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ABSTRAKT

Predlozend dizertatni prace se zabyva problematikou vina a biologickym
odbourdvanim kyseliny L-jable¢né. Cilem prace bylo prostudovat zmény v
obsahu vybranych markert kvality v hroznovém vin¢ v zavislosti na provedeni
fizeného odbouravani kyseliny L-jableéné pomoci bakterii mlééného kvaSeni. V
praci byly realizovany tfi ¢asti experimenti (pfiprava analytickych metod a dva
praktické experimenty s realnymi vzorky z vyroby vina). Probihajici zmény byly
sledovany pomoci metod chemické analyzy a statisticky porovnany. Z vysledk
vyplyva, Ze malolakticka fermentace méni mnozstvi markerti v zavislosti na
pouzité starterové kultute 1 odradé révy vinné.

Kli¢ova slova: hroznové vino, malolaktickd fermentace, markery kvality,
kapalinova chromatografie

ABSTRACT

This study is focused on wine and the biological fermentation of L-malic Acid.
The aim of the work was to study concentration changes of selected grape wine
quality markers in relation to controlled malolactic fermentation using lactic
acid bacteria. The experiment was in three parts: preparation of the analytical
methods and two practical experiments with wine samples. Changes were
observed using chemical analysis methods, and these were then statistically
compared. The results show that malolactic fermentation changes the amount of
markers depending on the starter culture and the vine varietal.

Keywords: grape wine, malolactic fermentation, quality markers, liquid
chromatography
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1  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1. Vino a suroviny pro jeho vyrobu

Definice hroznového vina vychazi z legislativy spolecné pro Evropska
spole€enstvi, kdy se vinem rozumi vyrobek, ktery byl ziskdn vyhradné uplnym
nebo Castenym alkoholovym kvasenim Cerstvych, rozdrcenych nebo
nerozdrcenych vinnych hroznti nebo hroznového mostu [1].

Hrozny révy vinné (Vitis vinifera L.) jsou surovinou pro vyrobu pfirodnich,
perlivych, Sumivych i dezertnich vin, vinnych destilatl a také mohou slouzit
jako vyznamna konzumni odriida. Hrozny se skladaji z bobuli a tfapin, bobule je
pak ze slupky, duziny a semen. DuZina ptedstavuje 85 — 90 % hm. hroznd.
Latkové slozeni jednotlivych €asti hroznu se zna¢né lisi, kromé vody jsou pro
vyrobu vina nejdulezitéjsi ¢asti susiny: monosacharidy (10 — 30 % hm. v
duzing), organické kyseliny (kolem 1 % hm. v tfapinach, slupce a duZzin¢),
ttisloviny (az 2 % hm. ve slupce, az 3 % hm. v tfapiné, az 5 % hm. v semenech)
a barviva (az 15 % hm. ve slupce) [2,3].

1.2. Technologie vyroby révového vina

Technologie vyroby révového vina za¢ina sklizni na vinohradu, ktera mtize byt
manualni, poloautomaticka az zcela automaticka. IThned po sklizni jsou hrozny v
Cistych piepravnich obalech dopraveny pro dal§i zpracovdni do vinaiského
zavodu. Nasledujici operaci je drceni, pfipadné mleti hroznti, coZ ma napomoci
lisovani. Variaci je zde také pouziti odzriiovacich zlabti, kde dochdzi k oddéleni
trapiny. Po drceni by mél vzniknout meziprodukt zvany rmut, ve kterém jsou
rozruSeny vSechny bobule, av§ak semena, slupky, ani pfipadné tfapiny rozruseny
nejsou [2-5].

Pro vyrobu Cervenych a aromatickych bilych vin se rmut nechava zakvaset.
Cilem tohoto procesu je u bilych odrid vyluhovani vySSich koncentraci
aromatickych latek ze slupek. Z modrych hrozni je snaha vyluhovat tfisloviny a
barviva, které udavaji trpkou chut’ a barvu ¢ervenych vin. Doba macerace rmutu
je zavisla ptedevS§im na suroviné a teploté, pii vyrobé bilych vin je to az 24
hodin, pfi vyrob¢ ¢ervenych vin maximalné 8 dni pfi teploté 15 °C [2].

Rmut se nasledn¢ lisuje. Prvnim krokem je zde oddéleni samotoku, ktery tvoti
az 40 % mostu. Dalsi podily mostu jsou ziskdvany ucinkem tlaku na rmut,
pfipadné hrozny. Pevné odd¢lené Casti se nazyvaji matoliny a tvoii vyznamny
odpad pi1 vyrob&é révového vina. Pii lisovani se uplatiiuje pozvolné a
preruSované plisobeni tlakli, které zajiStuje plynuly odtok mostu. Celkova
vylisnost ¢ini 70 — 75 % hm., coz je ovlivnéno hlavné kvalitou suroviny [2-5].
Vylisovany most obsahuje zékal, ktery je zplisoben pfitomnosti pevnych castic z
bobuli hroznll (semena, zbytky slupek a duZiny, ptipadné Casti tfapin). Tyto
pevné Castice mohou do moStu zanést mikroorganizmy, ptipadné rezidua
piipravkl na oSetfeni hroznili, coZ by vedlo ke znehodnoceni budouciho vina.
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Proto se pted dal§im zpracovanim most odkaluje. To je mozné provést nckolika
zpisoby: dekantacné, kdy se nechd kal usadit na dn€ k tomu urcenych nadob,
nebo dynamicky, k ¢emuz se pouzivaji odstredivky, vakuové filtry nebo flotacni
techniky. Teplota mostu pii odkalovani je idealn¢ v rozmezi 5 — 10 °C, coz
zabrani pripadnému rozkvaseni [2,4].

Po odkaleni nastava Vv nejlepSim piipadé kvaSeni moStu, avSak legislativa
dovoluje piipadné Upravy mostu pfed hlavnim kvasenim. Mezi hlavni metody
upravy mostu patii Gprava cukernatosti, iprava mnozstvi kyselin a sifeni mostu.
Uprava cukernatosti je mozna pouze u vin kategorie stolni, zemské, jakostni
odridové a znamkové, pfi¢emz panuji odlisSné podminky pro upravu vin bilych,
ruzovych a Cervenych a uprava je zavisla i na oblasti piivodu vina. Ve vinaiské
z6n& A, coz je v CR vinaiskd oblast Cechy, lze navysit cukernatost mosti a
rmutli o maximalné 5 °NM, pti¢emz pro vina stolni a zemska plati, Ze lze zvysit
cukernatost na maximalni hodnoty 19,3 °NM pro vino bilé a rizové a 20,2 °NM
pro vino Cervené. Vina jakostni odriidova a znamkova lze upravit (bez ohledu na
barvu vina) az na cukernatost 25,2 °NM. Ve vinaiské zéné B, kam spadé i
vinai'skad oblast Morava, 1ze navysit cukernatost mostii a rmutti maximalné o 3,4
°NM, pti¢emz u vina stolniho a zemského plati, ze vino bilé a rizové 1ze navysit
cukernatost na 20,2 °NM a vino Cervené na 21,0 °NM. Pro vina jakostni
odrtidova a znamkova plati, Ze lze zvysit cukernatost na maximalné 25,2 °NM,
bez ohledu na barvu vina. Obsah zkvasitelnych cukrti 1ze zvySovat sachardzou,
ptipadné také zahusténymi mosty [1].

Uprava mnozstvi kyselin se pouziva pfedeviim tehdy, je-li koncentrace kyselin
v hroznech vys§i nez 12 g.I', jedna se pak o odkyselovani, pii kterém se pouziva
uhli¢itan vapenaty (CaCOs). Ten reaguje s Kkyselinou vinnou za tvorby
krystalického vinanu vapenatého, ktery se nasledné od upraveného mostu oddéli
napiiklad dekantaci. Upravam mnozstvi kyselin se zabyva podrobné nasledujici
kapitola.

Sifeni mostu je pii vyrobé vina mnohdy nezbytnym krokem. Pomoci oxidu
sifi¢itého SO, se ni¢i plisn€, nékteré kvasinky a aerobni bakterie, dale chrani
most pfed oxida¢nimi zménami, zvySuje barevnou stabilitu, ptipadné, pii pouziti
sifeni do rmutu, napomaha SO, destruovat bunétnou strukturu bobuli, ¢imz
zvysuje ucinnost pfechodu barevnych a aromatickych latek do mostu. Mnozstvi
volného i vazaného oxidu sifi¢itého ve vinech upravuje legislativa [1,2,4,6].
Nasledujicim procesem vyroby révového vina je kvaseni moStu. Etanolove
pfeména zkvasitelnych cukrii obsazenych v mosStu na etanol a oxid uhliCity
pomoci kvasinek. Alkoholové kvaSeni je souhrnné znazornéno v nasledujici
rovnici [4]:

CeH1206— 2C,H;OH + 2CO,
Podrobné schéma pfemény glukdzy na etanol je zobrazeno na obr. 1 [2].
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) ) ADP
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fosfofruktokinaza
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ADP
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, —>ATP
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acetaldehyd
NAD*
alkoholdehydrogenaza
NADH

etanol

Obr. 1 Podrobné schéma premeny glukozy na etanol [2]
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Zakladnim mikroorganizmem, ktery se projevuje béhem kvaseni, jsou kvasinky
druhu Saccharomyces cerevisiae. Béhem kvaseni mostu probihd kromé hlavni
reakce také Siroké spektrum dalSich reakci, které maji za nésledek produkci
znaného mnozstvi organolepticky aktivnich sloucenin. Jednd se predevSim o
organické kyseliny, dikarbonylové sloucCeniny, estery, vyssi a viceCetné alkoholy
aj. [3].

Technologie této operace probihd bud’ samovolné (spontanni kvaSeni) nebo
oc¢kovanim kulturnimi kmeny kvasinek (fizené kvaseni). Spontanni kvaSeni se v
moderni velkovyrobé vina nepouziva, nebot’ se béhem fermentace uplatiuji tzv.
divoké kvasinky, kam patii predevsim Kloeckera apiculata, rody Candida a
Metschnikowia. Pti fizeném kvaSeni se do mostu pridava ¢ista kultura kvasinek,
¢imz je zabranéno kvaseni nezadoucim smérem [2,5-7].

Samotné kvaseni je rozdéleno do nékolika fazi. V prvni fazi probihd adaptace
kvasinek na relativné nepfiznivé podminky moStu. Po nékolika hodinach
nasleduje rozmnozovaci faze, kdy dochazi k puceni kvasinek. Poté se jedna o
fazi hlavniho kvaSeni, kdy je pfeménéno maximalni mnozstvi zkvasitelného
substratu. Posledni fazi je odumirani kvasinek, po které se jiz obsah
monosacharidi neméni [3].

vvvvvv

vvvvvv

patii mnozstvi zkvasitelnych cukri, obsah etanolu, obsah SO, a obsah kyselin.
Celkova doba kvaSeni zavisi na teploté kvaseni, pti teplotach kolem 25 °C je to
piiblizné 6 dni, pti 20 °C 9 dni a pfi1 teploté 15 °C €ini doba kvaSeni pfiblizné 18
dni [2,3,7].

Po hlavnim kvaSeni nésleduje série zakroki, které¢ se souhrnné oznacuji jako
Skoleni vina. B&hem téchto operaci se stabilizuji a optimalizuji vzhledové a
chutové vlastnosti vina. Zakladnimi technologickymi operacemi jsou dolévani,
staCeni, sifeni, Cifeni nebo filtrace vina. Tyto operace maji za ukol oddélit
nezadouci slou€eniny, ptipadné zabranit oxida¢nim zméndm mladého vina.
K operacim Skoleni vina nalezi také malolaktickd fermentace, o té bude
pojednano pozd¢&ji v samostatné kapitole [2-4,8].

Posledni operaci pramyslové produkce vina je lahvovani. V¢asné pievedeni vina
do sklenénych lahvi zajistuje idealni pokracovani procesu zrani. Vino se stava
tzv. lahvovée zralym. Jako nejlepsi ze soucasnych poznatkil praxe se jevi uzavirat
vina do lahvi pomoci korkové zatky, nebot’ korek je pruzny a ptes jeho bunécne
stény probiha neustala nepatrna vyména vzduchu (mikrooxidace), coz piispiva k
pomalému zuslecht'ovani vina [2-5,7,8].

1.3. Metody upravy kyselosti pri vyrobé vina

Hlavni Cast této dizertaCni prace se zabyva upravou kyselosti vina pomoci
malolaktické fermentace. V této kapitole budou postupné popsany i jiné metody
upravy kyselosti, se kterymi je mozné se setkat pfi vyrob¢ vina.
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Uprava obsahu kyselin a hodnoty pH vina miiZe nastavat v jakékoli fazi vyroby;
jednak tedy lze upravovat mnozstvi Kyselin u mostl, jednak u mladého vina.
Nicméné upravy kyselosti po hlavnim kvaseni jsou povazovany za optimalni,
nebot’ béhem kvaseni mize diky metabolizmu kvasinek a bakterii dochazet k
samovolnému odkyselovani vyrdbéného vina. Zaroven se béhem kvasného
procesu miize vyrazné¢ ménit struktura kyselin. Z pohledu tématu této prace je
vyznamné, Zze nékteré kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae produkuji
zna¢na mnozstvi kyseliny L-jable¢né. Z vySe zminéného vyplyva, ze je
praktictéj$i provadét odkyselovani az po hlavnim kvaSeni. S okyselovanim
meziproduktli vyroby vina je vSak situace jind, v nékterych zemich je totiz
okyselovani po hlavnim kvaseni zakazano. Jestlize je tedy nutné vino okyselit,
musi se tento zakrok provadét jeste¢ pred hlavnim kvaSenim, jde tedy o
okyselovani mosta [2-4].

