢iteni vina nasleduje filtrace. Jejim cilem je zachyceni zbyvajicich necistot a
zajisténi stabilizace a Cistoty vina v lahvich. [7] Filtrovani je umélé ¢isténi vina ptes poréz-
ni material, ktery odd€luje tyto pevné castice z vina: vysraZzené bilkoviny, kalové Castice
¢ificich prostredkd, polysacharidy, kvasinky, barviva aj. [6] Jako filtra¢ni materialy se pou-
zivaji celuloza, kiemelina a perlit. [2] Velikost porti, propustnost a porovitost jsou zakladni

parametry pro vybér spravného filtracniho materialu. [3]

Jednou z moznosti filtrace je kiemelinova filtrace. [4] U tohoto zpuisobu se nejprve
vino smisi s kifemelinou a nésledné je na vhodném sité oddélen filtracni kola¢ tvofeny kie-
melinou a zachycenymi kaly. Dle provedeni se rozli$uji filtry s horizontalnimi nebo verti-

kalnimi sity. [2] Tento filtracni zptsob je vhodny pro filtraci mladych vin. [3]

Nejrozsifenéjsi metodou je deskova filtrace. [6] Pro pozadovanou filtraci (predfiltra-
ce, hruba filtrace, jemna filtrace,...) existuji filtracni desky rdznych velikosti a typu. [3]

Pouzivaji se celul6zo-kiemelinové desky. [6] Takto je filtrovano vino pied lahvovanim. [3]

Jednou z nejucinngjsich metod je membranova filtrace, ktera na rozdil od predeslych
metod miize zamezit propustnost kvasinek a bakterii [2], a tudiz zajistit mikrobialni stabili-
tu. [3] Nezbytné je u membranového filtru piediazeni hrubsiho filtru, jinak dojde

Kk zaneseni. [2]
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Vino v malych nadobéch a zejména v dievénych sudech rychle zraje a jeho kvalita se
del$im leZenim snizuje. Proto v€asnym stocenim do ldhvi zlstane vino svézi a zachovaji se
buketni latky. [6] Na druhou stranu vino musi byt dostate¢né vyzralé a vyskolené, aby ne-
dochazelo ke tvorbé zékali a pozdéjsim senzorickym zménam. [4] Vhodnost skladovani
zjistime jednak chutovou zkouskou a jednak ponechanim napi. ve skleni¢ce v teple na
vzduchu. Vino zptsobilé ke skladovani se v téchto podminkéach nezakali ani nezméni bar-
vu. Dalsi zkousSkou je tepleny test, a to zahfatim vina na 70 °C. Zde se zjistuje barevna
stabilita a to, zda nedojde ke srazeni bilkovin. Dulezita je taktéz zkouska na vysrazeni vin-
ného kamene. To zjiStujeme ponechdnim vina 4 — 5 dni pii 2 °C. Poté protfepanim vina
v ldhvi a obracenim se pozoruje proti svétlu, zda v lahvi plave vysrazeny vinny kémen.

Resenim tohoto problému je piidavek kyseliny metavinné do vina pied sta¢enim. [6]

Nejcastéji je vino plnéno do 0,75 1 1ahvi typu ,,bordé“. Pro uzavirani predevsim cer-
venych vin se hodi typické korkové zatky. Divodem je velmi jemnd mikrooxidace, ktera
pres zatku probihd a pozitivné ovliviiuje kvalitu ¢erveného vina. [3] Dal§imi moZnostmi

jsou plastové zatky a korunkové a Sroubovaci uzavéry. [2]
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2 JABLECNO-MLECNE KVASENI

Na zaklad¢ metabolické aktivity mléénych bakterii mlize ve vin€ probihat tzv.
jable¢no-mlé¢né kvaseni (dale oznacované JMK). [3] Tento proces je rovnéZ nazyvan jako
biologické nebo bakterialni odbouravani kyselin, ¢i malolaktické kvaseni. [2] JMK je tra-
di¢ni vinaiskou technikou u vyroby bilého a ¢erveného vina. [8] V naSich zemé&pisnych

podminkach se vSak pouziva hlavné pii vyrobé vina ¢erveného. [3]

JMK je vyvolano bakteriemi, a tak se ve skute¢nosti nejedna o kvaseni, piesto se toto
oznaceni celosvétoveé pouziva. [3] Dle definice JMK ve vin¢ jde o enzymatickou pfeménu
kyseliny L-jable¢né na kyselinu L-mlé¢nou [9] za uvolnéni oxidu uhli¢itého. Jedna se tedy
0 dekarboxylaci. [10] Enzym zpusobujici tuto pfeménu se nazyva malolakticky, nebo také

jable¢no-mlé¢ny enzym. [11]

OH O 0O

HO OH — OH

0 OH

—

kyselina jable¢na kyselina mlé¢na

Obr. 1. Rovnice malolaktického kvaseni

K procesu JMK nejcastéji dochazi sekundarng, po alkoholovém kvaSeni, ale muze

probihat i sou¢asné s nim. [9]

Cilem transformace téchto kyselin je snizeni kyselosti vina a dosazeni pozadované
chuti a aroma vina. U vin vyprodukovanych v chladné&jSich oblastech, obsahujicich zpravi-
dla vétsi mnozstvi kyseliny jable¢né (na ukor kyseliny vinné), je proto velmi zadouci IMK
zatadit do technologického procesu vyroby. [12] Spravné provedené JMK ma rovnéz pozi-

tivni efekt na budouci mikrobiologickou stabilitu vina. [1]
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Pii JMK po odbourani kyseliny jablecné dochazi k odbourani dalSich kyselin, napfi-
klad kyseliny citronové, a déle potom cukru. [2] Vznikaji tak dalsi produkty ovliviujici

chut’ a aroma vina, [1] a to jak pozitivng, tak negativng. [2]

2.1 Bakterialni kultury jable¢no-mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaseni rozd€lujeme na homofermentativni a heterofermentativni,
kdy produkty mlééného kvaseni jsou v prvnim ptipad¢é pouze kyselina mlé¢na a oxid uhli-

¢ity a v druhém vznikaji navic jesté etanol a dalsi metabolity. [12]

Mlécné bakterie JMK naleZeji rodim Oenococcus, Lactobacillus a Pediococcus.
Bakterie rodu Oenococcus jsou heterofermentativni, fakultativné anaerobni, grampozitivni
koky. Zastupce tohoto rodu Oenococcus oeni je nejéastéji pouzivana kultura JMK. Jako
jediny vyvolava malolaktické kvaseni i u vin s velmi nizkym pH (pH < 3,5). [12] O. oeni
optimaln¢ roste pii teploté¢ 18 — 30 °C a pH = 4,8. [9] Dtive byl tento mikroorganizmus
klasifikovan jako Leuconostoc oenos [13] a byl jedinym acidofilnim zastupcem rodu
Leuconostoc, pozdéji byl ale ptidélen novému rodu Oenococcus. [14] Rod Lactobacillus
zastupuji homofermentativni ¢i heterofermentativni, fakultativné anaerobni, grampozitivni
ty¢inky. Rod Pediococcus charakterizuji homofermentativni, fakultativné anaerobni, gram-
pozitivni ty€inky. [9] V praxi je z nich pouzivan nejvice kmen bakterii Lactobacillus
plantarum, jehoz vyhodou je absence nezadoucich tond po odbouravani kyselin. Naopak
nedostatkem je netplné odbourani kyseliny jablecné. Disledkem je zastaveni ¢innosti bak-
terii, protoze Lactobacillus plantarum $patné snasi alkohol. Z tohoto divodu je vhodné

ptidavat jej do vina pied kvasenim. [2]

Mlécné bakterie potfebuji mimo zdroj energie (kyselinu jable¢nou) dalsi ziviny, jako
jsou aminokyseliny, nenasycené mastné kyseliny a vitaminy. Proto vina, ktera vykazovala

problémy pii kvaSeni nebo pochazejici ze stresovanych vinic, nejsou vhodna pro JMK. [2]

Bakterie nalezejici zminénym rodlim mikroorganizmt se nachazeji v cerstvém mostu
V pomérné malém poctu (103 —10* bakterii/ml) a v pritbé¢hu alkoholového kvaseni jsou tyto
kmeny téméf neaktivni. Teprve pfi koncentraci 3 - 10° bakterii/ml za&in4 vznikat kyselina
mlé¢na. [2] Nejvyhodnéjsim zptisobem provedeni JMK je inokulace Cistou kulturou bakte-

rii Oenococcus oeni. Pouziti Cistych bakterialnich kultur umoziuje producentim spravné
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nacasovani JMK a ¢astecné ovlivnéni odbouravani kyseliny jable¢né. Tyto kultury maji

rovnéz pozitivni vliv na chut’ a aroma vina. [3]