Neexistuji pfesnd doporuceni a neni mozné piesné urCit optimalni hodnoty
kyselosti a pH mosta a vina. Idedlni charakteristiky vina jsou pfili§ proménné,
zalezi na stylu, druhu a charakteru vina, vyrobci vina i na pozadavcich
konzumentii. Nicméné€, akceptovatelné rozmezi celkového obsahu kyselin v
mnohych vinech je 5,5 az 8,5 g/l, pfi¢emz u bilych vin je preferovan vyssi obsah
kyselin nez ve vinech ¢ervenych. Kyselost je dulezity faktor nejen pro produkci
vin ¢istych a svézich chuti, ale také podporuje barevnou stabilitu. Z hlediska
dlouhodobého je optimalni kyselost klicovym faktorem, ktery zamezuje
pfedCasnému starnuti vina a zaroven chrani vino pred mikrobialni kontaminaci.
Podobné je tomu i s urenim intervalu hodnot pH, kdy pro bild vina se uvadi
optimalni hodnota 3,1 az 3,4, pro Cervena vina 3,3 az 3,6. Ponékud niZsi
hodnoty pH jsou obvykle poZadovany v moStech, nebot’ béhem hlavniho
kvaseni i po kvaSeni hodnota pH stoupa, Casto jako vysledek krystalizace soli
kyseliny vinné [2-4].

1.3.1. Uprava kyselosti U mostu

Okyselovani mostu se provadi pii jeho nizké kyselosti. Zvyseni kyselosti ma
pozitivni vliv na Gdrznost vyrabéného vina, nebot’ se timto zakrokem omezuje
rust kontaminujicich mikroorganizmi. Zarovenn se pii nizSim pH lépe tvofi
aromatické latky, které ve viné vznikaji béhem fermentace [2-4,8].

Jedna z nejstarSich procedur Upravy pH a kyselosti je pouziti siranu vapenatého.
Ten mlZe reagovat s hydrogenvinanem draselnym za produkce siranu
draselné¢ho, kyseliny vinné a vinanu vapenatého. Tato forma okyselovani
zpusobuje ztratu aroma vina, navic se ve viné zvysuje koncentrace siry [2-4].
kyselinami. Typicky je pouzivana kyselina vinna. Ta zptsobuje relativné rychly
rozklad mikroorganizmii a kromé& toho sniZzuje hodnotu pH vychytavanim
volnych iontd drasliku za tvorby hydrogenvinanu draselné¢ho. Dalsi alternativou
je pouzivani kyseliny L-mlé¢né. Ta nejen zvySuje kyselou chut, ale také
piispiva k tvorbé plné chuti a aroma vina. Naproti tomu se kyselina citronova
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k apravé kyselosti nepouziva. Ackoli by tato kyselina mohla zlepsovat koloidni
stabilitu vina (usnadnuje stabilizaci zeleznatych a zelezitych iontid, které
zpusobuji zakaly), je citliva na rozklad pomoci bakterii mlé¢ného kvaseni, coz
mize vést k zvySené produkci diacetylu [2-4].

Okyselovani moStu se béZzn€ pouziva v produkénich oblastech s horkym a
teplym podnebim, kvlli intenzivnimu rozkladu kyseliny L-jable¢né v kone¢né
fazi dozravani hroznl révy vinné.

K odkyselovani mosti dochazi jen tehdy, kdy je tfeba momentalné zménit
hodnotu kyselosti nebo pH.

Odkyselovani nadmérné kyselych mostl, s nizkou hodnotou pH, muze
zahrnovat michani s mosty 0 niz$i kyselosti a vys§im pH. Dalsi metodou je
neutralizace né¢kterych kyselin pfidavkem uhli¢itanu vapenatého nebo uhlicitanu
draselného [2-4].

kyselost i vysokou hodnotu pH. To nastava predevsim u mosta v regionech s
chladnym podnebim, ve kterych mohou mit hrozny zaroven vysoky obsah
kyseliny L-jable¢né a draselnych iontd. Pokud nastane takova situace, je postup
nasledujici: nejprve se vino okyseli pfidavkem kyseliny vinné, aby koncentrace
kyselin L-jable¢né a vinné byly vyrovnané. V dal$im kroku je do mostu piidan
specidlni ptipravek pro odkyselovani (metoda i specialni ptipravek se nazyva
ACIDEX), ktery neutralizuje vSechny pfitomné kyseliny, tedy i kyselinu L-
jablecnou, ktera se jinak odstrafiuje z vina velmi nesnadno. Poslednim krokem
této metody je opét pridavek kyseliny vinné, ktera reaguje s draselnymi ionty,
¢imz se ustavuje zadouci hodnota pH i kyselosti [2-4].

Podminéné pouzitelnou metodou je odkyselovani zptisobené fedénim s vodou.
Protoze se touto metodou snizuje i obsah zkvasitelnych cukri i aromatickych a
barevnych sloucenin, je dilezit¢ jejich obsah po zfedéni doplnit na plivodni
hodnoty. Tato metoda je sice mozna, je vSak v mnohych zemich legislativné
zakazana [1].

1.3.2. Uprava kyselosti mladého vina po hlavnim kvaseni

Jak bylo zminéno vySe, Uprava kyselosti po hlavnim kvaseni zahrnuje pouze
odkyselovani. Zaroven je technologicky U¢innéjsi odkyselovani mladého vina
neZz mostu, nebot’ se béhem hlavniho kvaseni méni obsah kyselin 1 jejich pomér.
Vino mize byt odkyseleno né¢kolika fyzikalné-chemickymi nebo biologickymi
zpusoby.

Fyzikalné-chemické zpusoby odkyselovani zahrnuje dalSi odstraiiovani kyselin
neutralizaci (srazeni), pfipadné je mozné pouzit moderni metody separace
kyselin na kolong¢.

Srazeni znamena vétsinou neutralizaci kyseliny vinné; kyselina L-jable¢na se do
srdzecich procesii nezapojuje, nebot jeji soli jsou lépe rozpustné ve vode.
Odstranéni vzniklé sraZeniny se déje pii staceni vina, filtraci nebo odstfedénim a
toto oddéleni vzniklych soli ¢ini odkyseleni nevratnym.
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Separace kyselin na koloné je metoda iontové vymény a zahrnuje ptechod vina
ptes kolonu obsahujici pryskyfice. Béhem pruchodu vina kolonou dochazi k
prechodu iontl mezi vinem a naplni kolony a typem néplné lze ovliviiovat
separovanou kyselinu. Ionty vinanové se Casto zaménuji za ionty hydroxylové
OH’, ¢imZ dochézi k snizeni koncentrace vinanti ve viné. Hydroxylové ionty
uvolnéné z pryskyfic reaguji s vodikovymi ionty za vzniku vody. Jinou metodou
je odstraiiovani jableCnanii, které mohou byt z vina odstranény pomoci pryskyftic
obsahujici vinanové ionty. Nasledny pfebytek vinani ve viné miize byt sniZzen
srazenim. Hlavni limitujici faktor separace kyselin na kolon¢, kromé& pravnich
omezeni a ceny, je tendence k odstranéni aromatickych a barevnych latek z vina,
¢imz se snizuje kvalita vina [2-4].

Biologické odkyselovani pomoci malolaktické fermentace je pravdépodobné
nejpouzivanéjsi prostiedek tpravy kyselosti vina. Jako samostatny proces muze
probihat pfed, béhem i po hlavnim kvaSeni. Podrobné se tomuto procesu bude
vénovat nasledujici kapitola [2-4].

1.4. Malolakticka fermentace

Malolakticka fermentace (dale jen MLF) je vyznamny krok vyroby téméf vSech
cervenych a velkého mnozZstvi bilych vin. PfestoZze nazev operace v sob¢ nese
slovo fermentace, nejedna se ve skutec¢nosti o spravny vyraz. Podstatou MLF je
pfeména kyseliny L-jablec¢né na kyselinu L-mlé¢nou ¢innosti bakterii mlécného
kvaSeni, coZ je proces dekarboxyla¢ni. Dekarboxylace kyseliny L-jablecné na
kyselinu L-mlé¢nou je katalyzovana malolaktickym enzymem. Ten byl prvné
zjistén u bakterie Lactobacillus plantarum. VVzhledem k povaze MLF neni tato
reakce jedinou, ktera zde probihd, je vSak urcit¢ dominantni, a proto nejvice
ovlivituje charakter produkovaného vina. Schematicky prubéh této reakce je
zobrazen na obr. 2 [2,3,8-11].

MLF probiha ve vin¢ idedln¢€ ihned po ukonceni hlavniho kvaseni, pfipadné také
v mostu pied propuknutim alkoholového kvaseni. A podobné jako etanolové
kvaSeni miize probihat MLF spontanné nebo fizené. K spontdnnimu kvaseni
dochazi diky pfitomnosti mléénych bakterii na hroznech nebo ve vinafském
provozu. Mezi mikroorganizmy podilejici se na tomto kvaSeni patii pievazné
druhy Lactobacillus spp. (L. plantarum, L. cellobiosis, L. brevis, L. biichneri, L.
hilgardii), Pediococcus spp. (P. parvulus, P. cerevisiae, P. pentosaceus) a
Leuconostoc [2,3].

Pro spravny priabéh MLF je vhodnéjsi pouzit Cisté kultury mléénych bakterii
vyselektovanych pro tyto Ucely. Tyto preparaty, pii dodrzeni predepsanych
vnitinich 1 vné&jSich faktord, zajisti spravny pribéh biologického odbourani
kyseliny L-jable¢né. Nejcastéji vyuzivany druh bakterii, které také dle vyzkumi
maji nejlepsi vysledky pii posuzovani MLF, je heterofermentativni druh
Oenococcus oeni (diive Leuconostoc oenos) [8-12].

Spravny pritbéh MLF ovlivituje n€kolik faktort. Mezi vyznamné vnéjsi faktory
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Vliv teploty na MLF je znam jiz velmi dlouho. Maximalniho efektu je dosaZeno
pii teplotach mezi 20 az 25 °C. Pii nizSich teplotach klesa rychlost priibéhu
MLF znaénym zplsobem, pii teplot¢ 10 °C ustava. Teploty nad 25 °C sice
zrychluji mnozeni O. oeni, ale zaroven dochazi ke zvySovani aktivity divokych
druht bakterii mlé¢ného kvaseni, coz muze vést az ke zvrhnuti vina [2,3,8-12].

HO H
HO

. e

C C C C

o o

H H
kyselina L-jablecna

HO  H
HO

MnZ2+ \

cC—C—C—H + CO,

NAD* S
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v
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kyselina L-mlé¢na

Obr. 2 Schéma hlavni reakce malolaktické fermentace [2]

Hodnota pH je dalsi ze zasadnich faktorit MLF. Nizké hodnoty pH plisobi na
vino konzervaénim u€inkem, takze nedochazi k rozvoji a rastu bakterii
mlééného kvaSeni. Optimalni pH lezi v rozmezi hodnot 3,0 — 3,6. Pokud je pH
niz$i, je nutno pred ockovanim provést odkyselovani vina, naptiklad pomoci
uhli¢itanu vapenatého (CaCQOg) [8,11].

Dalsim vyznamnym faktorem je obsah oxidu sifi¢itého (SO;). Tato latka velmi
ucinné eliminuje populace bakterii mlééného kvaseni, coz mize pribé¢h MLF
zcela vyloucit. Pro bezproblémovy pribéh MLF jsou uvddény maximalni
hodnoty pro volny SO, 15 mg.I"* (idedln& Zadny) a obsah celkového SO, 45
mg.1™ [3].

MLF md na vino a jeho organoleptické vlastnosti velmi zdsadni vliv. Diky
dominantni reakci se snizuje celkova kyselost vina, coZ mé za néasledek zmirnéni
kyselé chuti. Zaroven je silna nevyzrald chut’ kyseliny L-jable¢né zaménéna za

16



mén¢ vyraznou chut’ kyseliny L-mlé¢né. AvSak dalsi reakce, které doprovazeji
MLF, se projevuji na dalSich jemnych zmé&nach vina. Pokud je MLF provedena
u vin, u kterych je ovocny charakter aroma méné podstatny, tak vétSinou vede
také ke zlepSeni chuti a viin€. Naopak vina vyznacujici se vyraznym hroznovym
aroma jsou pro MLF mén¢ vhodna, nebot’ jejich aroma po MLF slabne [12].
Biochemické zmény pii MLF nejsou jeSté¢ zdaleka vSechny prozkoumany.
Mnoh¢é vyprodukované slouceniny mohou ovliviiovat jakost 1 zdravotni
nezédvadnost vina. V literatufe se objevuji nckteré slouceniny, jejichz
koncentrace se pisobenim MLF méni. Jednd se piedevSim o dalSi organické
kyseliny (vyjma kyseliny L-jable¢né a L-mlécné), dikarbonylové slouceniny,
biogenni aminy a latky antioxida¢ni povahy [8-17].

1.5. Bakterie mlé¢ného kvaSeni ve viné

MIécna fermentace je bakteridlni proces, ktery zaujima vyznacné postaveni pfi
vyrobé mnoha druhli potravin. Produkty mlé¢ného kvaSeni dodavaji produktim
charakteristické aroma a texturu a také jsou nezastupiteln€¢ pii konzervaci
potravin. Bakterie zpiisobujici mlécné kvaSeni se oznacuji jako bakterie
mléc¢ného kvaseni (BMK). Ty vykazuji zna¢nou morfologickou i fyziologickou
rozmanitost. Termin bakterie mlé¢n¢ho kvaseni se objevil na pocatku 20. stoleti
a zahrnuje velmi heterogenni skupinu bakterii, které jsou v soucasnosti
definovany jako kulovit¢ nebo ty€inkovité¢, grampozitivni, nepohyblive,
nesporulujici, anaerobni nebo aerotolerantni producenti kyseliny L-mlé¢né [3].
Ptitomnost BMK ve viné poprvé prokézal jiz Louis Pasteur. O nékolik let
pozdéji, stale vsak jeste¢ v 19. stoleti, dokazali Miiller-Thurgau a Koch vliv
BMK na odkyselovani vina. Na zacatku 20. stoleti popsal Seifert schopnost
BMK rozkladat kyselinu L-jable¢nou [3].

Jen nékolik druhtt BMK je schopno ristu v hroznovém moStu a ving, nebot’
prostiedi téchto napoji je pro BMK velmi neptiznivé. Limitujici faktory jsou
pfedev§im nizké hodnoty pH, nedostatek Zivin a pfitomnost etanolu. Hlavni
druhy BMK schopnych ptezivat v tomto prosttedi znazornuje tabulka 1. V
tabulce nejsou zahrnuty BMK, které¢ byly nalezeny na hroznech nebo
meziproduktech vyroby vina teprve v nedavné dobé€. Jedna se zeyména o BMK
identifikované v mostech (Lactobacillus bobalius a Lactobacillus uvarum) a
vinech (Lactobacillus nagelii, Lactobacillus vini a Lactobacillus oeni) [18-22].
Druh Leuconostoc oenos byl povazovan az do roku 1995 za cast rodu
Leuconostoc, kdy bylo analyzou ribozomalni DNA dokazano, Ze se nejednd o
stejny rod. To vedlo k vytvofeni nového rodu Oenococcus, ktery zahrnuje dva
druhy, z nichz pouze druh Oenococcus oeni metabolizuje kyselinu L-jable¢nou
na kyselinu L-mlé¢nou. Zaroven je tento druh vyjimeény tim, ze z druht
metabolizujicich kyselinu L-jableénou mé& nejlepSi schopnosti rastu v
podminkach kyselého prostiedi a pritomnosti 10 % obj. etanolu [3,18-22].
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Tab. 1 Bakterie mléecného kvaseni ve viné [3]

Rod Metabolizmus cukru Druh
Pediococcus Homofermentativni P. damnosus
P. cerevisiae
P. parvulus
P. pentosaceus
Leuconostoc Heterofermentativni Leu. Mesenteroides
Oenococcus Heterofermentativni O. oeni
Lactobacillus Homofermentativni L. mali
Fakultativné L. casei
heterofermentativni
Heterofermentativni L. plantarum
L. cellobiosis
L. brevis
L. biichneri
L. fermentum
L. fructivorans
L. hilgardii

1.5.1. Metabolizmus BMK ve viné

I kdyz mé degradace kyselin L-jable¢né a citronové pomoci BMK nejvétsi vliv
na konecnou jakost vina, metabolizuji tyto bakterie, k zajiSténi svého rlistu a
mnozeni, 1 jiné substraty. Za zminku stoji pfedevSim metabolizmus
zkvasitelnych cukrt, organickych kyselin, fenolovych slou¢enin a aminokyselin.
Metabolizmus sacharidi

V hroznech révy vinné a tim 1 v mostech jsou nejvice zastoupenymi sacharidy
glukoza a fruktoza. Disacharidy (maltoza, rafindza a trehaloza) a oligosacharidy
jsou zastoupeny v nizSich koncentracich [23]. Bylo dokazano, ze BMK ve viné
metabolizuji sacharidy, pouzivaji je jako zdroj uhliku a energie [24].
Polysacharidy mohou mit na vino Skodlivy efekt, nejen Ze zvySuji viskozitu (coz
je tfeba vyvazit korekcemi podminek filtrace), ale také méni organoleptické
vlastnosti vina (konzistence, kruhovitost, plnost chuti). Jiz dfive byl studovéan
vliv bakterii O. oeni na rozklad polysacharidi béhem MLF. Bylo dokazano, zZe
tyto bakterie produkuji ve stacionarni fazi ristu extracelularni enzym B - (1-3)
glukanazu, ¢imz mohou $tépit polysacharidy glukanového typu. Tim se muze
zvySovat u vina po MLF koncentrace glukozy a fruktozy [25].

Metabolizmus organickych kyselin
BMK jsou schopné metabolizovat hlavni organické kyseliny pfitomné v mostu i

ve viné. Nejznaméjsi je rozklad kyselin L-jableéné a citronové, muze ale také
nastat rozklad kyseliny vinné. Kyselinu citronovou mohou fermentovat BMK
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pouze za spotfebovani hexozy, kdezto kyseliny L-jable¢na a vinna mohou byt
fermentovany samostatné [3].

Metabolizmus kyseliny L-jable¢né

Kyselina L-jable¢na je jedna ze dvou hlavnich kyselin pfitomnych ve viné. Jeji
metabolizmus probihd jako rozklad dikarboxylové kyseliny L-jablecné na
monokarboxylovou kyselinu L-mlécnou a oxid uhli¢ity, jak je popsano
v pfedchozi kapitole. Timto krokem se ve vin¢ zvySuje hodnota pH a méni se
také senzoricky profil vina. Reakce pfemény je pfimd, tim je minéno, Ze se
béhem této pfemeény netvoii meziprodukty. Za tuto pieménu odpovida
malolakticky enzym, poprvé separovany a urceny v Cist¢ podobé z bakterie
Lactobacillus plantarum [3]. Tento enzym byl zatim prokazan u vSech BMK,
které se vyskytuji ve viné. Enzym je dimer, formovany dvéma identickymi
podjednotkami o velikosti 60 kDa. Katalyzuje redoxni reakci zahrnujici
pfeménu NAD" na NADH,. Obrazek 3 ukazuje mechanizmus zakladnich
pfemén a produkci energie béhem MLF [3].

malat » malat
malolakticky enzym
laktat M
<

aktat laktat

H+ H+

ADP

v

H* < » H*

ATP
Vn¢jsi prostor bunky Vnitini prostor bunky

Obr. 3 Mechanizmus premén probihajicich pri metabolické preméné kyseliny L-
jablecné na kyselinu L-mlécnou u BMK pomoci malolaktického enzymu [3]

Metabolizmus kyseliny citronové

Kyselina citronova je pfitomna Vv hroznech, moStech 1 hroznovém viné v nizsich
koncentracich (0,1 — 1 g.I") neZ hlavni organické kyseliny kyselina vinna (2 — 8
g.1") a kyselina L-jable¢na (1 — 7 g.I%). BMK ve ving jsou schopny
metabolizovat kyselinu citronovou, jak bylo prokazano pomoci metody NMR
spektroskopie se znacenymi izotopy. BMK, vcetné O. oeni, nevyuzivaji kyselinu
citronovou jako zdroj uhliku, ale metabolizuji ji spolecné s glukdézou (hexdzou).
Bylo prokazano, Ze bakteridlni biomasa roste lépe v pfitomnosti kyseliny
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citronové a glukdézy nez jen v piitomnosti glukézy. Po transportu kyseliny
citronové do bunky je pfeménéna na smes Kyselin mlé¢né a octové, diacetylu,
acetoinu a 2,3-butandiolu [26].

Metabolizmus kyseliny vinné

Nékteré druhy BMK (zejména rodu Lactobacillus) jsou schopné rozkladat
kyselinu vinnou, ackoli tato schopnost je mnohem slabsi nez schopnost
metabolizovat kyseliny L-jable¢nou a citronovou. Kyselina vinna je rozkladana
pouze po rozkladu ostatnich organickych kyselin. Katabolizmus této kyseliny
zmenSuje kyselost vina a pfispiva k produkci t€kavych kyselin. ZvySeni obsahu
tékavych kyselin rozkladem kyseliny vinné bylo popsano jiz Louisem
Pasteurem. Tento d¢j nejcastéji postihuje vina vyrabéna v teplych oblastech,
kterd maji hodnotu pH vyssi nez 3,5 a zaroven nizky obsah oxidu sifi¢itého. To
vSechno jsou faktory pro rozvoj a rast bakterii rodu Lactobacillus [3].

Metabolizmus fenolovych sloucenin

Fenolové slou¢eniny jsou enormné dulezité¢ latky, které pfimo 1 nepiimo
ovliviyji kvalitu findlniho produktu, vina. Jsou odpovédné nejenom za barvu a
trpkost, ale také mohou mit vyznamné nutri¢ni a farmakologické vlastnosti [27].
U bakterii druhu O. oeni povzbuzuje a urychluje ptitomnost katechinu nebo
quercetinu prabéh MLF, zatimco pifi vySSich koncentracich kyseliny p-
kumarové je rychlost MLF inhibovana [28]. Kyselina gallova zastavuje c¢i
inhibuje produkci kyseliny octové, coz znamena, Ze je dosazena lepSi kontrola
MLF a je zajiSténa prevence vzniku vyS$itho mnozstvi t€kavych kyselin. Na
druhou stranu, u O. oeni bylo demonstrovano, ze fenolové slouceniny snizuji
spotiebu cukrii a zvySuji spotiebu kyseliny citronové, coz mize naopak vést ke
zvySeni koncentrace kyseliny octové ve viné [3].

Nektere fenolové kyseliny, napiiklad kyselina ferulovd a p-kumarova, se
vyskytuji pfirozené jak v mostech tak hroznech révy vinné. Bylo prokazano, ze
mohou byt dekarboxylovany mnoha BMK, naptiklad L. brevis, L. plantarum a
bakteriemi rodu Pediococcus [3].

Metabolizmus aminokyselin

Aminokyseliny mohou byt metabolizovany tehdy, pokud muize probihat jejich
dekarboxylace, transaminace a deaminace. Dekarboxylace aminokyselin vede
k produkci oxidu uhlic¢itého a biogennich aminti. Mnoho studii analyzovalo
metabolizmus aminokyselin pomoci BMK ve ving, predev§Sim pak argininu,
histidinu, ornitinu a tyrosinu. Produkty jejich metabolizmu (alkoholy, aldehydy
a biogenni aminy) maji zasadni vliv na kvalitu a zdravotni nezavadnost vina [3].

1.6. Markery kvality révového vina

Hodnotit kvalitu produktii potravinaiského primyslu je vzdy slozité. Spoléhat se
Cisté na senzorickou analyzu muize byt zavad&jici. Tato analyza je sice oSetfena
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mnoha postupy pii vybéru hodnotiteli i podminek samotného hodnoceni, ptesto
jeji vysledky mohou byt vyrazné subjektivni. Zaroven jsou z ni zcela vylouceny
takové markery, které nemaji vyrazné organoleptické vlastnosti. Idedlnim
markerem je takova sloucenina, kterou 1ze snadno objektivné stanovit, a zaroven
je jeji obsah v pfimé souvislosti s kvalitou produktu [2].

Mezi potencionalni markery kvality hroznového vina, v souvislosti s aplikaci
fizeného odbourdavani kyseliny L-jable¢né, patii organické kyseliny,
dikarbonylové slouceniny, biogenni aminy a latky vykazujici antioxidaéni
aktivitu [8-17]. V nasledujicim textu budou tyto latky postupné popsany.

1.6.1. Organické kyseliny

Organické kyseliny vnikaji asimilaci v zelenych castech rostlin z vody a oxidu
uhli¢itého. Jejich piesnéjsi oznaceni dle chemického nazvoslovi je karboxylové
kyseliny, ve svych molekuldch obsahuji jednu ¢i vice karboxylovych skupin.
Podle poctu téchto skupin jsou déleny na monokarboxylové a polykarboxylové,
dale jsou déleny podle charakteru uhlovodikového zbytku na alifatické nebo
cyklické a na nasycené, nenasycené nebo aromatické [29].

Karboxylové kyseliny jsou vyznamnou slozkou metabolitii, 1 v malé koncentraci
vyznamn€ méni organoleptické a technologické vlastnosti vyrobku. Kromé toho
spoluurcuji hodnotu pH potraviny, ¢imz ovliviiuji pribéh chemickych reakci a
mikrobiologickou stabilitu potravin [2,3].

Organicke kyseliny se projevuji predevSsim v ovoci a ovocnym produktim
dodavaji typickou chut. Piijemnou chut a viini ovoci davaji také estery
karboxylovych kyselin [29].

Obsah kyselin ve viné je ovlivnén mnoha faktory: odriidou, stupném zralosti,
agrotechnickymi podminkami vinohradu 1 klimatickymi faktory. Nejvice jsou v
hroznovém viné zastoupeny kyselina vinnd a L-jable¢nd. U vin z dobrych
ro¢nikll, kdy jsou vSechny faktory ptiznivé pro produkci kvalitniho révového
vina, pfevlada kyselina vinnd a naopak v nevyzralych rocnicich ptevazuje
kyselina L-jable¢na, nebot’ béhem vyzravani vznika nejdiive. V mensi mife se v
révovém ving vyskytuji dalsi kyseliny, predevSim citronova, jantarova, mlé¢na a
ptipadné octova [29-35].

Kyselina jable¢na (hydroxybutandionova) patii mezi dikarboxylové alifatické
hydroxykyseliny. Jeji levoto€iva forma je nejrozsitencjsi kyselinou vyskytujici
se v ovoci. V nezralych hroznech je jeji obsah vysoky, ale béhem procesu
dozravani se odbourava znacnou rychlosti. Jeji kone¢né mnozstvi v hroznech je
dano predevs§im klimatickymi podminkami béhem kone¢né faze dozravani na
vinohradech [2].

Kyselina L-jable¢na mize vytvaret az polovinu kyselosti vina. I pfi vysokych
koncentracich je zdravotné nezavadna, ale ma Cisté kyselou chut’ [29-35].
Kyselina L-jable¢na vstupuje jako substrat do zakladni reakce MLF. Stanoveni
obsahu této kyseliny poskytne vyrobci velmi pfesnou informaci o pribchu
technologického procesu.
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Kyselina mlé¢né (2-hydroxypropanova) nalezi mezi monokarboxylové alifatické
hydroxykyseliny. Vyskytuje se ve dvou stereoizomerech, D a L. V
potravinafstvi ma velmi vyrazné uplatnéni, vyuziva se v masném primyslu, v
pekafstvi, pivovarnictvi, konzervarenstvi [2,3].

Ve viné se miize vyskytovat v obou svych stereoizomernich formach. V malém
mnozstvi vznika ¢innosti kvasinek, v daleko vyssich koncentracich pak ¢innosti
BMK. Cinnosti kulturnich kment bakterii mlééného kvaseni uréenych pro MLF
vznikd jako dominantni kyselina L-mlééna. Cinnosti kvasinek a divokych
mlécnych bakterii vznika ekvivalentni mnozstvi kyseliny D- a L-mlé¢né [3,31-
35].

Kyselina L-mléc¢na je piimym produktem zakladni reakce MLF. Je proto, stejné
jako kyselina L-jablecna, vhodnym nastrojem, kterym Ize sledovat pribeh
malolaktické fermentace.

Kyselina  vinna  (2,3-dihydroxybutandiovd)  patii mezi  alifatické
hydroxykyseliny. Diky dvéma hydroxylovym skupinam na pozici C2 a C3 ma
dva chiralni uhliky. Vzhledem ke stejnym substituentim na obou téchto uhlicich
existuji 2 opticky aktivni formy, kyseliny L-vinn4 a D-vinna a 2 inaktivni formy,
kyseliny mesovinnd a hroznova. V ovoci se nejcastéji vyskytuje kyselina L-
vinna [2,29].