Startovaci kultury JMK jsou komer¢né dodavany jako lyofilizované preparaty. [9]

2.2 Faktory ovliviiujici jableéno-mlééné kvaSeni

Proces JMK ovliviiuje nékolik faktort. Patéi mezi n¢ zejména hodnota pH mostu ne-

bo vina, jeho teplota a obsah oxidu sifi¢itého. [3]

2.2.1 Hodnota pH

Hodnota pH je jednim z nejvyznamnéjSich faktorti ovliviwjici prabéh JMK. [3]
Ptedpokladem provedeni JMK je hodnota pH > 3,1. Pi niz8im pH totiz nedochézi praktic-
ky k Zadnému mnozeni bakterii Oenococcus oeni [3] (pokud je tfeba pH zvysit, pro mirné
odkyseleni se pouzije uhli¢itan vapenaty). [2] Je Zzadouci udrzovat hodnotu pH piiblizné v
rozmezi 3,3 — 3,5, protoze tehdy se mohou mnozit pouze zadouci bakterie Oenococcus
oeni. [3] Obecné plati, ze ¢im nizsi je kyselost vina pied aplikovanim bakterialnich kultur
JMK, tim mensi je riziko vytvoieni nezadoucich produktd negativné ovliviujici vyslednou
chut a aroma vina. Pfi pH > 3,5 se stavaji dominantnimi bakterie rodi Pediococcuc a

Lacobacillus, a dochazi tak k tvorbé nadmérného mnozstvi nezadoucich maslovych, syro-

vych, mlé¢nych, octovych aj. aromat. Muze dojit az k odbourani kyseliny vinné. [12]

2.2.2 Teplota

Piestoze je optimalni rist mlécnych bakterii pfiblizné 27 °C, ve vin€ je omezen na
asi 15 — 20 °C, pii¢emz teplotni optimum pro Oenococcus oeni je 20 - 22 °C. Nicméné pii
béznych anaerobnich podminkéch tato teplota zavisi jesté na koncentraci oxidu sifi¢itého a
etanolu a dalsich inhibitorech. [10] Nizké teploty inhibuji pribéh JMK. Napftiklad pfi tep-
lotach nizsich nez 15 °C je Oenococcus oeni témét neaktivni. [15] V pripade potieby ohie-
vu vina je vhodné pouzit infraCerveny ohtivac, jehoZ prednosti je, ze nezptisobuje lokalni

prehrati, a tudiz neskodi zivym bakteriim. [2]

2.2.3 Obsah oxidu siri¢itého

Obsah oxidu sifi¢itého je velmi vyznamnym faktorem ovliviiujici JIMK. SO; je velmi

dobry inhibitor vSech bakterii, véetné mléénych bakterii. [3] Doporu¢ena koncentrace cel-
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kového mnozstvi SO, je max. 50 mg/l. [15] Vazany SO, ma piiblizné 5 — 10 x mensi anti-
mikrobni vlastnosti nez volny SO», [3] proto i ptidavek pfiblizn¢ 10 mg/l mize zabranit

rastu mlé¢nych bakterii ve ving. [15]

2.3 VIiv jable¢no-mlééného kvaSeni na organoleptické vlastnosti vina

vvvvvv

L-jable¢né na kyselinu L-mlé¢nou. [9] S tim souvisejici ztrata kyselosti s sebou nese rov-
néz zménu chut'ového charakteru vina. Nevyzrala chut’ kyseliny jablecné se méni v harmo-

nictéjsi a plngjsi chut’ kyseliny mlééné. [2]

2.3.1 Tvorba diacetylu a jeho smyslové vnimani ve viné

wevr

hlavnim nosi¢em aroma béhem JMK. [11] Diacetyl je obecné povazovan za latku dodava-
jici charakteristickou chut” a aroma masla. [16] V nizkych koncentracich ve viné je jeho
aroma popisovano jako kvasnicové, ofiSkové a ve vysSSich jako maslové ¢i karamelové.
[10], Konkrétni vjem vzdy zavisi na dal$ich slozkach ovliviwyjicich chut/aroma daného
vina. [17] Jako pfijatelna je povazovana hranice 1 — 4 mg/l, [10] vice nez 5 mg/l je brano
jako vada. [9] Diacetyl je produktem metabolismu kyseliny citronové, ktera je rozkladana
vSemi pouzivanymi rody bakterii mlééného kvaSeni. [18] Vyhodou nejcastéji pouzivané
bakterie Oenococcus oeni je to, ze kyselinu citronovou metabolizuje pomaleji, nez rozkla-
da kyselinu jable¢nou, a proto je mensi riziko toho, ze vznikne diacetylu prespiilis. [11]

Podrobné;jsi charakteristika diacetylu bude popsana v dalsi kapitole.
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3 DIACETYLAJEHO CHARAKTERIZACE

3.1 Chemicka struktura diacetylu

Diacetyl, n¢kdy také oznacovany jako biacetyl, [19] je jednoducha organicka moleku-
la. Jeji systematicky nazev je 2,3 — butadion [20] a vzorec je C4HgO,. [19] Jedna se o kar-
bonylovou slou¢eninu, konkrétn¢ dikarbonylovou, dioxoslouceninu, ¢i diketon, jelikoZz na
druhém a tfetim uhliku obsahuje karbonylovou skupinu. Jest¢ presnéji jde O
a-dikarbonylovou slou¢eninu, jelikoz mezi dvéma karbonylovymi slou¢eninami neni zadny
volny atom uhliku (dle tohoto kli¢e jsou dale rozliSovany B a y-dikarbonylové slouceniny).

[21]

CH,
HsC

O

Obr. 2. Diacetyl — strukturni vzorec

3.2 Vlastnosti diacetylu

Diacetyl je zluta kapalina [21] ostrého maslového zapachu, [22] davajici potravindm
maslovou chut’ a aroma. [23] Jak uz bylo vySe napsano, diacetyl je ve viné produkovan
nékterymi druhy bakterii mlééného kvaSeni. Doddva vSak chut’ a aroma dal§im potravindm,
predevsim fermentovanym mlécnym produktim. [10] Diacetyl vznika v men$im mnozstvi
jako vedlejsi produkt rovnéz pii fermentaci piva. V pivé neni jeho pfitomnost zadouci, a
proto se pivo nechavéa dokvaset. Pii tomto procesu je diacetyl redukovan na acetoin a na-
sledn¢ na 2,3 — butandiol, ktery jiZ nema tak Spatny vliv na organoleptické vlastnosti piva.
[20] Diacetyl je v pivu bézné obsazen pfiblizné¢ v mnozstvi 0,05 mg/l. Vyjimkou mohou
byt néktera ¢erna piva, ktera mohou obsahovat az 0,6 mg/l. Mnozstvi vétsi nez 1,0 mg/l je

brano jako vada. [24] V porovnani s vinem je to pétinové mnozstvi (viz. 2.3.1.) Pro svou
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chut’ a aroma je diacetyl rovnéz piidavan do tfady potravin, jako napiiklad do margarint

nebo popcornu. [20]

Tab. 4. Vlastnosti diacetylu [25,26,27,28]

C4Hs0;
Molarni hmotnost [g/mol] 86,0892
Bod tuhnuti [°C] -2,4
Bod varu [°C] 88
Hustota [g/cm’] 0,99
Préh rozpoznani [mg/m’] 0,09*
pH 30% roztoku 3,2

* ve vin€ se prah rozpoznani velmi odviji od druhu a stylu vina. Dle Martineau a kol.

(1995) je tento prah u Dbilych vin 0,2 mg/l

(Chardonay)

a Vrozmezi

0,9 — 2,8 mg/l (Rulandské modré a Cabernet Sauvignon) u ¢ervenych vin. [17] Pro srovna-

ni u piva je za prah rozpoznani povazovano rozmezi hodnot 0,1 - 0,15 mg/I. [29]

3.3 Smyslové vnimani diacetylu ve viné

Aroma a chut’, kterou diacetyl vinu dodava, byla popsana v kapitole 2.3.1.

3.4 Metabolismus kyseliny citronové

Kyselina citronova je ve vin¢ obsazena v mnozstvi 250 — 300 mg/l. V zavislosti na

rychlosti priubéhu JMK se jeji obsah snizuje na 100 — 0 mg/I. [11] P#i JMK je kyselina cit-

ronova ve dvou krocich pfeménéna na kyselinu pyrohroznovou. Nejprve je transformovana

na Kyselinu oxaloctovou a octovou. Tato reakce je katalyzovana enzymem citratlyasa. Na-

sledn¢ je oxaloctova kyselina pfeménéna na kyselinu pyrohroznovou pomoci oxalacetatde-

karboxylasy. Diacetyl poté vznika jako meziprodukt pii dekarboxylaci kyseliny pyrohroz-

nové na 2,3-butandiol, konkrétné pti oxidac¢ni dekarboxylaci a—acetylmlééné kyseliny. [30]

Diacetyl je dale pomoci O.0eni pfeménovan na acetoin a 2,3- butandiol. [18] Kyselina py-

rohroznova (meziprodukt pii JMK, pii pfeméné kyseliny jableéné na kyselinu mléc¢nou) je

obvykle pfeménovana na kyselinu mlécnou, avsak pokud je pfitomna ,,dalsi” kyselina py-

rohroznova vznikajici z kyseliny citronové, vznika jako produkt diacetyl, acetoin a

2,3-butandiol. [11] Metabolismus kyseliny citronové znazoriuje obrazek 3.
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KYSELINA CITRONOVA

KYSELINA OCTOVA

KYSELINA OXALOCTOVA

rﬁ CO2

KYSELINA PYROHROZNOVA

(6(0)]

a-ACETYLMLECNA KYSELINA ----—4----’ DIACETYL

OXIDACE
CO2 /

v

ACETOIN

v

2,3-BUTANDIOL

Obr. 3. Metabolismus kyseliny citronové (vino, Oenococcus oeni)

Mnozstvi diacetylu (acetoinu) a kyseliny octové ve vin€ zéalezi na rychlosti JMK.
V ptipadé rychlého pribéhu JMK se z kyseliny citronové vytvaii vétsi mnozstvi kyseliny
octové, a to na ukor diacetylu a acetoinu. Naopak pfi pomalém mnoZeni mlécnych bakterii

vznika mén¢ kyseliny octové a vice diacetylu a acetoinu. [11]

Acetoin a 2,3-butandiol neovliviuji chut/aroma vina, protoze jejich meze rozpozna-
telnosti lezi vysoko, pfiblizné 150 a 600 mg/l a v takovych koncentracich se viné nevysky-
tuji. [10]

3.5 Faktory ovlivitujici mnozstvi diacetylu ve viné

Existuje mnoho faktorii, které ovliviiuji mnozstvi diacetylu ve ving. Patii zde druh
kultury mléénych bakterii pouzivany pro JMK, davka inokula téchto bakterii, druh vina,
pfitomnost zivych kvasinek, kontakt vina s kyslikem, koncentrace oxidu sificitého a kyse-

liny citronové, teplota a pH v prubéhu JMK ¢i pfitomnost zkvasitelnych cukrti ve viné. [10]
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3.5.1 Vybér bakterialni kultury a davka inokula

Kazdy vyrobce komercnich kultur bakterii pro nastartovani JMK udédvé informace
tykajici se pouziti a u¢inku dané¢ho vyrobku. Avsak tyto ucinky jsou velmi zavislé na vyse
uvedenych faktorech, a tak nékteré bakteric mohou produkovat vétsi mnozstvi zbytkové
koncentrace diacetylu. Vétsina komeréné dodavanych kultur je, s ohledem na pozadavky
vyrobct vina, takového charakteru, ze bud’ nepodporuje viibec vznik diacetylu, nebo jen

vV malém mnozstvi. [10]

Déavka inokula mléénych bakterii rovnéz ovlivituje tvorbu diacetylu. Bylo zjisténo, ze
niz8i davka zpusobuje vyssi produkei diacetylu ve vin€, coz potvrzuji vysledky experimen-
tt naptiklad na odridé vina Rulandské modré. Byly pouzity dvé rozdilné koncentrace bak-
terialnich kultur Oenococcus oeni (2 x 10* CFU/mI a 2 x 10° CFU/ml), pfi¢emz podatecni
koncentrace diacetylu méla hodnotu 0,5 mg/l. Po prob&éhnuti JMK obsahovalo vino naoc-
kované nizsi koncentraci bakterii 3,9 mg/1 diacetylu, pficemz vino s vy$$i koncentraci ino-

kula 1,7 mg/l. [10]

3.5.2 Teplota a pH pfi jable¢no-mlééném kvaSeni

V piipad¢ teploty existuje velmi malo ovéfenych informaci souvisejicich s akumulaci
diacetylu. Avsak De Revel a spol. (1989) ve svém vyzkumu zaznamenava vét§i mnozstvi
vytvoreného diacetylu pfi ockovani pii teploté 18 °C nez pii 25 °C. K potvrzeni této zavis-

losti by vsak bylo tieba dalsiho zkoumani. [10]

Co se tyce pH, bylo zjisténo, ze pii niz§im pH dochazi ke zvySené tvorb¢ diacetylu,

zatimco vy$$i pH podporuje tvorbu Kyseliny octové. [10]

Vyssi koncentrace kyseliny citronové ma za dusledek zvysSeni produkce diacetylu.
Pokud je kyselina citronova do mostu ¢i vina pfidavana, mél by se brat zietel na zvySenou
produkci dalSich produktti ovliviwyjicich chut/aroma, jako napiiklad kyseliny octové. [10]

Oxid sificity je velmi dobrym inhibitorem mléénych bakterii. [12] Jeho spojitost s di-
avsak s jeho vyprchanim naopak podporuje typické maselné aroma diacetylu. V pribéhu

skladovani vina se tak vlivem snizovani koncentrace SO, maselné aroma rozviji. [10]
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3.5.4 Kontakt mostu s kyslikem a usazeninami kvasinek béhem jable¢no-mlééného

kvaSeni

Pieména o—acetolaktatu na diacetyl je co do reakce neenzymaticka dekarboxylace,
ktera je podpofena piistupem kysliku. [10] Proto pfitomnost kysliku zapfic¢inuje zvySenou

tvorbu diacetylu ve viné. [31]

Vinné kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji schopnost diacetyl syntetizovat i re-
dukovat. V pribéhu JMK pfitomnost usazenin kvasinek snizuje mnozstvi diacetylu.
Z tohoto divodu je dulezité spravné nacasovani JMK. Zalezi jen na tom, zda je zadouci,

aby diacetyl ovlivnil aroma/chut’ daného vina. [10]

3.6 ,,Popcorn lung disease*

Diacetyl je béznou aromatizujici latkou doddvanou do potravin kvili svému typic-
kému maslovému aroma. [32] Jednou z téchto potravin je popcorn. Diacetyl vSak neni z
toxikologického hlediska uplné bezpe¢na latka a jeho chronické plisobeni pfinasi zdravotni
rizika. [20] Aromatické latky vCetné diacetylu jsou obecné velmi tékavé, a tak je mozné je
snadno vdechnout. V roce 2000 se ve staté Missouri stal ptipad, kdy v zavodé na vyrobu
maslového popcornu byla u deseti pracovnikii diagnostikovana obliterativni bronchiolitis.
[33] Jde o zavazné onemocnéni dolnich cest dychacich, [34] které muze byt zplisobeno
diacetylem. Mezi projevy této nemoci patii zhorSujici se suchy kasel, sipani a dusnost.
V tézkych piipadech se nékdy musi ptikrocit i k transplantaci plic. [35] Na zakladé této
udalosti byla zkoumana toxicita par diacetylu na potkanech. Po inhalovani par diacetylu
byly zaznamenany zmény na nosnich sliznicich potkant, na sliznicich pracovniki vSak tyto
zmény pozorovany nebyly. Divodem onemocnéni ale mohly byt vyssi koncentrace vde-
chovanych par diacetylu pracovniky v zavodé nez pii experimentu s potkany. [20] Presto,
zZe je diacetyl dle FDA (Food and Drug Administration) zafazen mezi bezpecné latky slou-
zici k aromatizaci, existuji diikazy o nebezpec¢nosti jeho vdechovani ve vEétSim mnoZstvi.
Nekteré firmy, vcetné spolecnosti ConAgra (nejvétsi americky vyrobce popcornu), se roz-

hodly diacetyl ve své vyrobé nepouzivat. [36]

Tomuto ojedin€lému onemocnéni se tak zacalo fikat ,,popcorn lung disease® nebo ta-

ké ,,popcorn worker lung®, [35] v piekladu néco jako popcornové onemocnéni plic.
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4 METODY STANOVENI DIACETYLU

Diacetyl je mozné stanovat rtiznymi instrumentdlnimi metodami. Mezi tyto metody
patii kolorimetrie, polarografie, vazkové stanoveni, spektrofotometrie, fluorimetrie, a pre-

devsim kapalinova a plynova chromatografie. [10]