Kyselina L-vinna se tvoii a uklada do bobuli béhem procesu ristu. Ve fazi zrani
nedochazi k jejimu odbourdvani, proto béhem dozravani jeji koncentrace
relativné roste (vzhledem k jinym kyselinam). Je dobie rozpustna ve vodé¢ i
etanolu, proto snadno piechazi do moStu a nasledné do vina. V pfitomnosti
draselnych iontll vytvaii velmi Spatné rozpustny hydrogenvinan draselny, ktery
je znam jako vinny kamen [4].

viné (co se obsahu tyka). Nepodléha sice tak snadno oxidaci jako kyselina L-
jable¢na, presto mize byt metabolizovana nékterymi mikroorganismy. | proto
byl jednim ze sledovanych faktori pfi MLF obsah této kyseliny, zda byla také
metabolizovana.

Kyselina citronova (2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova) patii mezi alifatické
hydroxykyseliny. Je hojné rozsifena v ovoci, zejména v citrusovych plodech,
odkud pochazi jeji nazev. Tato kyselina je opticky inaktivni [3].

Kyselina citronovd ma v potravinafstvi velké vyuziti jako konzervacni a
aromaticky prosttedek. Primyslové se ziskava bud’ biotechnologicky pomoci
plisn¢ Aspergillus niger ze sacharidickych substratti (napt. melasa), pfipadné se
tézi ze Stavy z citrusovych plodia [3]. V hroznech a mostu se naléza kyselina
citronova v nizkych koncentracich. Jeji koncentrace se zvysuje, pokud dochazi
ke snizovani vlhkosti v suroviné, tedy pii vyrobé specidlnich vin (ledové,
slamové nebo vino z botrytického sbéru) [2,31,32].

V souvislosti s MLF je kyselina citronova pomérné diilezitou slouceninou,
nebot” po vycerpani kyseliny L-jable¢né se stava spole¢né s monosacharidy
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glukézou a fruktéozou substratem pro BMK. Jeden z moznych produkti této
kyseliny je 2,3-butandion (diacetyl), ktery ma maselné aroma [33,35].

Kyselina jantarova (butandiovd) nalezi k alifatickym dikarboxylovym
kyselinam. Chutové se projevuje sdruzenym vjemem kyselosti, hotkosti a
slanosti [2,4].

Kyselina jantarova je v hroznech obsaZena ve velmi malém mnoZzstvi. Béhem
procesu vyroby vina vSak miize vznikat jako vedlej$i produkt etanolového
kvaSeni, pfipadné jako produkt pii odbouravani kyseliny L-jable¢né Cinnosti
kvasinek [2,30].

Kyselina octova (etanova) nalezi mezi alifatické monokarboxylové kyseliny. Je
to dulezity meziprodukt 1 produkt latkové vymeény, patii mezi nejb&znéjsi
karboxylové kyseliny v potravinadch. Vyskytuje se vSude tam, kde dochazi k
¢innosti mikroorganizm, ale vznika také pfi termickych procesech [2,3].
Ziedénd kyselina octova ma v potravinarstvi velmi Siroké uplatnéni. Primysloveé
se vyrabi z etanolovych substrati (kvasny lih, pivo, vino) c¢innosti
mikroorganizmti, nejéastéji bakteriemi rodu Acetobacter [4].

Kyselina octova se projevuje znac¢nou kyselosti, z toho diivodu je jeji pfitomnost
ve viné nezadouci. Zaroven miize slouzit jako marker zdravotniho stavu vina,
kdy jeji ptitomnost ukazuje na Cinnost bakterii octového kvaSeni. Pfirozené se
ve viné tvoti pii biologickém odbouravani kyseliny vinné. Jeji obsah nesmi v
hotovych vinech presahnout 0,6 g.I" u bilych vin a 0,8 g.1™" u &ervenych vin [2].
MozZnosti, jak stanovit kvantitativni 1 kvalitativni zastoupeni organickych
kyselin ve viné, je velké mnozstvi. Jako celek je lze stanovit titratné. Tato
hodnota je velmi duilezitd pro vinafe, nebot’ pokud chce vino nabizet k prodeji,
musi tuto hodnotu uvadét na etiketé. Stejné dilezitym stanovenim je mnoZstvi
tékavych kyselin. Dominantni t€kavou kyselinou je kyselina octova. Tato
hodnota mliZze vyrobci napovédet, jaky je zdravotni stav vyrabéného vina. Obé
tyto metody jsou jednoduché, z hlediska instrumentace i1 provedeni, ale vysledky
jsou pouhym shrnutim celkovych mnozstvi [29,35].

separacni metody. V literatufe se ke stanoveni jednotlivych kyselin pouzivaji
nejcastéji metody vysoce-uc€inné kapalinové chromatografie s riznymi typy
detektorti, a metody elektromigracni, také s pouzitim riznych typt detektorii
[29,35].

1.6.2. Biogenni aminy

Biogenni aminy (dale jen BA) jsou dusikaté organické slouceniny. V zivych
systétmech maji na bunéfné urovni, pfi nizkych koncentracich, podstatné
metabolické funkce: GcCastni se procesii ristu a déleni bunck, replikace DNA,
specializace bunék, spolukontroluji funkci nervového systému. Naopak pfti
vysSich koncentracich piisobi pro ¢lovéka toxicky: zplsobuji bolesti hlavy,
dychaci potize, alergické reakce nebo vyznamné sniZeni krevniho tlaku. Jejich
fyziologicky ¢inek zavisi na jejich pfijmu, stejné jako na schopnosti organizmu
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se vyrovnat s pfijmem téchto latek. Odbouravani BA probiha ve stievni sliznici
pomoci enzyml monoaminooxiddzy a diaminooxiddzy. Tyto enzymy mohou byt
tlumeny inhibitory, kterymi jsou napf. n¢které medikamenty nebo etanol [36-
45].

BA jsou vytvafeny v potravinach riznymi cestami: dekarboxylaci aminokyselin,
aminaci aldehydii a ketoni, pfipadné odbouravanim jinych organickych
sloucenin obsahujicich dusik. Vzhledem k tomu, Ze vino je fermentovana
potravina, jsou primarnim zdrojem vyskytu BA ve viné produkty metabolizmu
mikroorganizmu. Aplikace biologického odbouravani kyseliny L-jable¢né tedy
potencionalné¢ vede k vyskytu téchto latek v révovém ving, coz také potvrzuji
nejriznéjsi literarni zdroje [36-57].

V nasledujicim textu budou stru¢né popsany vybrané BA, které budou dale
studovany: histamin, tyramin, putrescin spermidin, spermin, kadaverin, agmatin.
Histamin je BA odvozeny od aminokyseliny histidinu. V organizmu se uplatiiuje
jako zprosttedkovatel procesii souvisejicich se zadnétem a také UCinnd latka
uvolilovand z mastocytd pii alergické reakci. Uplatiiuje se také jako
neurotransmiter v mozku [36-41].

Tyramin je BA vznikajici dekarboxylaci tyrozinu. V organizmu stimuluje
uvoliiovani adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu, takZze nepiimo zplsobuje
fyziologické piisobeni téchto latek: vazokonstrikci, zvySeni krevniho tlaku a
tepové frekvence [41,46].

Putrescin, spermidin, spermin, kadaverin i agmatin patii mezi polyamidy.
Prekurzorem putrescinu je aminokyselina ornitin, pro kadaverin je to
aminokyselina lyzin. Spermin, spermidin a agmatin jsou odvozeny spolecné z
argininu. Na bunécné urovni se podileji na mnoha procesech: putrescin spolu se
sperminem a spermidinem se ucastni syntézy nukleovych kyselin a proteini,
spermin a spermidin se podileji na obnové stievni tkan¢. Agmatin ma funkci
neurotransmiteru. Putrescin a kadaverin zvysuji toxické ptsobeni histaminu, coz
znaéné zvysSuje nebezpedi otravy [46,57].

1.6.3. Dikarbonylové slouc¢eniny

Dikarbonylové slouceniny (dale jen DS) jsou organické latky, které ve své
molekule obsahuji dvé karbonylové skupiny. Hlavni DS nalézajici se v
hroznovém viné jsou glyoxal, metylglyoxal, diacetyl a pentan-2,3-dion.
Vyskytuji se ve vSech typech vina, ale jsou spojovany predevSim s Cervenymi
viny a viny z botrytickych sbért [58-66].

DS hraji diky svym vlastnostem dulezitou roli v enologii: ovliviiuji
organoleptické vlastnosti, mohou reagovat s jinymi sloZkami vina a existuje
mnoho otazek o vlivu téchto latek na mikroorganizmy. Zcela nejdilezitéjsi je
v8ak jejich vliv na aroma vina, kdy pfedevsim diacetyl, a také v mnohem mensi
mife pentan-2,3-dion, jsou nositeli maslového aroma. Glyoxal a metylglyoxal
nemaji tak vyrazné mlécné ¢i maselné aroma, ale jsou faktory bunééného délent,
ucastni se procest starnuti bunék a jsou faktory rezistence bunék vii¢i nékterym

24



toxickym latkdm a farmakim. Zaroven nékteré studie piipisuji témto latkam
imunosupresivni vlastnosti i faktory vzniku diabetu [58,75].

VSechny popsané DS, krom& pentan-2,3-dionu, jsou syntetizovany
mikroorganizmy pritomnymi pii vyrobé vina. Kvasinky Saccharomyces
cerevisiae je produkuji béhem alkoholového kvaSeni, stejné¢ jako je produkuje
bakterie Oenococcus oeni béhem MLF [12].

Diacetyl, systematickym nazvem 2,3-butandion, je jednoduchd dikarbonylova
slouc¢enina, konkrétné¢ se jedna o diketon. Za normalnich podminek je to zluta
kapalina s ostrym maslovym aroma. Jeho vyskyt v potravinach je spojovan s
fermentanimi procesy, typicky je pfedevsim pro fermentované mlééné vyrobky.
Muze se vyskytovat také v pivu, kde je vyznamnou nezadouci slouceninou. Pro
svou chut’ je vSak také do potravin pfidavan, jedna se piredev§im o margariny a
popcorn [12,58,67].

Ve viné vznikd jako meziprodukt rozkladu kyseliny citronové ucinkem
mikroorganizmi. Metabolickd dradha tohoto rozkladu je znazornéna na obr. 4.
Mnozstvi vznikajiciho diacetylu je siln€ ovlivnéno mnoha faktory, mezi které
patii mnozstvi kyseliny citronové, kmen pouzitych bakterii, davka inokula, druh
vina, kontakt vina s kyslikem a dalsi [2,12].

Stanoveni dikarbonylovych sloucenin je moZzné rlznymi metodami:
kolorimetricky, chromatograficky s rtznymi typy detekce a za pouziti
nejriznéjSich metod extrakce a detekce. Kolorimetrické metody jsou vSak v
tomto pifipadé¢ neselektivni, proto je jejich pouZziti spiSe orientacni. U
chromatografickych metod prevlada pouziti plynové chromatografie s
hmotnostnim, elektrochemickym nebo plamenné-ionizacnim detektorem. V
literatute se vSak také objevuji metody vysoce-u€inné kapalinove
chromatografie a iontové-vyménné chromatografie [58-75].
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Obr. 4 Podrobné schema premény kyseliny citronové na diacetyl [2]

1.6.4. Antioxidanty

V rostlindch je obsaZeno Siroké spektrum latek, které vykazuji antioxidacni
vlastnosti. Ze slozek béZné stravy jsou na né relativné bohaté obiloviny, Cerstvé
ovoce a zelenina a napoje z nich vyrobené. Mezi piirozené¢ se vyskytujici
antioxidanty patii nékteré vitaminy, mineralni latky, rostlinné barviva, fenolické
latky a mnoho dalSich skupin. Z chemické podstaty je tato skupina latek
nejednotnd, lisi se proto také podstata jejich antioxida¢niho plisobeni. Mize se
jednat napi. o preruseni radikalové fetézové reakce, regenerace jinych
antioxidantii, komplexni vazba katalyticky plisobicich kovii nebo piima reakce s
kyslikem. Jako takové hraji antioxidanty diileZitou roli proti starnuti na bunécné
urovni, proti akumulaci LDL frakci v cévnich sténach nebo plisobi proti
lamavosti cévnich stén [76-81].

Antioxidanty pfitomné ve viné jsou zastoupeny mnoha riznymi slouceninami.
Jsou zde ptfitomny piedevsim nejriznési fenolické latky, obzvlasté flavanoly,
stilbeny, jejichZ nejvyznamnéj$im zastupcem je resveratrol, a pak také fenolové
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kyseliny, derivaty kyseliny hydroxyskoficové a benzoové. Jejich vysoky obsah
je spojovan s jevem, ktery se oznacuje jako "Francouzsky paradox" [76-82].
Flavonoidy tvoifi velmi Sirokou skupinu sekundarnich rostlinnych latek. V
odborné literatufe se objevuje, ze v piirode existuje vice nez 13 000 latek, které
lze povazovat za flavonoidy. Tyto latky jsou odvozeny od heterocyklické
slouCeniny flavanu, kdy mohou byt vSechny kruhy substituovany
hydroxylovymi nebo metoxylovymi skupinami, pfipadné¢ se mohou vyskytovat
jako glykosidy. Nejbéznéjsi flavonoidy ve viné jsou katechin (flavan-3-ol) a
jeho derivaty a také antokyanidiny, které jsou zndmé svou barevnosti na zaklad¢
rozdilného pH.

Ze skupiny latek oznacovanych jako flavan-3-oly se v révovém viné nejvice
vyskytuje (+)-katechin a jeho izomer (-)-epikatechin. Oligomery a polymery
téchto latek se nazyvaji kondenzované taniny, které maji vyrazné organoleptické
vlastnosti, nebot’ jsou nositeli trpké chuté. Lze je nalézt ve vyznamnych
mnozstvich jak ve slupce tak semenech vinnych hroznil, odkud se mohou
extrahovat do moStu. Flavan-3-oly byly studovany pro své antioxidacni,
antikarcinogenni, antimutagenni antibakterialni nebo antivirotické vlastnosti.
Stilbeny jsou podskupinou fenolickych latek, které se vyskytuji bézné v celé
dietarni zdroj téchto latek. Rostlina je produkuje jako sekundarni metabolit,
ktery se objevuje pii reakci na stres, zejména chladovy a napadeni
mikroorganizmy. Bylo dokazano, Ze jsou konzumentovi prospésné, diky svym
antioxida¢nim, antikarcinogennim a antimutagennim vlastnostem [76,84].

Jeden z nejvice prozkoumanych stilbenti je sloucenina zvana trans-resveratrol
(3,5,4 -trihydroxystilben). Rostlina ho produkuje zejména jako reakci na
plishova onemocnéni, naptiklad u botrytickych sbérti. V souvislosti s riiznymi
fazemi vyroby vina 1 kvalitou surovin byl v poslednich letech dikladné
prostudovan, nebot’ se pravé v souvislosti s touto slouceninou nejvice zminuje
"Francouzsky paradox" [80,81].

Nejvyznamné&j$im derivatem kyseliny hydroxyskoficové vyskytujicim se ve viné
je kyselina kaftarova, coz je kyselina kavova substituovana na karboxylové
skuping kyselinou vinnou. Tyto latky se v potravinach vyskytuji pfevazné ve své
trans- form¢, nebot’ ta je stabilnéj$i nez forma cis-. Obsah téchto latek ve viné
ovliviiuje spousta faktori, obecn¢ lze vSak fici, ze pii skladovéani jejich
koncentrace roste. DalSimi dtlezitymi faktory jsou odriida a péstitelske a
klimatické podminky [76,85].

Derivaty kyseliny benzoové jsou dalsi skupinou fenolovych kyselin, které jsou
ving¢ se objevuji pfedev§im v monomerni podobé a podobné jako derivaty
kyseliny hydroxyskoticové je jejich obsah ovlivnén Sirokou Skalou faktort.
Kyselina gallova je velmi dobie absorbovana V travicim traktu ptijemce, proto
ma vyznamné fyziologické ucinky. Je to silny antioxidant schopny zhéset volné
kyslikové radikdly, ale nckteré studie prokéazaly cytotoxickou aktivitu této
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kyseliny. Estery této kyseliny se pfidavaji do nékterych potravin jako syntetické
antioxidanty [76-85].
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2  CILE PRACE

Cilem dizertacni prace je vybrat a sledovat dilezit¢ markery kvality hroznového
vina a studovat zménu jejich obsahu s ohledem na pouzitou technologii vyroby
vina. Jednou z mala oblasti technologie vyroby vina, ktera je prozkoumana v
malém méfitku (v porovnani s ostatnimi ¢astmi vyroby), je fizené biologické
odbouravani kyseliny jable¢né.

Dilc¢i cile jsou pak nasledujici:

1)  Provadét reSer$i se zaméfenim na malolaktickou fermentaci a vybér
potencionalnich markert kvality.

2)  Urceni markerti kvality z hlediska jakosti vina. Po pocate¢nim studiu
literatury byly vybrany nasledujici slou¢eniny, které jsou potencionalni markery
jakosti hroznového vina: organické kyseliny (L-jable¢nd, vinnd, L-mlé¢na,
citronov4, jantarovd, octova) a dikarbonylové slouceniny (glyoxal,
metylglyoxal, diacetyl, pentan-2,3-dion).

3)  UrCeni markerGi kvality z hlediska zdravotni nezavadnosti vina. Po
pocateCnim studiu literatury byly vybrany nésledujici slou€eniny, které jsou
potencionalni markery zdravotni nezavadnosti hroznového vina: biogenni aminy
(putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, histamin, tyramin) a antioxidanty
(antioxidacni aktivita, obsah celkovych polyfenolli, stanoveni jednotlivych
antioxidanti).

4)  Provedeni laboratornich experimentt s cilem ziskani analytickych metod
pro stanoveni vybranych markerd.

5)  Validace metod na realné vzorky hroznového vina.

6)  Provedeni experimenti s realnym vzorkem, tedy s hroznovym vinem
b&hem a po malolaktické fermentaci.

7)  Statistické zpracovani ziskanych dat a stanoveni zavérti experimentu.

8)  Vyvozeni doporuc¢eni v oblasti technologické praxe vyroby hroznového
vina s aplikaci fizen¢ malolaktické fermentace.
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3  ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Urcené cile dizertacni prace byly naplnény v nésledujicich 3 experimentéalnich
castech. Studium odbornych textii neni zafazeno do zadné z téchto ¢asti, nebot’
probihalo prabézné po celou dobu zpracovavani této dizertacni prace.

3.1. Fazel

V prvni ¢asti dizertac¢ni prace bylo cilem vybrat potencionalni markery kvality
hroznového vina a vybrat a provéfit analytické metody pro jejich stanoveni.
Laboratorni analyzy vybranych sloucenin probihaly jak s Cistymi formami
téchto latek, tak v pfitomnosti slozit¢ biologické matrice. Alternativou
jednoduchého piimého stanoveni markerti byla uprava vzorku pied analyzou,
ptipadné pouziti takovych separacnich a extrakénich technik, které umozZni
piesné a relativné snadné, rychlé a levné stanoveni vybranych latek. Z metod
analytické chemie byl kladen diiraz na pouziti vysoce ucinné kapalinové
chromatografie a iontové-vyménné chromatografie. Z detektorii pouzitelnych
v kombinaci s témito piistroji byla preferovana detekce pomoci UV detektoru,
pfipadné pomoci jednoduché kolorimetrické detekce. Dlivody pro vybrani téchto
metod a detektorti je jejich snadna dostupnost a vSeobecné rozSifeni pii
zachovani vysoke citlivosti a presnosti métenti.

3.2. Fazell

Po ukonceni prvni experimentalni ¢asti a validaci pouzitych technik byly
zaloZeny pokusy na redlnych vzorcich hroznového vina. Druha ¢ast experimentt
dizerta¢ni prace byla zaméfena na sledovani zmén ve vinech riznych odrid
zaockovanych jednim komeréné dostupnym ptipravkem pro MLF. VSechny
kroky fermentace mladého vina a pripravy vzorkt vedly k tomu, aby se vzorky
liSily pouze v jediném kroku technologie vyroby, a to v pouZiti fizené
malolaktické fermentace. Vzhledem k tomu, Ze malolakticka fermentace by
méla prob€hnout nejpozdeji 14 dni po zaoCkovani, byla doba pokusu
naplanovana na 4 tydny s odbérem vzorkl vzdy po 3 dnech. V podnebi Ceské
republiky se doporucuje provadét fizené odbourdvani kyseliny jablecné pfi
vyrobé Cervenych vin. Do pokusu byly zatazeny odridy révy vinné Cabernet
Moravia a Zweigeltrebe.

3.3. Faze lll

Ve tfeti ¢asti experimentdlnich pokusti byla provedena stanoveni vybranych
markert u vzorkll hroznového vina, u kterych bylo pouZzito stejné vino (stejny
producent, odriida i1 ro¢nik) a které bylo zaockovano odliSnymi kulturnimi
kmeny bakterii mlééného kvaSeni. Tato faze pokusti méla prokazat vhodnost ¢i
nevhodnost konzorcii BMK pro fizené MLF.
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3.4. Metodika ziskavani vzorku

3.4.1. Vzorky hroznového vina pro fazi ||

Pro fazi 11 byly pouZity vzorky vina po prob&hnuti hlavniho kvaseni od vinafe
Nikodéma MiSi, ktery provozuje vinafstvi ve vinaiské obci PoleSovice,
podoblasti Slovacko, vinafské oblasti Morava. Jednalo se o vzorky modrych
odrid hroznového vina Cabernet Moravia a Zweigeltrebe.

Vzorky byly odebirany pro kazdou odridu ve 2 riiznych liniich. Céast vzorku
(250 1 vina) byla oznacena jako kontrolni, stejné mnozstvi vina bylo zao¢kovano
startovaci odriidou. Pro zaockovéani byl pouzit zamraZzeny a suSeny startovaci
preparat na bilé a Cervené vino z vybranych kment kvasinek rodu Oenococcus
oeni znatky BIOSTART® FORTE SK2 (Erbsléh Geisenheim, Némecko). U
studovanych vin byla zajiSténa optimalni teplota pro spravny prubéh MLF,
stejné tak byl hlidan obsah oxidu sifi¢itého a pH (hodnota pH na pocatku
kvaseni v intervalu 3,3 — 3,5, teplota v pribéhu celého procesu mezi 18 — 21 °C,
obsah volného SO, méné nez 15 mg.1™).

Prvni den odbéru vzork dané odridy byl vzdy pro oba vzorky (kontrolni,
zaockovany) spole¢ny. Vzorky byly odebirany po dobu 30 dnl v casovém
rozpéti 3 dnti, celkovy pocet odbéril, véetné prvniho dne, byl 11.

3.4.2. Vzorky hroznového vina pro fazi 11

Analyzované vino pochazelo ze sklizné¢ 2008 a zpracované bylo primyslové u
velkovyrobce ve vinafské oblasti Morava. Analyzované vino bylo
jednoodriidové, vyrobené z modré moStové odridy Frankovka jako vino
cervene.

Vino bylo po ukonceni hlavniho kvaSeni sto¢eno do dvou tankl. Nasledné byl
kazdy tank inokulovén jinym preparatem pro fizenou MLF. Tank 1 byl
zaockovan preparatem Lalvin 31 (Scott Laboratories, Inc., Petaluma, USA).
Tento preparat a vzorky vina zaockované timto preparatem jsou pro ucely
dizertaéni prace oznaCeny jako vino 1. Tank 2 byl zaockovan preparitem
BIOSTART VITALE SK11 (Erbsloh Geisenheim, Némecko), v dizertacni praci
jsou tyto vzorky uvadény jako vino 2. V obou tancich byla zajisténa optimalni
teplota pro spravny pribéh MLF, stejné tak byl hlidan obsah oxidu sificitého a
pH (hodnota pH v intervalu 3,3 — 3,5, teplota mezi 18 — 21 °C, obsah volného
SO, méné& nez 15 mg.I™). Vino bylo po odb&ru zamraZeno a pii mrazirenskych
teplotach bylo uchovavano do doby laboratorniho méteni.

Z tank byly prabézné odebirany vzorky, celkovy pocet odbérit byl 15 v
prubéhu 93 dni (den -1. (den pied inokulaci); 0. (inokulace); 1.; 2.; 3.; 4.; 6.; 7.;
14.; 24.; 31.; 63.; 69.; 84.; 92. den).
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3.5. Pouzité metody analytické chemie

Vzhledem Kk tomu, ze cela prvni ¢ast experimentalnich pokust byla pfedmétem
vlastniho feSeni dizertacni prace, jsou metody stanoveni popsdny a upiesnény
v dalSim textu dizertaéni prace.

3.6. Statistické metody zpracovani dat

Interpretace a kontrola jednotlivych vysledkt

Primérna odchylka je aritmetickym primeérem absolutnich hodnot odchylek
hodnot proménné od jejich aritmetického priiméru a bere v uvahu velikost v§ech
hodnot numerické proménné. Castdji je pouzivani smérodatna odchylka (1),
ktera vét§i odchylky zohlediiuje vice, neZ odchylky malé. Cim je smérodatna
odchylka vétsi, tim vice je rozdéleni kolem priméru rozptyleno, ¢im je mensi,
tim vice se vSechny hodnoty hromadi kolem priméru. Varia¢ni koeficient (2)
slouzi k posouzeni, je-li variabilita mala nebo velka, jde o relativni porovnani
smérodatné odchylky s primérem. Tato ziskand hodnota pak slouzi jak pro
interpretaci vysledki, tak 1 jako zpétna kontrola méfeni. Vysledky méfeni jsou
v této dizertaCni praci uvadény jako interval namétfenych hodnot, ktery je
vytvoten z aritmetick€ho priméru naméfenych hodnot + smérodatna odchylka.
Data slouZici pro tuto analyzu byla ziskana vzdy minimalné z 6 méteni.

s=\/ii( —xJ (1)

v. =100 [%] (2)
X

Vzé4jemné porovnani vysledki v jednotlivych experimentech

Pro porovnani dat pochézejicich zjednotlivych experimenti byly pouZity
metody vypoctu Pearsonova korelacniho koeficientu a parového t-testu.
Pfedmétem vypoctu Pearsonova korelacniho koeficientu je statistické stanoveni
linedrni sily (té€snosti) sledovanych zavislosti. Lze tedy zjistit, jestli zmény
Vv probihajicich déjich spolu souvisi a jak je tato zména zavisla. Miru korelace
vyjadiuje korelacni koeficient, ktery mize nabyvat hodnot v intervalu od -1 do
+1. Hodnota korelacniho koeficientu -1 znaci zcela neptfimou zavislost
(antikorelaci), zatimco hodnota +1 znaci pfimou zavislost. Pokud je hodnota
korela¢niho koeficientu rovna 0, nelze mezi znaky zjistit zddna linearni
zavislost. Pearsontiv korelacni koeficient (3) lze vypocist podle aritmetickych
primérti analyzovanych soubort dat, z vybérovych rozptyli téchto dat a
Z hodnoty kovariance, coZ je absolutni hodnota miry vzijemné vazby mezi
nahodnymi veli¢inami.
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Sxy

(3)

Parovy t-test je zakladnim testem statistickych hypotéz, ktery se tykd zavislych
soubori a slouzi k porovnani stfednich hodnot uspofadanych dvojic
porovndvanych soubort. Pro vypocet je nejprve dilezité zjistit aritmeticky
primér a smérodatnou odchylku dat, respektive rozptyl (s%). Z tchto dat se zjisti
testovaci kritérium. Nasledn¢ je nutné vyhledat tabulkovou kritickou hodnotu
pro vybérovy soubor n — 1 (stupné volnosti) a zvolit hladinu vyznamnosti. Podle
vypoctenych a zjisténych dat se pak urci, zda je hladina vyznamnosti statisticky
nevyznamnd, vyznamna nebo vysoce vyznamna.

Metody statistické analyzy byly provedeny podle odborné literatury [86]. Pro
vypocCty byl pouZzit program Microsoft Office 2010 (Microsoft, Redmond, USA).

r =
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4  VYSLEDKY PRACE A DISKUZE

4.1 Vysledky a diskuze k fazi |

V ramci prvniho experimentu byly studovany analytické metody pro zajisténi
nejlepSich podminek stanoveni diive vybranych markert. Jak bylo upfesnéno
Vv kapitole cile prace, patii mezi tyto markery organické kyseliny, dikarbonylové
slou€eniny, biogenni aminy a latky antioxida¢ni povahy. V nasledujicim textu
budou upiesnény metody stanoveni, popsany materidly a chemikalie pouzité pti
téchto stanovenich.