4.1 Kolorimetrie

Kolorimetrie je opticka metoda. Intenzita charakteristického zbarveni zkouman¢ lat-
ky zavisi na jeji koncentraci v roztoku. Porovnavanim absorbanci roztoku vzorku
s absorbanci roztoku standardu se zjisti mnozstvi obsazené latky. [37] Kolorimetrické sta-
noveni diacetylu je zalozeno na reakci diacetylu s keratinem v piitomnosti a-naftolu. Ne-
vyhodou tohoto stanoveni je v8ak moznost zkresleni vysledku acetoinem, jehoz vinova

délka absorbance je stejna jako u diacetylu, a je tak slozité je uréit individualné. [10]

4.2 Polarografie

Polarografie je analyticka metoda, (za jejiz objeveni dostal Jaroslav Heyrovsky v roce
1959 Nobelovu cenu), [38] jejimz principem je sledovani zavislosti proudu na vkladaném
napéti v elektrochemickém ¢lanku, sloZeném z nepolarizovatelné (referencni) a polarizova-
telné (mérné) elektrody. Jsou pouzity rtutové elektrody s obnovitelnym povrchem. [39]

Polarograficky je diacetyl snadno stanovovan po kondenzaci s o-fenylendiaminem. [40]

4.3 Vazkové stanoveni

Vazkové stanoveni diacetylu je zalozeno na jeho reakci s hydroxylaminem, kdy vzni-
ka dioxim, ktery v interakci s nikelnatymi ionty v kyselém prostiedi vytvafi srazeninu ni-

kelnatého chelatu, jez se odfiltruje, nasledné vysusi a zvazi. [41]

4.4 Spektrofotometrie

Dalsi variantou je spektrofometrické stanoveni, [42] kdy se nepouziva srazenina ni-
kelnatého chelatu, ale jeho roztok, u kterého se zméti absorbance. [41] Principem absorp¢-
ni spektrofotometrie je zjisténi absorpce svétla pii prichodu vrstvou roztoku. Jeho koncen-

trace se poté vypocita z Lambertova-Beerova zakona.
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45 Fluorimetrie

Fluorimetrie je metoda vyuzivana k analyzam organickych sloucenin ve form¢ rozto-
ku. Pomoci ni se méfi fotoluminiscenéni zafeni vysilané molekulami, excitovanymi ultra-
fialovym nebo viditelnym zafenim, pii navratu do zékladniho stavu. [39] V kyselém pro-
stiedi dochazi k reakci diacetylu s isonikotinhydrazidem za vzniku hydrazinu, ktery spolu

se zirkonic¢itymi solemi utvari fluorescenéni komplexy. [43]

4.6 Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni analyticka metoda, pii které jsou oddélovany (separova-
ny) slozky obsazené ve vzorku. Principem je vneseni vzorku mezi dvé navzajem nemisitel-
né faze. Nepohybliva faze se nazyva stacionarni a pohybliva faze mobilni. Vzorek se umisti
na zacatek stacionarni faze. Mobilni fazi je vzorek undSen pfes stacionarni fazi, na které
dochazi k zachycovani slozek vzorku. Slozky, které jsou siln€ji poutany na stacionarni fazi,
se tak v pohybu vice zdrzuji. Timto dochazi k postupné separaci a na konec stacionarni

faze se dostavaji diive slozky méné zadrzované. [44]

Z divodu velké riznorodosti chromatografickych metod se tyto déli podle n¢kolika
hledisek. [44] Dle skupenstvi mobilni faze rozdélujeme chromatografické metody na kapa-
linovou chromatografii a plynovou chromatografii. [45] Podle uspofadani stacionarni faze
rozliSujeme kolonovou chromatografii (stacionarni faze je umisténa v trubici - kolong¢),
papirovou chromatografii (stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru) a tenko-
vrstvou chromatografii (stacionarni faze je umisténa na pevném plochém podkladé — napft.
hlinikové folii ¢i sklenéné desce). Posledni déleni je podle povahy prevladajiciho dé&je pii
separaci. Patii sem rozd€lovaci, adsorp¢ni, iontové-vyménna, afinitni a gelova chromato-
grafie.

U rozdélovaci chromatografie o separaci rozhoduje rozdilna rozpustnost slozek ve vzorku
Vv kapalné stacionarni fazi a kapalné nebo plynné mobilni fazi. Adsorp¢éni chromatografic-
kou metodu charakterizuje rozdilna schopnost sloZzek adsorbovat se na povrch stacionarni
faze (tuha latka). U iontové-vyménné chromatografie o separaci slozek rozhoduji rtizné
velké elektrostatické pfitazlivé sily mezi funkénimi skupinami staciondrni faze a ionty

vzorku. Pfi pouziti gelové chromatografie se slozky separuji podle velikosti na porovitém
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gelu (stacionarni faze). U afinitni chromatografie stacionarni faze vaze ze vzorku ty slozky,

ke kterym ma afinitu (uzce selektivni vztah). [44]

4.6.1 Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vyznaénou metodou kapalinové chromatografie je technika HPLC. Tato zkratka zna-
¢i ,,High Performance Liquid Chromatogramy®, v pickladu vysoce G¢innou kapalinovou

chromatografii. [46]

Bé&hem separace je analyt rozdélovan mezi stacionarni a mobilni fazi. Cas, ktery stra-

vi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na jeho afinité ke kazdé z nich. [44]

Metodu HPLC miiZzeme rozliSovat jako tzv. ,normalni“ a ,,reversni*. Pfi normalni
HPLC je stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni faze. U reversni HPLC metody je tomu
naopak. Druha jmenovana metoda je vice pouzivana, anglicky je oznacovana jako Reverse

Phase HPLC. [46]

U kapalinové chromatografie se obvykle pracuje elu¢ni metodou. Ta je zalozena na
vymyvani vzorku nosnou mobilni fazi. Vzorek se davkuje najednou do proudu mobilni
faze pred vstupem do kolony. Z kolony vychazi nejdiive ta slozka, ktera se na stacionarni
fazi zachycuje nejméné. Cas, ktery molekula dané slozky stravi v kolong, je pro ni za da-
nych experimentalnich podminek charakteristicky a identifikujici, nazyva se retencni Cas.
Vznikly chromatogram je tvofen fadou elu¢nich kiivek, neboli pikl. Kvantitativni zastou-
peni sloZky urcuje plocha uzaviena jejim pikem. Mobilni faze pfi elu€ni metodé¢ se nazyva

eluent, z kolony vychazi eluat. [44]

Jako mobilni faze se pouZzivaji bézna rozpoustédla nebo jejich smési. [39] Pii izokra-
tické eluci je mobilni faze tvofena jednou latkou. Pti gradientové eluci ji tvori smés latek,
jejichz pomér se v pribéhu procesu meéni tak, aby se zvySovala jeji elucni sila (schopnost
vymyvani vzorku). [47]

Staciondrni faze je tvofena mikrocasticemi silikagelu, na kterych jsou navazany na-
ptiklad nepolarni uhlovodiky (C8, C16) nebo polarnéjsi uhlovodiky s nitrilovou funkéni

skupinou. [46]
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4.6.1.1 Schéma a popis kapalinové chromatografie

Pfistroj, na némz se chromatograficka separace provadi, se nazyva chromatograf.
[48] Na obr. 4. je znazornéno schéma kapalinové chromatografie. Mobilni faze je vhanéna
vysokotlakou pumpou (Cerpadlem) do chromatografické kolony, odtud pokracuje pres de-
tektor do odpadni nadoby. Do proudu mobilni faze je pomoci davkovaciho zafizeni vnese-
no presné mnozstvi analyzovaného vzorku. Mobilni faze nasledné€ unasi vzorek do kolony,
kde se odehrava vlastni separace jednotlivych slozek vzorku. Vystup z kolony vede déle do
detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detekovany. Signal detektoru je zaznamenavan po-

moci vyhodnocovaciho zafizeni (nejcastéji PC) a ukladan v podobé chromatogramu. [46]

kolona vyhodnocovaci

T —————— zafiz.&“i
—t —

W

davkovaci
zarizeni

-t
-0 B

vzorek

H———

zasobnik
mobilni faze

cerpadlo detektor

odpad

Obr. 4. Schéma kapalinového chromatografu [49]

Cerpadlo — jako zdroj priitoku mobilni fize se pouZivaji vysokotlaka &erpadla, [39]
(pistova nebo membranova), [44] jejichz rysem je to, Ze zachovavaji konstantni pritok i za
vysokych tlakli a malych hodnot pratoku. Pti praci s vy$Simi tlaky je tfeba pied Cerpadlo
zaradit krok mobilni faze. Divodem je pfitomnost mikrobublinek. Ty jsou za atmosféric-
kého tlaku v mobilni fazi rozptyleny. Pfi zvySeném tlaku se ale rozpusti, av§ak po vystupu
z kolony se op¢t uvoliluji, coz znemoziuje funkei detektoru. Odplynéni se provede nejcas-

t&ji rychlym zahtatim rozpoustédla pod teplotu jeho bodu varu. [39]
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Déavkovaci zafizeni — V soucasné dob¢ se pouzivaji dva zplisoby vnaseni vzorku do
kolony, a to davkovani injek¢ni stiikackou a obtokovym davkovacim kohoutem. Nevyho-
dou davkovani pomoci injekéni stiikacky je predevsim riziko zaneseni stop materialu ze
stiikacky. Provadi se ru¢né nebo automaticky. [44] Nejbéznéjsi davkovaci zatizeni jsou
davkovaci ventily se smy¢kou a autosamplery. [50] Vyhodou autosamplert (automatickych

davkovacil) je nepotiebnost obsluhy davkovani.

Kolony — chromatograficka kolona je trubice naplnéna stacionarni fazi. [50] Material,
z néhoz jsou kolony zhotoveny, musi byt odolny jak proti vysokym tlaktim, tak i chemicky.
[39] Nejcasteji se pouzivaji kolony nerez-ocelové, [44] dale plastové (PEEK) nebo skleng-
né. [50] Kolony pro analytické vyuziti maji zpravidla 10, 15, nebo 25 c¢cm, vnitini pramér

4,6 nebo 5,0 mm. B&Zny pritok eluentu je 1 — 2 ml/min.

Detektory — u HPLC metody se pouziva nékolik druht detektor vzajemné se liSicich
v mnoha parametrech. Mezi né patii naptiklad princip funkce, konstrukce, selektivita, citli-
vost ¢i meze detekce. [46] Nejpouzivanéjsimi detektory v HPLC metod¢ jsou fotometricky,
refraktometricky a fluorescenéni detektor. [44] Nejbézn&jsim je fotometricky detektor
(UVIVIS), ktery je zaloZen na absorpci viditelného nebo ultrafialového zateni. Jde o selek-
tivné pracujici detektor a jeho citlivost je zavisla na typu detekované latky a pouzité vinové
délce. [39] Jednodussi detektory méfi pii jedné vinové délce, nejéastéji 253,7 nm, a pouZi-
délky pomoci monochromatoru. Nejdokonalej$i detektory jsou schopny pomoci diodového
pole proméfit absorpéni spektrum v zadané oblasti vinovych délek. Tyto se oznacuji jako
DAD detektory (Diode Array detector). [44] Vyhodou fotometrickych detektord je mala
citlivost na zménu teploty a prutoku mobilni faze. [39] Co se tyka rozsahu analyzovanych
latek, je jeho nevyhodou neschopnost zaznamenavat nasycené uhlovodiky, naopak je velmi
vhodny pro detekci aromatickych uhlovodiku. [48] Refraktometricky detektor je zalozen na
méfeni rozdilu indexu lomu ¢isté mobilni faze a mobilni faze vychazejici z kolony. [39]
Jeho vyhodou je vétsi univerzalnost, avSak neni pfili§ citlivy. [44] Fluorescencni detektor
je konstrukéné podobny fotometrickym detektorim [48] a je zalozen na principu
fluorescence — schopnosti latek absorbovat UV zafeni a pak vysilat zafeni o vys$i vinové
délce, které se méti fotonasobi¢em kolmo na smér vstupujiciho zatreni. Je vysoce selektivni
a vhodné kombinovatelny s fotometrickym detektorem. Mezi dal§i pouzivané detektory

patii FTIR detektor (univerzalni detektor zpracovavajici infraCervena spektra slozek
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Vv mobilni fazi), dale elektrochemické detektory (pouzivané tam, kde jsou v roztocich obsa-
zeny slozky redukovatelné nebo oxidovatelné na polarizované elektrod¢) a hmotnostni

spektrometr (pouzivany pfedev§im u plynové chromatografie). [44]

Vyhodnocovaci zafizeni — nejéastéji PC, ktery provede vyhodnoceni. Vysledkem mé-

feni je chromatogram.

Stanoveni diacetylu ve viné bude popsano v metodice praktické ¢asti prace.

4.6.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography) se od kapalinové odlisuje skupen-
stvim mobilni faze. Tou je v tomto piipad€ nosny plyn. Ten unasi davkovany vzorek kolo-
nou. Aby mohl byt vzorek transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn [44] (vzorek je
vstiiknut do vyhtivaného prostoru, kde dochazi k odpafeni). [39] Obecné mize byt metoda
pouzita k separaci plynd, vétSiny nedisociovanych kapalin a pevnych organokovovych mo-

lekul i mnoha organokovovych latek. [44]

Co se tyce stanoveni diacetylu pomoci plynové chromatografie, existuje vice moz-
nosti. [10] Jednou z nich je derivatizace diacetylu 4,5-dichloro-1,2-diaminobenzenem za
vzniku 6,7-dichloro-dimetylquanoxalinu, ktery se po extrakci v benzenu stanovuje plyno-
vou chromatografii s hmotnostné spektrometrickym detektorem. Tato metoda je piimo
vhodna pro analyzovani diacetylu ve ving€ [29] i pivu. [51] Dalsi moznosti stanoveni diace-
tylu je pouziti plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem. [10] Vzorek
obsahujici diacetyl je zfedén 5% roztokem etanolu, cenrtifugovan a nasledné proméien.
[52] Dle Hayasaky a Bartowsky se zda byt nejlepsi metodou pro stanoveni diacetylu ve
viné pouziti mikroextrakce na tuhou fazi (SPME — Solid Phase Microextraction*) v kom-
binaci s plynovou chromatografii s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci (jako vnitini
standard se pouzije diacetyl-D6). Vyhodou této metody je limit detekce diacetylu pouhych
0,01 pg/ml az po 10 pg/ml. [53]

* SPME je jednoducha a G¢inna sorpéné/desorpéni technika zakoncentrovani analytu [54]

urcena také pro analyzu chut'ovych a vonnych latek. [53]
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5 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo v teoretické ¢asti zaméfit Se na proces vyroby ¢erveného
vina, popsat vznik diacetylu jako parametru jakosti vina pii jable¢no-mlééném kvaseni a

Vv neposledni fad¢ charakterizovat dicetyl a metody jeho stanoveni.

Prakticka ¢ast spoc¢ivala v analyzovani a vyhodnoceni vyvoje mnozstvi diacetylu
Vv pritbéhu jable¢no-mlécné fermentace obsazené¢ho ve vzorcich vina pfipravenych rtiznou

technologii.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA PRACE

6.1 Pouzité chemikalie

e 85% kyselina ortofosforecna (Penta)

e Standard diacetylu (Sigma Aldrich)

e Redestilovana voda

6.2 Pomiicky a pristroje

e HPLC aparatura Hewlett Packard series 1100

o

o

Odplynovaci zatizeni G1322A

Binarni pumpy G1312A

Termostat kolon G1316A

Davkovaci ventil se smyckou (20 pl)

Kolona Aminex HPX-87H lon Exclusion Column (300 mm x 7,8 mm)
Detektor UV/VIS DAD G1315A

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instrument 1 (Agilent,
USA)

e Davkovaci injekéni stiikacka 50 pl (Hamilton, USA)

e Mikrofiltry MS® Nylon Syringe Filter 13 mm x 0,45 pm (Chromservis s.r.o.)

e Bé&zné laboratorni vybaveni (laboratorni sklo a pomticky)

6.3 Metoda stanoveni diacetylu ve viné

Piedlohou stanoveni byl ¢lanek lon-exchange HPLC of Cheese-related Organic

Acids in Comparison with Reverse-phase HPLC, jehoz autory jsou J. F. R. Lues a spol., a

ktery byl uveden v Casopise International Dairy Journal - Elsevier (1998, 8 (12)). [55]

V ¢lanku je popisovano a porovnavano stanoveni organickych kyselin a diacetylu pomoci

iontové-vymeénné HPLC a klasické reversni HPLC. Metoda iontové-vyménné HPLC se jevi

jako vhodngjsi pro stanoveni organickych kyselin a pfedevsim pro stanoveni diacetylu jako
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jedina spravna (J. F. R. Luesovi a spol. se totiZz nepodafilo zméfit koncentraci diacetylu ve
vzorku pomoci klasické reversni HPLC — pouzita kolona Zobrax ODS 4,6 mm x 250 mm).
Dle vySe uvedené¢ho byla pro stanoveni diacetylu ve vzorcich vina pouzita metoda

iontové-vyménné HPLC s UV detekci.