4.1.1. Stanoveni organickych kyselin

Pro stanoveni jednotlivych organickych kyselin je velmi vhodnd a casto
pouzivana metoda vysoce-ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s riznymi
typy detekce. Metoda HPLC, kromé kapilarni elektroforézy, je také doporucena
jako referencni metoda mezinarodni organizaci pro révu vinnou a vino
(International Organisation of Vine and Wine, OIV). Pro stanoveni organickych
kyselin v ramci této dizertacni prace byla pouzita jina metodika, nez jakou
doporucuje OIV. Jejich metody sice dovoluji stanovit vétsi mnozstvi kyselin, ale
jednd se o dvé rizné analyzy s jinymi principy: o metodu iontoveé-vymeénné
chromatografie (IEC) a kapalinové chromatografie na obracenych fazich (RP-
HPLC). Pro méfeni vybranych organickych kyselin (L-jable¢nd, vinna, L-
mlé¢na, citronova, jantarova, octovd) v jednom kroku byla pouzita metoda RP-
HPLC s UV detektorem [63,87-90].

Material a metody

Pro stanoveni vybranych organickych kyselin bylo pouZito bézné laboratorni
vybaveni (analytické vahy AFA-210 LC, automatické mikropipety Biohit PLC,
mikrozkumavky Vitrum, mikrofiltry MS® Nylon Syringe Filter 13 mm 0,45 pm,
vialky Hewlett Packard, septa 8 mm Vitrum) a nasledujici chemikalie:
acetonitril, metanol, dihydrogenfosforeCnan draselny, standardy organickych
kyselin. VSechny chemikalie byly potizeny od firmy Sigma Aldrich (St. Luis,
USA) a jejich Cistota vyhovovala pozadavkiim Americké chemické spolecnosti
(ACS). M¢éfieni probihalo na chromatografické sestavé DIONEX ULTIMATIVE
3000 (Dionex Corporation, USA), kterd obsahovala chromatografickou pumpu,
autosampler WPS-3000 SL/WPS-3000 RS a DAD detektor DAD-3000
RS/MWS-3000 RS.

Standardy 1 vzorky vin byly proméfovany pii vinové délce 210 nm. Pro méteni
byla pouzita kolona Gemini — NX 3 C18 110A od firmy Phenomenex (USA),
jejiz rozméry byly 250 x 4,60 mm a predkolona Security Guard KJ0-4282
(Phenomenex, USA). Pfi analyze byla vyuZzita izokratickd eluce a jako mobilni
faze byl pouzit vodny roztok 0,01 M dihydrogenfosfore¢nanu draselného a
acetonitril v poméru 97 : 3, pH roztoku 0,01 M KH,PO, bylo upraveno na
hodnotu 2,7. Eluce probihala pfi teploté 30 °C, objem nastiiku vzorku byl 10 pl

34



a pratok mobilni fize byl nastaven na hodnotu 0,8 ml.min™. Doba analyzy
jednoho vzorku byla 30 min.

Po analyze byla kolona promyta mobilni fazi sestavajici z 0,01 M KH,PO, a
acetonitrilu v poméru 50 : 50, doba promyti byla 15 minut.

Vzorky vin byly pfed stanovenim piefiltrovany pomoci mikrofiltri do
mikrozkumavek a ptimo pifed stanovenim ptevedeny do vialek. V ptipadé, ze
nastala prodleva ve stanoveni del$i nez 24 hodin, byl vzorek uchovavan pfti
-18 °C a pfed samotnym métenim byl Setrn€ rozmrazen a ptefiltrovan.
Kalibrace

Pro kvantitativni analyzu organickych kyselin byla pouzita metoda sestaveni
kalibra¢nich kiivek pomoci standardnich roztokd organickych kyselin
S naslednym matematickym vyhodnocenim. Standardni roztoky organickych
kyselin byly ptipraveny jako roztoky o koncentraci 10 g.I™. Z tohoto zasobniho
roztoku byla pfipravena kalibraéni fada vrozmezi 0,1 az 10 g.l*. Takto
pfipravené roztoky byly proméfeny podle stanovenych podminek a byla ziskana
data pro sestaveni rovnic kalibracnich kiivek, ktera predstavuji zavislost plochy
piku [mAU] na koncentraci organické kyseliny [g.1™]. Ziskané kalibra¢ni kiivky
mély v uvedeném intervalu linearni charakter a jejich rovnice byly nasledujici:
kyselina vinna y = 22726x + 58,93, hodnota spolehlivosti R? = 0,9996; kyselina
L-jablecna y = 12131x + 11,83, R* = 0,9997; kyselina L-mlé¢na y = 7729,5x +
48,93, R? = 1; kyselina citronova y = 15858x + 71,2, R? = 1; kyselina octova y =
6858,4x + 21,23, R® = 0,9986; kyselina jantarova y = 8064,7x + 60,4, R? =
0,9994. Kalibracni kiivky jsou zobrazeny na obrazcich 5 a 6. Z namétenych dat
byly vypocitany limity detekce jako LOD 3S/N (S = Sum, N = smérnice
kalibragni kiivky): kyselina vinna 2,38 mg.1™", kyselina L-jable¢na 4,45 mg.I™",
kyselina L-mlééna 6,99 mg.1™, kyselina citronova 3,41 mg.l™, kyselina octova
7,87 mg.I", kyselina jantarova 7,00 mg.1™.

Navratnost a reprodukovatelnost

Navratnost byla sledovdna po piidavku zndmého mnozstvi standardniho roztoku
organickych kyselin. Bylo dosazeno navratnosti 96 — 105 % pro rozdilné
koncentrace individudlnich organickych kyselin. Reprodukovatelnost metody
byla zkousena pomoci Sesti analyz reprezentativnich vzorki béhem 5 dnt.
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Obr. 5 Zavislosti plochy piku na koncentraci standardnich roztokii kyseliny vinné, L-
jablecne a L-mlécné
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Obr. 6 Zavislosti plochy piku na koncentraci standardnich roztoki kyseliny citronove,
octové a jantarove

4.1.2. Stanoveni dikarbonylovych slou¢enin

Dikarbonylové slouceniny jsou svou povahou nizkomolekuldrni tekavé
slouceniny. Z toho také vyplyva, jaké metody se pouzivaji pro jejich stanoveni.
Mezi metody stanoveni dikarbonylovych sloucenin patii pfedevSim optické
metody  (kolorimetrie,  spektrofotometrie,  fluorimetrie),  gravimetrie,
elektrochemické metody (polarografie) a piredev§im chromatografické metody
[91-95]. Z chromatografickych metod se pro stanoveni pouziva jak plynova tak
kapalinova chromatografie. Obé metody jsou také popsany organizaci OIV jako
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vhodné pro stanoveni dikarbonylovych sloucenin. V této dizertacni praci byly
pouzity dvé rizné metody stanoveni. Pro samostatné stanoveni diacetylu byla
pouzita metoda iontové-vyménné kapalinové chromatografie s UV-VIS
detektorem, pro stanoveni diacetylu, pentandionu, glyoxalu a metylglyoxalu
byla pouzita metoda RP-HPLC sUV detektorem po derivatizaci s 2,3-
diaminobenzenem [12].

Metoda stanoveni diacetylu pomoci iontové-vyménné chromatografie
Material a metody

Pro samostatné stanoveni diacetylu bylo pouzito b&zné laboratorni vybaveni
(laboratorni sklo a pomiicky, mikrofiltry MS® Nylon Syringe Filter 13 mm 0,45
um, davkovaci injekéni stiikacka 50 pl Hamilton, USA) a nasledujici
chemikalie: 85% vodny roztok kyseliny o-fosforecné a standard diacetylu.
Vsechny chemikélie byly pofizeny od firmy Sigma Aldrich a jejich Cistota
odpovidala standardim ACS. Pro méfeni byla pouZita chromatograficka
aparatura Hewlett Packard 1100, kterd byla sestavena z odplynovaciho zafizeni
G1322A, bindrni pumpy G1312A, termostatu pro kolonu G1316A, davkovaciho
ventilu se smyCkou 20 ul a detektoru UV/VIS DAD GI1315A. Standardy 1
vzorky byly proméfovany pii vinové délce 280 a 290 nm. Pro tuto metodu byla
vybrana kolona Aminex HPX-87H lon Exclusion Column 300 x 7,8 mm od
firmy Bio-Rad (USA). Pti analyze byla vyuzita izokraticka eluce a jako mobilni
faze byl pouzit 0,1% vodny roztok kyseliny trihydrogenfosfore¢né s upravenym
pH na hodnotu 2,25. Doba jedné analyzy byla 30 minut, objem nastfiku vzorku
byl 20 pl a priitok mobilni faze byl nastaven na hodnotu 1 ml.min™ [63].

Pred stanovenim byly analyzované vzorky prefiltrovany do mikrozkumavek.
Takto upraveny vzorek byl pomoci injekéni sttikacky aplikovan do davkovaciho
kohoutu, piipadné byl uchovan pii teplotich -18 °C a pfed samotnym
stanovenim byl Setrné¢ rozmrazen.

Kalibrace

Pro kvantitativni analyzu diacetylu byla pouzita metoda sestaveni kalibracni
kfivky pomoci standardniho roztoku diacetylu s ndslednym matematickym
vyhodnocenim. Standardni roztok byl pfipraven jako roztok o koncentraci 10
mg.I™. Z tohoto zasobniho roztoku byla ptipravena kalibraéni fada v rozmezi 0,1
az 10 mgl™. Roztoky byly proméfeny a byla sestavena kalibraéni kiivka
zavislosti plochy pikii na koncentraci diacetylu. Ziskand rovnice kalibracni
kiivky byla nasledujici: y = 27,197x + 0,8459, hodnota spolehlivosti R* =
0,9976. Z téchto dat byla vypoctena hodnota limitu detekce LOD 3S/N pro
diacetyl 77,2 ng.I™.

Navratnost a reprodukovatelnost

Navratnost diacetylu byla sledovdna po piidavku jeho znamého mnoZzstvi
k Cervenému hroznovému vinu. Bylo dosazeno navratnosti 96 — 102 % pro
rozdilné koncentrace diacetylu. Reprodukovatelnost metodiky byla analyzovéana
behem 5 dnli pomoci Sesti reprezentativnich vzorkd.
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Metoda detekce dikarbonylovych sloucenin pomoci kapalinové
chromatografie s derivatizaci vzorku

Material a metody

Pro stanoveni Ctyf dikarbonylovych slouc¢enin bylo pouzito bézné laboratorni
vybaveni (stejné jako pii vySe popsanych analyzach) a nasledujici chemikalie:
standardy dikarbonylovych sloucenin (glyoxal, metylglyoxal, diacetyl a
pentandion), 2,3-diaminobenzen, etanol, metanol, kyselina octova a hydroxid
sodny. VSechny chemikalie byly potizeny od firmy Sigma Aldrich a byly ACS
Cistoty. Méteni probihalo pfi 313 nm na chromatografické sestavé Peltier Perkin
Elmer Flexar UHPLC FX-15, ktera obsahovala odplynovaci zafizeni, binarni
pumpy, autosampler, termostat pro kolony a UV/VIS detektor stejné fady FX-
15, dale byla pouzita kolona Phenomenex Gemini-NX 3 pm C18 110A
(Torrance, USA) s ptfedkolonou SecurityGuard od stejné firmy. Metoda byla
izokraticka, mobilni fazi ptfedstavoval 2% vodny roztok kyseliny octoveé a
metanol v poméru 95 : 5. Priitok mobilni faze byl 0,4 ml.min™ [12].
Derivatizace vzorku pred analyzou

Pted samotnym stanovenim byl vzorek vina upraven tak, aby bylo mozné
provést stanoveni dikarbonylovych slou¢enin. a-dikarbonylové slouceniny
reaguji s 2,3-diaminobenzenem za vzniku derivati chinoxalinu (benzopyrazinu),
které jsou nasledné¢ chromatograficky stanoveny. Podminky derivatizace byly
nasledujici: 50 ml vzorku vina se upravilo vodnym roztokem NaOH na hodnotu
pH = 8; ke vzorku bylo pfidano 25 mg 2,3-diaminobenzenu; vzorek se
neprodySné uzavrel a reakéni nadoba se na 3 hodiny ponofila do termostatu
S nastavenou teplotou na 60 °C; po této dobé byl vzorek ochlazen, piefiltrovan
pies stfikackovy mikrofiltr a tak ptipraven k analyze.

Kalibrace

Kvantitativni analyza glyoxalu, metylglyoxalu, diacetylu a pentandionu byla
provedena pomoci sestaveni kalibra¢nich kiivek. Standardni roztoky byly
ptipraveny ze zasobnich roztokii o koncentraci 10 mg.1™" v intervalu koncentraci
0,1 — 2 mg.I"". Roztoky byly promé&feny podle vyse popsané metody a byly
sestaveny kalibracni  ktivky zavislosti plochy piki na koncentraci
dikarbonylovych sloucenin. Ziskané rovnice kalibra¢nich kiivek jsou
nasledujici: glyoxal y = 1321913x + 4528, R® = 0,9950; metylglyoxal y =
2108424x + 1982, R* = 0,9969; diacetyl y = 2963851x + 20915, R* = 0,9957;
pentandion y = 2985624x + 5049, R* = 0,9957. Kalibraéni kiivky pro
dikarbonylové slouceniny jsou zobrazeny na obrazku 4.3. Ze ziskanych dat byly
vypocteny limity detekce LOD = 3S/N pro jednotlivé slouCeniny takto: glyoxal
252,67 ng.I*, metylglyoxal 158,41 ng.I*, diacetyl 170,07 ng.I”*, pentandion
111,87 ng.I™".

Navratnost a reprodukovatelnost

Navratnost dikarbonylovych sloucenin byla sledovdna po ptidavku jejich
znamého mnozstvi k ¢ervenému hroznovému vinu. Bylo dosaZeno navratnosti
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92 - 111 % pro rozdilné koncentrace dikarbonylovych sloucenin.
Reprodukovatelnost metodiky byla analyzovédna béhem 5 dnii pomoci Sesti
reprezentativnich vzork.