6.4 Analyzované vzorky vina

Pro analyzu byly pouzity vzorky vin pochazejici od dvou riiznych distributorti (vina-
f). Spolecné pro tyto dva distributory je shodnid vinafska oblast — Morava,
podoblast — Slovacko, a dokonce i stejna vinai'ska obec — Polesovice. Od obou byly odebi-

rany vzorky vina dvou odrud — Cabernet Moravia a Zweigeltrebe.

Tyto odbéry zacaly po ukonceni faze hlavniho alkoholového kvaseni. Byly odebirany
vzdy dva vzorky dané odridy v jeden Cas, pficemz se liily tim, Ze jeden vzorek byl zaoc-

kovany bakterialni kulturou pro vyvolani JMK, a druhy ne.

Od prvniho distributora (dale oznacovan jako vinaf ¢.1) byly vzorky obou odriid ode-
birany kazdé 3 dny, a to v mésici prosinci 2010 a lednu 2011. Bylo tak odebrano celkem 22
vzorkll kazdé odriidy (11 zaockovanych a 11 nezaockovanych). Od druhého distributora
(dale vinafe ¢.2) byl odebran stejny pocet vzorkl, avSak v intervalu 14 dni. Jednotlivé od-
rudy se navic casové lisily v odebirani vzorkl. Zatimco vzorky vina Cabernet Moravia byly
odebirany v rozmezi fijen 2010 — biezen 2011, vzorky Cabernet Moravia v obdobi listopad

2010 — duben 2011.

6.4.1 Pouzita kultura bakterii

Pro oc¢kovani vina byla pouzita komer¢ni kultura BIOSTART® FORTE SK2. Jedna
se o koncentrovanou kulturu bakterii pro nastartovani biologického odbouravani kyselin
Vv bilém a Cerveném ving. Je to zamrazeny a suSeny preparat vybrany z kmenu Oenococcus
oeni. Mezi podminky pouziti tohoto vyrobku patii: obsah volného SO, nepiekracujici
15 mg/l, maximalni obsah volného SO, 45 mg/l, pH > 3, teplota vina > 14 °C a obsah alko-
holu maximalné 14,5 %. Ockovat se doporucuje az po alkoholovém kvaSeni, tak aby obsah

zbytkového cukru nebyl vyssi nez 4 g/1. [56]
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6.4.2 Uprava vzorki p¥ed stanovenim

Pted stanovenim byly vzorky uchovavany zamrazené v tmavych neprihlednych na-
dobach o objemu 0,25 I. Pied vlastnim stanovenim probé&hlo jejich Setrné rozmrazeni. Poté
byly vzorky filtrovany pies mikrofiltr do mikrozkumavek. V této fazi mohl byt vzorek na-

stiiknut do aparatury a nasledné stanoven (reten¢ni ¢as pro diacetyl je 9,64 min).

6.5 Optimalizace metody a podminky méfeni

Po nékolika prvnich pokusnych métenich bylo z divodu lepsiho kvantitativniho vy-
hodnoceni pfistoupeno k metodé standardniho pridavku, kdy ke kazdému vzorku piefiltro-
vaného vina bylo pfiddno stejné mnozstvi standardu diacetylu zifedéného na koncentraci
1 mg/l (fedéno mobilni fazi). Méfena tak byla tato smés 1:1. Kazdy vzorek byl prométen
ctyrikrat.

Lues a spol. jako mobilni fazi pouzili 0,009 — 0,0013 N kyselinu sirovou, ta by ale
kvuli ptili§ nizkému pH mohla mit negativni vliv na konstrukci binarnich pump. Proto byla
jako mobilni faze pouzita 1% kyselina ortofosfore¢na .V tabulce 5 jsou shrnuty optimali-

zované podminky a nastaveni metody.

Tab. 5. Podminky méteni

Typ kolony Aminex HPX-87H lon Exclusion Column 300 x 7,8 mm
Mobilni fize 0,1% H3PO4 (pH = 2,25)

Priitok 1,0 ml/min

Detektor UV (DAD)

Me¢ftend spektra 280, 290 nm

Nastaveni termostatu 30 °C

Doba analyzy 1 vzorku |20 min.

Typ eluce izokraticka

Navratnost diacetylu byla sledovana po ptidavku jeho zndmého mnozstvi do studo-
vané matrice (Cervené hroznové vino). Bylo dosaZeno navratnosti 96 — 102 % pro rozdilné
koncentrace diacetylu. Reprodukovatelnost procedury byla zkouSena pomoci Sesti analyz

reprezentativnich vzorkd béhem 5 dnd.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledek méreni kalibracni krivky standardu diacetylu

Do chromatografu byly postupné nastiiknuty standardy diacetylu ziedéné mobilni fa-
zi na koncentrace 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 a 1,0 mg/l. Kazda tato koncentrace byla proméfena
Sestkrat. Detekce probé¢hla pii vinovych délkach 270, 280 a 290 nm. Nejlepsi odezva detek-
toru byla pfi 280 nm, coz znamena, ze pfi této vinové délce byla absorbance nejvyssi a plo-
cha piku nejvétsi. Proto byly hodnoty ploch pika pti vinové délce 280 nm pouzity
k sestrojeni kalibra¢ni ktivky. Tabulka naméfenych hodnot, podle kterych byla kalibra¢ni

ktivka sestrojena, je uvedena v piiloze P .

Kalibracni krivka standardu diacetylu

32
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S 24
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©
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o
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koncentrace diacetylu [mg/1]

Obr. 5. Graf kalibra¢ni kiivky standardu diacetylu; vlnova délka 280 nm

7.2 Vysledky méreni vzorki vina

Realné vzorky vina byly méteny, rovnéz jako koncentraéni fada standardu diacetylu,
za stanovenych podminek viz. Tab. 5. Tlak vyvijeny binarnimi pumpami Vv pribéhu chro-
matografické analyzy byl ustdlen na hodnoté 130 bar. Detekce probihala jiz pouze ve

dvou vinovych délkach 280 a 290 nm z toho diivodu, ze pii méfeni koncentracni fady stan-
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dardu diacetylu pti 270 nm byla odezva detektoru nesrovnatelné slabsi. Jako u méteni kon-

centracni fady diacetylu byla i u realnych vzorki maximalni odezva detektoru pii 280 nm.

Zpracovanim dat vzniklych chromatogrami byly ziskdny hodnoty koncentraci diace-

tylu v pribéhu JMK.

7.2.1 Vzorky od vinare ¢. 1

koncentrace diacetylu [mg/1]
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Obr. 6. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé Cabernet Moravia vinaie ¢. 1
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Obr. 7. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odriadé Zweigeltrebe vinaie €. 1
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7.2.2 Vzorky od vinare ¢. 2
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Obr. 8. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé Cabernet Moravia vinafe ¢. 2
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Obr. 9. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé Zweigeltrebe vinate ¢. 2

Konkrétni data koncentraci diacetylu, na jejichz zdklad¢ byly zkonstruovany tyto na-

zorné grafy, jsou uvedeny v ptiloze P II.
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7.3 Vlastni komentai vysledki a porovnani s dostupnou literaturou

Vzorky vina pochazejici od vinate €. 1, jak jiz bylo vySe popsano, byly odebirdny
Vv Casovém horizontu jednoho mésice, kdezto vzorky vina vinafe €. 2 v horizontu Ctyt a ptl
meésict. Lze tedy v prvnim pfipadé hovotit o kratkodobém pokusu, ve druhém pak o dlou-

hodobém pokusu.

U vina Cabernet Moravia od vinafe €. 1 je znat za celou dobu kratkodobého pokusu
narust mnozstvi diacetylu, a to jak v zaockovanych, tak i nezaockovanych vzorcich, pouze
s drobnymi odchylkami. Nutno v8ak podotknout, Ze koncentrace diacetylu se od prvniho do
posledniho odbéru 1isi v rozmezi pouze cca 0,1 mg/l. V prvnich odebranych vzorcich byla
zaznamenana vyS$i koncentrace v zaockovanych vzorcich nez v nezaockovanych vzorcich.
Tento fakt znac¢i pocatek JMK a degradaci kyseliny citronové za vzniku diacetylu. Zména
nastala 27.12., kdy pozorujeme vyssi koncentraci u nezaockovaného vzorku. Zajimavé je
srovnani poslednich odbéru vzorku, které naznacuje tendenci k poklesu mnozstvi diacetylu
v zaockované matrici, naopak v nezaockovaném ving jeji staly mirny rtst. Vysvétlenim
tohoto zavéreéného poklesu koncentrace diacetylu u zaockovaného vina miize byt pfeména

diacetylu na dalsi produkty metabolismu kyseliny citronové (acetoin a 2,3-butandiol.)