¢ Glyoxal o Metylglyoxal x Diacetyl o Pentandion
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Obr. 7 Zavislosti plochy piku na koncentraci standardnich roztoki glyoxalu,
metylglyoxalu, diacetylu a pentandionu

4.1.3. Stanoveni obsahu biogennich amint

Biogenni aminy jsou svou povahou nizkomolekuldrni netékavé dusikaté
slouceniny, z toho vyplyva zaklad pro jejich analytické stanoveni. V literatufe je
popsano n¢kolik technik jejich stanoveni, které zahrnuji metody tenkovrstvé
chromatografie, plynové chromatografie, kapilarni elektroforézy a kapalinové
chromatografie. V praxi se nejcastéji pouzivaji pokrocilé chromatografické
metody separace na reverznich fazich nebo iontové-vyménna chromatografie
s fluorescen¢ni a UV detekci po danzylaci, benzoylaci nebo derivatizaci s 9-
fluorometyl chloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl karbamatem
nebo o-ftadialdehydem nebo postkolonové derivatizaci ninhydrinem. Pri
lontové-vyménné chromatografii se biogenni aminy oddéluji na koloné podle
silngji schopny prtilnout k Casticim ionexu. Kromé velikosti a tvaru molekul a
hydrofobniho efektu uplatiuji pfedev§im rozdilné acidobazické vlastnosti
stanovovanych slou¢enin. Pfi postkolonové derivatizaci jsou po vystupu z
kolony jednotlivé slozky miseny s ninhydrinovym ¢inidlem a s nim nasledné
reaguji v pratocném reaktoru. Barevné produkty reakce jsou detekovany
fotometricky. Pro stanoveni biogennich aminil byla vyuZita iontové-vyménna
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chromatografie s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem a kolorimetrickou
detekci [96-100].

Material a metody

Pro stanoveni biogennich aminii bylo pouzito b&éZzné laboratorni vybaveni a
nasledujici chemikalie: standardy biogennich amind (Sigma Aldrich), kyselina
chlorovodikova, monohydrat kyseliny citronové, dihydrat citranu sodného,
chlorid sodny, thiodiglycol, kyselina boritd a azid sodny. Chemikalie kromé
standardd biogennich amind byly pofizeny od firmy Ingos (Praha, Ceska
republika). Méfeni probihalo na automatickém analyzatoru aminokyselin AAA
400.

Kalibrace této metody nebyla pfedmétem studia této dizertacni prace, nebot’ byla
vyvinuta a validovana na pracovisti jiz diive. Proto ve své dizertacni praci
neuvadim podminky kalibrace ani vypocty limiti detekce, navratnosti a
reprodukovatelnosti metody.

Uprava vzorku pfed analyzou spodivala ve zmraZeni vzorku na -80 °C a
naslednou lyofilizaci na zatfizeni ALPHA 1-4 LSC (sublima¢ni suseni). Poté byl
K vysusenému vzorku pfidan sodnocitratovy pufr o pH 2,2 o objemu 3 ml.
Nasledovalo tfepani na tfepacce (40 minut) a pievedeni vzorkd do
mikrozkumavek. Takto upraveny vzorek byl ponechan pii chladni¢kovych
teplotach po dobu 48 hodin, poté byl odstiedén (20000 g po dobu 45 minut a
teplote 45 °C) a ptefiltrovan pies mikrofiltr.

4.1.4. Stanoveni obsahu antioxidantu

Stanoveni obsahu antioxidanti je moZné mnoha rliznymi zplsoby. Jednak Ize
studovat obsah jednotlivych antioxidantd, a to predev§im pomoci
chromatografickych a elektromigra¢nich metod, jednak lze stanovovat celkovy
ucinek antioxidantli v potravinach — antioxida¢ni aktivitu. Ta je definovéana jako
schopnost latky inhibovat oxida¢ni degradaci riznych sloucenin. Pro hodnoceni
antioxidacni aktivity potravin piedev§im rostlinného piivodu byly vypracovany
mnoh¢é metody. Jsou to metody principidlné znaéné€ odliSné, navic se rizné
modifikuji pro specifickou studovanou matrici. Mezi zédkladni metody stanoveni
antioxidacni aktivity patfi metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity), chemické metody zaloZené na schopnosti kyslikovych radikala
odbarvovat Cinidla (ORAC, ABTS, DPPH) s naslednym spektrofotometrickym
stanovenim a metody fyzikalni méteni elektronoveé spinové rezonance, stanoveni
redoxniho potencidlu nebo chemiluminiscence. Pro stanoveni jednotlivych
skupin antioxidanti byly také definovany jednoduché metody. Ptikladem jsou
metody pro stanoveni celkového obsahu polyfenolil. Jsou zaloZeny na reakci
polyfenolickych latek se specifickym ¢inidlem, které po reakci dava barevnou
reakci zmétitelnou spektrofotometricky [101-106].

V této dizertani praci byla pouZzita metoda stanoveni celkové antioxidacni
aktivity DPPH a metoda stanoveni celkového obsahu polyfenoltt FCM.
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Metoda DPPH

Tato metoda je jednou ze zékladnich metodik posouzeni antiradikalové aktivity
biologické matrice. Je zaloZzena na schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2’-
difenyl-1-pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPH vykazuje velmi
silnou absorpci v UV/VIS spektru, reakci s donory vodiku se absorpce snizuje.
Intenzivni fialové zbarveni je zplsobeno neparovym elektronem na dusiku
hydrazylu. Reakce je proto nejcastéji sledovana spektrofotometricky, pokles
absorbance pfi 517 nm se méii po uplynuti konstantniho casu, piipadné se
sleduje kinetickd zména absorbance. U smésnych vzorkil se radikélova aktivita
vyjadfuje v ekvivalentech kyseliny L-askorbové.

@ 0,N
N—P:14©7N02
@ 0N
Obr. 8 Molekula 2,2 -difenyl-1-pikrylhydrazylu

Antioxidacni aktivita se pak vypocita jako Ubytek absorbance podle rovnice:

Ang-A
%)="0 "1 100
Ag
kde Ay je absorbance pracovniho roztoku DPPH
A; je absorbance studovaného vzorku.

Metoda FCM

Tato metoda stanoveni polyfenolll je zalozena na reakci Folin-Ciocalteova
Cinidla s fenolickymi latkami. Jinak je nazyvana taky metoda GAEM (Gallic
Acid Equivalent Method), podle kyseliny gallové, kterd se pouziva jako
standardni latka. Folin-Ciocalteovo ¢inidlo je tvofeno smési kyseliny
fosfore¢no-wolframové (HzPW;,04) a kyseliny fosfore¢no-molybdenové
(H3PM01,049), které se po oxidaci fenolt redukuji na smés modrych oxidd
wolframu (Wg0,3) a molybdenu (MogO,3). Vytvoiené modré zbarveni silné
absorbuje v oblasti A = 765 nm a je umérné celkovému mnozstvi pivodné
pfitomnych fenolovych sloucenin.

Material a chemikalie pro analyzy

Ke stanoveni bylo pouzZito bé&zného laboratorniho vybaveni zahrnujici
laboratorni sklo, analytické vahy, mikrofiltry, mikropipety. Spektrofotometrické
méfeni bylo provddéno na zafizeni UVmini-1240 (Shimadzu). Chemikélie
pottebné k analyze byly potizeny od firmy Sigma Aldrich (DPPH, kyselina
gallova, kyselina L-askorbova) a od firmy Penta (Folin-Ciocalteovo ¢inidlo,
uhli¢itan sodny bezvody, metanol).
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Metodika méreni

Vzorky byly uchovavany pied zpracovdnim zamrazené v tmavych
neprihlednych nédobach. Pfed vlastnim stanovenim probéhlo jejich Setrné
rozmrazeni a vzorek byl zbaven sedimentu pevnych necistot na stfikackovém
mikrofiltru.

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenoli byla pouzita metoda FCM, kdy byly
standardy 1 vzorky vin prométovany pii vilnové délce 765 nm. Pro stanoveni
celkové antioxida¢ni aktivity byla vybrana metoda DPPH, kdy byly vzorky i1
standardy prométovany pii 515 nm.

Metodika FCM probihala nasledovné: do 10 ml odmérné baiky bylo pfidano
postupné 0,1 ml vzorku vina, 0,5 ml Folin-Ciocalteova ¢inidla a 1,5 ml 20%
roztoku uhli¢itanu sodného. Nasledné byl objem v baiice doplnén po rysku
deionizovanou vodou. Poté byl vzorek znovu prefiltrovan pifes mikrofiltr,
protoze doslo k zakaleni roztoku v odmérné bance. Absorbance byla zmétena
proti slepému vzorku, ktery predstavoval stejny pomérny roztok Folin-
Ciocalteova ¢inidla, 20% roztoku Na,CQOj3; a deionizované vody.

Celkovy obsah polyfenolil byl vypocitdn pomoci kalibraéni kiivky, ktera byla
sestrojena po prométeni standardnich roztokli kyseliny gallové v koncentraénim
rozmezi 5 az 80 mg.100ml™. Vysledné se koncentrace polyfenold ve vzorku
vyjadfuje v jednotkich mg GAE.100 ml™, coZ je jednotka vyjadiujici
ekvivalentni mnoZzstvi kyseliny gallové v mg na 100 ml vzorku. Zavislost
absorbance na koncentraci standardnich roztokt kyseliny gallové je zobrazena
na obrazku 9.
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Obr. 9 Zavislost absorbance na koncentraci standardnich roztokii kyseliny gallové

Metodika DPPH spocivala nejprve v piipravé zdsobniho roztoku slouceniny
DPPH, coz byl roztok 0,024 g DPPH v 100 ml metanolu. Tento zasobni roztok
byl uloZzen pfi -18 °C a slouzil k pfipravé pracovniho roztoku, ktery
predstavoval 10 ml zasobniho roztoku ztedéného 45 ml metanolu. Tento
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pracovni roztok se spektrofotometricky proméfil proti slepému vzorku (metanol)
a tak byla ziskdna hodnota Ay potfebnd pro vypocet tbytku absorbance. Pro
méieni vzorku bylo do 10 ml odmérné banky ptipraveno 450 ul vzorku vina a
8,55 ml pracovniho roztoku DPPH. Smés se nechala v temnu po dobu piesné 60
minut a poté byla méfena absorbance A; potfebna pro vypocet hodnoty tbytku
absorbance.

Celkova antioxida¢ni aktivita byla vypoctena pomoci kalibracni kiivky
sestrojené pomoci standardnich roztokl kyseliny L-askorbové v rozmezi hodnot
4 az 20 mg.100ml™". Ubytky absorbance byly pomoci regresni rovnice
pfepoéteny na hodnotu mg AAE.100 ml™?, coz jsou jednotky vyjadiujici
antioxidacni aktivitu v ekvivalentnim mnozstvi kyseliny L-askorbové na 100 ml
vzorku. Zavislost absorbance na koncentraci standardnich roztoki kyseliny L-
askorbov¢ je zobrazena na obrazku 10.
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Obr. 10 Zavislost ubytku absorbance na koncentraci standardnich roztoku kyseliny L-
askorbové

Reprodukovatelnost metodik byla analyzovédna béhem 5 dnli pomoci Sesti
reprezentativnich vzork.

4.2. Vysledky a diskuze k fazi ||

Pokusna faze Il byla zaméfena na studium vzorkt vina modrych mostovych
odrid révy vinné Cabernet Moravia a Zweigeltrebe, kdy proménnym faktorem
béhem vyroby byla aplikace fizené MLF pomoci stejného komeréné dostupného
pfipravku. U vzorkii byla zjisténa hodnota mnozstvi organickych kyselin,
diacetylu, biogennich amind, celkové antioxida¢ni aktivity a celkového obsahu
polyfenold.

43



4.2.1. Vysledky a diskuze stanoveni organickych kyselin

Vysledky stanoveni organickych kyselin u vin z pokusné faze Il jsou zobrazeny
postupné v tabulkach 2 az 13. V téchto tabulkach je oznac¢enim "c" mysSlena
hmotnostni koncentrace dané kyseliny ve vzorku vina, oznaCenim "VK" je
myslen variacni koeficient. Zkratka "ND" ukazuje, Ze dané kyselina nebyla ve
vzorku detekovéna, tedy Ze jeji koncentrace byla pod limitem detekce metody.
V tabulkach 2 az 7 jsou zobrazeny vysledky stanoveni organickych kyselin pro
odridu Cabernet Moravia.

Tab. 2 Obsah kyseliny vinné u vina odriidy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 0,51 1,91 0,51 1,91
10.12. 0,47 0,24 0,51 0,13
13.12. 0,41 0,16 0,52 0,02
16.12. 0,34 0,87 0,51 0,09
19.12. 0,31 0,07 0,54 0,08
21.12. 0,33 0,02 0,55 0,03
23.12. 0,34 0,02 0,48 0,02
27.12. 0,30 0,05 0,50 0,02
30.12. 0,31 0,09 0,55 0,06
3.1. 0,30 0,07 0,51 0,03
7.1. 0,32 0,13 0,52 0,03

Tab. 3 Obsah kyseliny L-jablecné u vina odrudy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLN{ VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.17] VK [%]

7.12. 5,30 1,05 5,30 1,05
10.12. 521 0,37 5,30 0,08
13.12. 4,50 0,07 5,37 0,04
16.12. 2,20 0,04 5,31 0,16
19.12. 1,94 0,15 5,32 0,05
21.12. 2,02 0,06 5,25 0,05
23.12. 1,95 0,02 5,25 0,02
27.12. 1,99 0,02 5,29 0,06
30.12. 2,01 0,05 5,29 0,04
3.1. 1,98 0,02 5,38 0,01
7.1. 2,01 0,09 5,30 0,03
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Tab. 4 Obsah kyseliny L-mlécné u vina odriidy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 0,17 2,65 0,17 2,65
10.12. 0,19 2,39 0,16 0,39
13.12. 0,53 0,98 0,16 1,53
16.12. 1,40 0,23 0,18 0,34
19.12. 1,48 0,36 0,17 3,20
21.12. 1,53 0,21 0,21 0,32
23.12. 1,52 0,16 0,22 0,48
27.12. 1,48 0,12 0,18 1,48
30.12. 1,45 0,25 0,21 0,29
3.1. 1,34 0,14 0,18 1,16
7.1. 1,35 0,29 0,20 0,61

Tab. 5 Obsah kyseliny citronové u vina odridy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1] VK [%]