Vzristajici trend koncentrace diacetylu byl rovnéZ zaznamendn u odridy vi-
na Zweigeltrebe pochazejiciho od vinafe ¢. 1. Zde je patrny nejvyraznéjsi nardst mnozstvi
diacetylu v zaockovanych i nezao¢kovanych vzorcich do 19.12. Zajimavou skute¢nosti je
dalsi zvySeni koncentrace diacetylu v nezaoCkovanych vzorcich po 27.12. Od tohoto data
se koncentrace diacetylu v zaokovanych vzorcich méni uz jen minimalné, ale narozdil od
odridy Cabernet Moravia zde neni vidét tendence k poklesu jeho mnozstvi. Mize to byt
dano odrtdou, ¢i divodem by mohla byt vyssi koncentrace kyseliny citronové v této odri-
dé. Pocatecni koncentrace diacetylu ¢ini u odridy Zweigeltrebe 0,258 mg/l, kdezto
u Cabernetu Moravia 0,143 mg/l. Zajimavé je, ze u odrudy Zweigeltrebe se oproti Caberne-
tu vyraznéji zvysila hodnota koncentrace diacetylu za dané obdobi. Konecna koncentrace u
Zweigeltrebe v zaockovaném vzorku byla 0,662 mg/l a v nezaockovaném dokonce 0,862
mg/l, kdezto u Cabernetu Moravia to bylo 0,246 mg/l, resp. 0,217 mg/l. Piekvapivym zjis-
ténim je vyssi koncentrace diacetylu u nezao¢kovanych vzorkli. Tu mlze zplsobit napfi-

klad spontanni JMK vyvolané nekulturnimi bakteriemi.
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Jesté zajimavéjsi vyvoj koncentrace diacetylu béhem JMK byl pozorovéan v dlouho-
dobém pokusu u vzorkti pochazejicich od vinafe ¢. 2. U odrudy Cabernet Moravia se od
zaoCkovani kiivky koncentraci diacetylu rozchazeji. Zatimco u zaockovaného vina jiz po
¢trnécti dnech koncentrace diacetylu klesd, u nezaockovaného vina ma vzestupnou tenden-
ci po dobu asi jednoho mésice (do 22.12.), poté ovSem rovnéz klesa. Klesajici trend kon-
centrace diacetylu u zaockovaného vina trva az do 2.2., kdy jiz ve viné neni detekovan.
Dusledkem bude piedchozi odbourani veskeré kyseliny citronové a redukce diacetylu na
dalsi produkty metabolismu kyseliny citronové. Koncentrace diacetylu v nezaockovaném
vin€ rovnéz klesla a dostala se na hodnotu 0,028 mg/l. Zajimavou skutecnosti je, ze u za-
oc¢kované¢ho vzorku vina neni znat zadny rist mnozstvi diacetylu ani v druhém odbéru
(8.12.), naopak jeho koncentrace jiz klesa. Diivodem miize byt vétsi rychlost IMK, kdy se
Z kyseliny citronové vytvaii vice kyseliny octové praveé na ukor diacetylu, a také delsi ¢aso-

vy horizont ¢trnacti dni, kdy tato skute¢nost nemohla byt zaznamenana.

U odridy Zweigeltrebe vinatfe ¢. 2 dochazi u zaockovaného vina v prvnich Etyfech
tydnech k mirnému narstu mnozstvi diacetylu, av§ak nasledujicich Sest tydni se jeho hod-
nota tolik neméni. Teprve po téchto deseti tydnech, a nejvice od dvanéactého tydne (19.1),
dochazi k prudkému tubytku diacetylu, kdy béhem nasledujicich dvou tydnii uz neni ve viné
detekovan. Pocatecni slaby nardst a nasledujici setrvani mnozstvi diacetylu na podobnych
hodnotach, a to v horizontu deseti tydnli, miize znacit velmi pomaly prabé¢h JMK, ¢i do-
konce naznacovat neprobéhnuti JMK. Vysvétlenim by mohla byt niz§i, neoptimalni teplota
sklepa u vinate ¢. 2. Diacetyl by i pfes neprobé¢hnuti JMK mohl byt redukovan kyselym
prostiedim na acetoin. Priibéh vyvoje koncentrace diacetylu v nezaoCkovaném viné ma
kromé pocate¢niho mirného poklesu a naristu 19.1. podobny trend jako v zaockovanych
vzorcich. Poc¢atecni koncentrace diacetylu u odriidy Cabernet Moravia byla 0,343 mg/l a u
Zweigeltrebe 0,281 mg/l. Pokud porovname hodnoty pocateénich koncentraci diacetylu
z hlediska odrud, u vinafe ¢. 1 byla vy$$i u Zweigeltrebe, kdezto u vinafe ¢. 2 to bylo

v odradé Cabernet Moravia.

Maximalni namétena koncentrace diacetylu byla u vina Zweigeltrebe vyprodukova-
ného vinafem ¢. 1., a sice u nezaockovaného vina s hodnotou 0,862 mg/l, u zao¢kovaného
0,662 mg/l. Martineau a kol. uvadi, ze prah rozpoznani u Cervenych vin lezi v rozmezi
0,9 — 2,8 mg/l (u odrud Rulandské modré a Cabernet Sauvignon). [57] Lze tedy piedpokla-

dat, Ze by diacetyl toto vino po organoleptické strance nepoznamenal.
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Co se tyCe obsahu diacetylu ve ving, zajimavy vyzkum provadél Bartowsky a spol.
(2002). Ve své praci se zabyvali stanovenim diacetylu v ruznych odridach bilych, ale i
¢ervenych vin. Celkem analyzovali 43 Cervenych vin, konkrétn¢ 18 odrid Cabernet
Sauvignon, 4 odriidy Merlot, a 21 odriid Shiraz. Primérny obsah diacetylu byl u Cabernetu
Sauvignon 0,7 mg/l, u Merlotu 0,4 mg/l a u Shirazu 1,2 mg/l. Jednalo se o bézn¢ zakoupe-
na vina. [17] Srovnanim téchto hodnot s hodnotami kratkodobého pokusu, kde byly konec-
né koncentrace diacetylu u zaockovaného, resp. nezaockovaného Cabernetu Moravia
0,217, resp. 0,246 mg/l a u Zweigeltrebe 0,662 a 0,862 mg/l, je patrné, ze vzorek vina
Zweigeltrebe je vrozmezi hodnot naméfenych Bartowskym a spol. nejblize odri-
dé Cabernet Sauvignon a Cabernet Moravia lehce pod hodnotou Merlotu. To vse za pied-

pokladu, Ze by bylo JMK ukonceno a koncentrace diacetylu by se jiZ neménily.

Veskera dostupna literatura, Z niz bylo ¢erpano, uvadi, ze pii JMK vlivem odboura-
vani kyseliny citronové dochézi k tvorbé diacetylu, tudizZ se jeho koncentrace ve ving zvy-
Suje. Vysledky vzorkli od vinafe €. 1 toto potvrzuji, avSak u vina od vinafe ¢. 2 k tomuto

jevu nedochazi, pravdépodobné v disledku neoptimalni teploty sklepa.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zjistit zavislost obsahu diacetylu ve vybranych vzorcich
vina na prabchu jable¢no-mlécného kvaseni. V teoretické ¢asti byla popsana technologie
vyroby cerveného vina, vcéetné procesu jable¢no-mlééného kvaseni, vysvétlen

vznik diacetylu jako parametru jakosti vina a charakterizovany metody jeho stanoveni.

Pro vlastni stanoveni obsahu diacetylu byla vybrana metoda iontové-vyménné HPLC,
pouzita byla aparatura Hewlett Packard series 1100 s UV/VIS DAD detektorem. K analyze
byly poskytnuty vzorky ¢erveného révového vina odrid Cabernet Moravia a Zweigeltrebe
pochazejici od dvou riznych vinafii ze stejné vinaiské obce PoleSovice. Po probéhnuti
hlavniho alkoholového kvaSeni byla ¢ast vina zaoCkovana komer¢ni kulturou bakte-
rii BIOSTART® FORTE SK2 (kmen Oenococcus oeni) pro nastartovani biologického od-
bourdvani kyselin. V pribéhu tohoto jable¢no-mlécného kvaseni byly postupné odebirany
vzorky kazdé odridy, vzdy jeden zaockovany a jeden nezockovany. Po Upravé vzorki a
meéfeni dle popsané metodiky byly ziskany zadané zavislosti obsahu diacetylu na pribeé-
hu jable¢no-mlé¢ného kvaseni.

%

U vinnych odrid pochazejicich od vinafe ¢. 1 je znat pomérné stabilni mirny
rast diacetylu v celém sledovaném pribehu jable¢no-mlééného kvaseni (Casovy horizont
jednoho mésice). Diacetyl je totiz vytvaien jako meziprodukt metabolismu kyseliny citro-
nové, kjejimuz odbourdvani vlivem mlécnych bakterii dochazi. Nartst koncentra-
ce diacetylu oproti pocate¢ni koncentraci byl u zaoCkovanych vzorku v piipadé Cabernetu
Moravia 0,074 mg/l, a to na kone¢nou koncentraci 0,217 mg/l, a v piipadé¢ Zweigeltrebe
404 mg/l na 0,662 mg/l. Zajimavou skutecnosti je, ze konecné koncentrace u nezaockova-
nych vzorkil byly lehce vyssi nez u zaockovanych (0,246 mg/l u Cabernetu Moravia a do-
konce 0,862 mg/l u Zweigeltrebe). Divodem by mohlo byt nefizené jable¢no-mlééné kva-

Seni vyvolané nekulturnimi bakteriemi.

Vzorky pochazejici od vinate €. 2 byly odebirany v delsim ¢asovém obdobi (Casovy
horizont ¢tyfi a pliil mésice) a intervalu ¢trnacti dni. U odridy Cabernet Moravia dochéazi u
zaockovanych vzorkl k okamzZitému poklesu mnoZstvi diacetylu, kdy po deseti tydnech jiz
neni ve vin€ detekovan. Dlivodem mize byt pfili§ vysoka rychlost jable¢no-mlééného kva-
Seni, kdy je produkce diacetylu potlatena na ukor vznikajici kyseliny octové. Dalsim vy-

svétlenim by mohl byt dlouhy interval odbéru, kdy by pfeci jen k nardstu diacetylu doslo,
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avSak diive nez po Ctrnacti dnech, a byl tak zaznamenan pouze az jeho pokles z duvodu
jeho redukce na acetoin a 2,3 butandiol. U odridy Zweigeltrebe se po poc¢ate¢nim mirném
narustu koncentrace diacetylu v horizontu nasledujicich Sesti tydnt téméf neméni a teprve
potom zacne klesat, az neni detekovan. Tento pribéh miize znacit velmi pomaly prib&h
JMK, ¢i dokonce nazna¢ovat neprobéhnuti jable¢no-mlééného kvaseni. Divodem by moh-
la byt nizsi, neoptimalni teplota sklepa u vinare ¢. 2., nez ktera je za potiebi pro rozvoj bak-

terii Oenococcus oeni.

Komeréni kultura bakterii Oenococcus oeni BIOSTART® FORTE SK2 se alesponi
dle vysledkii analyzy vin produkovanych vinafem €. 1 jevi jako velmi vhodnd. Nedochazi
totiz k priliSnému nardstu koncentrace diacetylu, tak aby negativné ovlivnil organoleptické
vlastnosti vina. Tato pfednost bakterii Oenococcus oeni se potvrdila. V nasi analyze byla
maximalni hodnota koncentrace diacetylu u zaockovaného vina Zweigeltrebe pochézejici-
ho od vinafe ¢. 1 rovna hodnoté 0,662 mg/l, coz znamena, ze lezi dokonce pod prahem

rozpoznatelnosti diacetylu ve ving.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPLC High Performance Liquid Chromatography

PVPP  polyvinylpolypyrrolidon

JMK  jable¢no-mlééné kvaseni

FDA  Food and Drug Administration

PEEK polyetereterketon

SPME Solid Phase Microextraction
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SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1. Rovnice malolaktického kvaSeni

Obr. 2. Diacetyl — strukturni vzorec

Obr. 3. Metabolismus kyseliny citronové (vino, Oenococcus oeni)

Obr. 4. Schéma kapalinového chromatografu

Obr. 5. Graf kalibra¢ni kiivky standardu diacetylu; vinova délka 280 nm

Obr. 6. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé Cabernet Moravia vinafe €. 1
Obr. 7. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé¢ Zweigeltrebe vinaie €. 1

Obr. 8. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odridé Cabernet Moravia vinare €. 2

Obr. 9. Graf vyvoje mnozstvi diacetylu v odrid¢ Zweigeltrebe vinate ¢. 2
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SEZNAM PRILOH

PRILOHA P I

PRILOHA P II

Nameétené hodnoty pro kalibra¢ni kfivku standardu diacetylu

Vysledky koncentraci diacetylu



PRILOHA P I: NAMERENE HODNOTY PRO KALIBRACNI KRIVKU

STANDARDU DIACETYLU

Koncentrace diacetylu [mg/l] 0,3 0,5 0,7 0,9 1
Plocha piku [mA.V.s] 9,8 14,3 19,6 25,3 28,6
9,7 14,3 19,6 25,4 28,6
9,3 14,1 19,6 25,2 28,3
9,4 14,1 19,6 25,2 28,3
9,1 14,0 19,4 25,0 28,4
9,1 14,0 19,4 25,0 28,6
Primérnd plocha piku [mA.V.s] 9,40 14,13 19,53 25,17 28,47
Smérodatna odchylka 0,271 | 0,125 | 0,094 | 0,146 | 0,137




PRILOHA PII: VYSLEDKY KONCENTRACI DIACETYLU

Cabernet Moravia (vinaf €. 1)
Zaockované vino Nezaockované vino
Koncentrace y . | Koncentrace . ,
. Smeérodatna . Smérodatna
Datum diacetylu odchylka diacetylu odchylka
odbéru [mg/1] [mg/l]

7.12. 0,143 0,0129 0,143 0,0129
10.12. 0,148 0,0090 0,135 0,0246
13.12. 0,192 0,0742 0,163 0,0261
16.12. 0,193 0,0285 0,177 0,0196
19.12. 0,200 0,0313 0,174 0,0183
21.12. 0,213 0,0155 0,204 0,0311
23.12. 0,217 0,0259 0,201 0,0012
27.12. 0,210 0,0040 0,219 0,0233
30.12. 0,223 0,0220 0,240 0,0012

3.1. 0,232 0,0248 0,228 0,0285

7.1. 0,217 0,0025 0,246 0,0272

Zweigeltrebe (vinaf €. 1)
Zaockované vino Nezaockované vino
Koncentrace “ , Koncentrace v ,
. Smérodatna . Smérodatna
Datum diacetylu odchylka diacetylu odchylka
odbéru [mg/l] [mg/l]

7.12. 0,258 0,0025 0,258 0,0025
10.12. 0,418 0,0168 0,562 0,0129
13.12. 0,572 0,0586 0,596 0,0220
16.12. 0,616 0,0066 0,614 0,0027
19.12. 0,638 0,0090 0,637 0,0168
21.12. 0,596 0,0103 0,605 0,0259
23.12. 0,554 0,0209 0,630 0,0220
27.12. 0,646 0,0207 0,716 0,0051
30.12. 0,630 0,0651 0,701 0,0276

3.1. 0,590 0,0079 0,745 0,0040

7.1. 0,662 0,0599 0,862 0,0118




Cabernet Moravia (vinaf ¢. 2)

Zaockované vino

Nezaockované vino

Koncentrace y , | Koncentrace y ,
. Smeérodatna . Smeérodatna
Datum diacetylu odchylka diacetylu odchylka
odbéru [mg/l] [mg/l]
24.11. 0,343 0,0302 0,343 0,0302
8.12. 0,224 0,0292 0,349 0,0268
22.12. 0,175 0,0301 0,406 0,0274
5.1. 0,128 0,0305 0,358 0,0265
19.1. 0,088 0,0000 0,206 0,0293
2.2. 0,000 0,0000 0,135 0,0300
16.2. 0,000 0,0000 0,049 0,0309
2.3. 0,000 0,0000 0,040 0,0309
16.3. 0,000 0,0000 0,070 0,0308
30.3. 0,000 0,0000 0,064 0,0303
13.4. 0,000 0,0000 0,028 0,0306
Zweigeltrebe (vinaf ¢. 2)
Zaockované vino Nezaockované vino
Koncentrace . , | Koncentrace " .
. Smeérodatna . Smeérodatna
Datum diacetylu odchylka diacetylu odchylka
odbéru [mg/1] [mg/l]
27.10. 0,281 0,0301 0,281 0,0301
10.11. 0,291 0,0293 0,242 0,0287
24.11. 0,338 0,0284 0,269 0,0265
8.12. 0,327 0,0277 0,339 0,0302
22.12. 0,307 0,0280 0,319 0,0279
5.1. 0,325 0,0297 0,315 0,0303
19.1. 0,286 0,0296 0,383 0,0267
2.2. 0,000 0,0000 0,134 0,0291
16.2. 0,000 0,0000 0,048 0,0305
2.3. 0,000 0,0000 0,000 0,0000
16.3. 0,000 0,0000 0,000 0,0000