7.12. 0,25 1,06 0,25 1,06
10.12. 0,23 0,74 0,25 0,83
13.12. 0,12 0,49 0,24 0,30
16.12. 0,07 0,64 0,24 0,20
19.12. 0,01 0,13 0,23 0,60
21.12. ND --- 0,24 0,34
23.12. ND --- 0,23 0,21
27.12. ND --- 0,23 0,13
30.12. ND --- 0,23 0,15
3.1. ND - 0,24 0,20
7.1. ND - 0,24 0,18
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Tab. 6 Obsah kyseliny octové u vina odriidy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 1,59 2,14 1,59 2,14
10.12. 1,62 0,74 1,86 0,07
13.12. 1,61 0,79 1,79 0,10
16.12. 1,50 0,61 1,78 0,16
19.12. 1,49 0,55 1,79 0,12
21.12. 1,63 0,35 1,75 0,03
23.12. 1,70 0,24 1,86 0,12
27.12. 1,81 0,11 1,77 0,16
30.12. 1,95 0,23 1,79 0,04
3.1. 2,12 0,10 1,80 0,05
7.1. 2,25 0,10 1,76 0,10

Tab. 7 Obsah kyseliny jantarové u vina odridy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1] VK [%]

7.12. 1,09 1,20 1,09 1,20
10.12. 1,11 0,33 1,12 0,08
13.12. 1,14 0,11 1,11 0,08
16.12. 1,12 0,12 1,09 0,06
19.12. 1,09 0,07 1,09 0,13
21.12. 1,13 0,08 1,08 0,06
23.12. 1,10 0,14 1,13 0,10
27.12. 1,10 0,09 1,08 0,10
30.12. 1,11 0,12 1,09 0,13
3.1. 1,09 0,11 1,09 0,07
7.1. 1,10 0,18 1,08 0,18
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Z vysledkli stanoveni organickych kyselin je patrné, Ze vlivem MLF doslo
k rozdilnému vyvoji jejich koncentraci. Zmény v obsahu kyselin L-jablecné a L-
mlécné se daly predpokladat vzhledem k povaze technologického zakroku. Po 6
dnech po inokulaci za¢ala u zaockovaného vina klesat koncentrace kyseliny L-
jable¢né, naopak obsah kyseliny L-mlééné zacal stoupat. Trend zmény byl
ukoncen po 12 dnech po inokulaci, kdy se koncentrace kyselin vyrovnala a do
ukonceni pokusu se vyrazné¢ neménila. Zajimaveé je, Zze 6 dni po inokulaci zacala
nepatrné klesat 1 koncentrace kyseliny vinné. Jiz plivodni namétené hodnoty této
kyseliny jsou pomérné nizké, vlivem MLF klesla koncentrace kyseliny vinné u
zaoCkovaného vina na pfiblizné 60 % ptvodniho obsahu. K podobnému jevu
doslo také u kyseliny citronové, kdy u zaockovaného vina nastal také po 6 dnech
pokles koncentrace. Tento pokles pokracoval az do uplného vyc€erpani kyseliny
citronové ve ving, ktery nastal 14 dnli po inokulaci. Rozdilny vyvoj byl
pozorovan 1 u koncentrace kyseliny octové. U této kyseliny nastala zména i u
kontrolniho vzorku, kdy jiz 3 dny po zahgjeni sledovani byla zjisténa vyssi
koncentrace této kyseliny, kterd se vSak dale az do ukonceni sledovani neménila.
U zaockovaného vina byla nejprve koncentrace kyseliny octové stala, ale po 12
dnech po inokulaci byl zjistén trend riistu koncentrace, pii ukonceni pokusu to
bylo ptiblizn¢ 140 % plvodniho mnozstvi. Jedinou kyselinou, jejiZ koncentrace
se vlivem MLF neménila, byla kyselina jantarova, u té byla vyrovnana
koncentrace od zahdjeni pozorovani do jeho ukon&eni ptiblizné 1,10 g.1™".
Statistick€é zpracovani dat ukdzalo nasledujici vysledky: mezi zménou
koncentrace kyseliny L-jablecné a L-mlé¢né byla statisticky zjisténa velmi tésna
antikorelace — 0,9937. Naopak mezi zménou koncentrace kyseliny L-jable¢né a
vinné byla prokdzana vysoka korelace 0,9709. I korelace mezi zménou obsahu
kyseliny L-jablecné a kyseliny citronové byla vysoka, jeji hodnota byla
vypoCtena 0,9654. Dalsi hodnoty korelacnich koeficientl bud’ souvisi s jiz
uvedenymi hodnotami (vztah mezi kyselinami je podobny, nebot’ jsou statisticky
tésné) nebo jejich hodnoty ukazuji, ze mezi koncentracemi neexistuje linearni
zavislost.

Po provedeni parového t-testu byly zjiStény nésledujici vysledky: mezi
kontrolnimi a zaoCkovanymi vzorky existoval statisticky velmi vyznamny rozdil
(P < 0,01) u kyselin vinné, L-jablecné, L-mlééné a citronové. Statisticky
nevyznamny rozdil (P > 0,05) byl zaznamenan u kyselin octové a jantarové.

V tabulkach 8 az 13 jsou zobrazeny vysledky stanoveni organickych kyselin pro
odriidu Zweigeltrebe.
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Tab. 8 Obsah kyseliny vinné u vina odriidy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 0,76 0,06 0,76 0,06
10.12. 0,52 0,13 0,75 0,05
13.12. 0,55 0,07 0,75 0,06
16.12. 0,47 0,10 0,74 0,07
19.12. 0,40 0,04 0,77 0,05
21.12. 0,39 0,13 0,70 0,06
23.12. 0,32 0,43 0,71 0,16
27.12. 0,34 0,06 0,72 0,09
30.12. 0,37 0,08 0,75 0,08
3.1. 0,35 0,02 0,62 0,04
7.1. 0,31 0,18 0,52 0,14

Tab. 9 Obsah kyseliny L-jablecné u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1] VK [%]

7.12. 5,28 0,04 5,28 0,04
10.12. 5,01 0,06 5,24 0,03
13.12. 5,08 0,06 5,33 0,14
16.12. 4,54 0,04 5,33 0,19
19.12. 3,80 0,02 5,26 0,04
21.12. 2,59 0,08 5,43 0,05
23.12. 1,68 0,04 5,31 0,06
27.12. 1,30 0,05 5,31 0,08
30.12. 1,36 0,13 5,26 0,09
3.1. 1,27 0,06 5,18 0,06
7.1. 1,25 0,29 5,32 0,05
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Tab. 10 Obsah kyseliny L-mlécné u vina odriidy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 0,18 0,58 0,18 0,58
10.12. 0,18 0,34 0,16 1,06
13.12. 0,26 0,46 0,17 1,03
16.12. 0,37 0,49 0,22 1,81
19.12. 0,66 0,29 0,23 0,61
21.12. 1,11 0,96 0,20 0,30
23.12. 1,45 0,34 0,18 1,93
27.12. 1,43 0,96 0,17 1,60
30.12. 1,40 0,10 0,20 2,81
3.1. 1,38 0,28 0,16 2,33
7.1. 1,37 0,31 0,16 1,06

Tab. 11 Obsah kyseliny citronové u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1] VK [%]

7.12. 0,26 0,09 0,26 0,09
10.12. 0,24 0,43 0,26 0,37
13.12. 0,25 0,07 0,26 0,82
16.12. 0,24 0,53 0,23 0,97
19.12. 0,23 0,52 0,23 0,94
21.12. 0,11 2,05 0,25 0,24
23.12. 0,07 0,96 0,23 1,23
27.12. 0,06 0,62 0,24 0,11
30.12. ND --- 0,23 0,36
3.1. ND - 0,23 0,74
7.1. ND - 0,24 0,31
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Tab. 12 Obsah kyseliny octové u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru ¢ [g.17] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 1,87 0,09 1,87 0,09
10.12. 1,78 0,16 1,84 0,03
13.12. 1,84 0,04 1,87 0,08
16.12. 1,76 0,09 1,85 0,06
19.12. 1,73 0,09 1,79 0,16
21.12. 1,68 0,23 1,71 0,00
23.12. 1,66 0,20 1,84 0,16
27.12. 1,63 0,11 1,85 0,12
30.12. 1,90 0,11 1,81 0,02
3.1. 2,40 0,02 1,78 0,11
7.1. 2,52 0,15 1,84 0,21

Tab. 13 Obsah kyseliny jantarové u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbdru ¢ [g.1"] VK [%] c[g.1"] VK [%]

7.12. 1,07 0,17 1,07 0,17
10.12. 1,03 0,15 0,98 0,15
13.12. 1,08 0,12 0,99 0,23
16.12. 1,04 0,08 0,99 0,13
19.12. 1,05 0,09 0,97 0,06
21.12. 1,04 0,18 1,02 0,03
23.12. 1,02 0,96 0,98 0,07
27.12. 1,01 0,08 0,98 0,14
30.12. 0,99 0,14 0,96 0,13
3.1. 1,01 0,18 0,95 0,25
7.1. 0,99 0,16 0,98 0,13

50



Z namétenych vysledkt je patrné, Ze zmé&na obsahu organickych kyselin u vina
odriady Zweigeltrebe méa podobny trend jako vino odridy Cabernet Moravia. K
poklesu koncentrace kyseliny L-jable¢né a zaroven k ristu koncentrace kyseliny
L-mlé¢né dosSlo 9 dni po inokulaci. Trend zmény koncentrace byl ukoncen 20
dni po inokulaci, kdy doSlo k vyrovnani obsahu kyselin a jejich obsah se do
ukonceni sledovani neménil. U kyseliny vinné doSlo ke snizeni koncentrace u
zaoCkovaného vina jiz 3 dny po inokulaci, pokles koncentrace oproti
kontrolnimu vzorku pokracoval az do ukonceni sledovani. Kone¢na koncentrace
kyseliny vinné u zaoCkované¢ho vina ptedstavovala piiblizné 40 % ptivodniho
mnozstvi. Koncentrace kyseliny citronové u zaockovaného vina klesala oproti
obsahu této kyseliny u kontrolniho vzorku. Trend poklesu zapocal 14 dni po
inokulaci, 23 dni po inokulaci klesla koncentrace této kyseliny pod limit detekce
metody. Obsah kyseliny octové byl u obou tad vzorkli vyrovnany az do 20 dni
po inokulaci, poté u zaockovan¢ho vina doslo k narGstu koncentrace az do
maxima, které bylo zméfeno pii ukonceni sledovani 31 dni po inokulaci. Obsah
kyseliny jantarové se vlivem MLF neménila.

Statistické zpracovani dat ukazalo nasledujici vysledky: zmény koncentrace
kyseliny L-jable¢né a L-mlé¢éné byly v tésné antikorelaci, hodnota Pearsonova
koeficientu byla — 0,9926. Trend zmén obsahu kyselin L-jable¢né a vinné mezi
sebou koreloval, hodnota koeficientu byla vypocitana 0,8537. Zmény
v koncentracich kyseliny L-jable¢né a citronové byly tésné, hodnota koeficientu
byla vypocitana 0,9744. Ostatni vypoctené hodnoty poukazovaly spiSe na
linearni nezavislost.

Po provedeni paroveho t-testu byly zjiStény nasledujici vysledky: mezi
kontrolnimi a zaoCkovanymi vzorky existoval statisticky velmi vyznamny rozdil
(P < 0,01) u kyselin vinn¢, L-jablecneé, L-mlé¢né a citronové. Statisticky
nevyznamny rozdil (P > 0,05) byl zaznamenan u kyselin octové a jantarove.

Pfi vz4jemném porovnani dat parovym t-testem namétenych u zaoCkovanych
vin odriid Cabernet Moravia a Zweigeltrebe nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily (P > 0,05) mezi obsahem vSech sledovanych kyselin kromé
kyseliny jantarové, u které byl shledan statisticky velmi vyznamny rozdil (P <
0,01). Provedeni vypoctia Pearsonova korela¢niho koeficientu dalo tyto hodnoty:
kyselina vinna 0,9042, L-jable¢na 0,7909, L-mlécna 0,7788, citronova 0,7330,
octova 0,8339, jantarova 0,3202.

U stanovenych vzorkl je zajimavy nizky obsah kyseliny vinné. To mize byt
zpusobeno Spatnym ro¢nikem, ptipadn€é nevyhovujicimi klimatickymi
podminkami nebo nedostate¢nou technologickou zralosti hroznl. Nizkeé
koncentrace kyseliny vinné mohou ukazovat 1 na odkyselovani vina, ptipadné na
vysrazeni kyseliny vinné s draselnymi ionty v podobé hydrogenvinanu
draselného, ktery se mlze tvofit uz v hroznech, zrajicich na ptidach bohatych na
draslik [2,3]. VSechny tyto faktory mohou vést k fyziologicky vy$§imu obsahu
kyseliny L-jable¢né v hroznech a tim nasledn¢ i v mostech a ve vinech.
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Odbourani kyseliny citronové je jev doprovazejici MLF u obou odrid vina.
Z hlediska tvorby dikarbonylovych slouCenin je tento jev povazovany za
negativni.

4.2.2. Vysledky a diskuze stanoveni diacetylu

Vysledky stanoveni diacetylu u vin z pokusné faze Il jsou zobrazeny v tabulkach
14 (Cabernet Moravia) a 15 (Zweigeltrebe).

Tab. 14 Obsah diacetylu u vina odridy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO ~ KONTROLNI VINO

Datumodbéru c[mg.l']  VK[%] c[mgl'] VK [%]

7.12. 0,143 2,03 0,143 2,03
10.12. 0,148 3,45 0,135 3,41
13.12. 0,192 4,79 0,163 3,74
16.12. 0,193 4,40 0,177 4,29
19.12. 0,200 4,65 0,174 4,77
21.12. 0,213 4,93 0,204 0,54
23.12. 0,217 4,61 0,201 0,60
27.12. 0,210 1,91 0,219 4,70
30.12. 0,223 4,57 0,240 0,50
3.1. 0,232 4,66 0,228 3,73
7.1. 0,227 1,15 0,246 2,93

Tab. 15 Obsah diacetylu u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO ~ KONTROLNI VINO
Datumodbéru ¢ [mg.l']  VK[%] c[mgl'] VK [%]

7.12. 0,258 0,97 0,258 0,97
10.12. 0,418 4,02 0,562 2,30
13.12. 0,572 3,25 0,596 3,69
16.12. 0,616 1,07 0,614 0,44
19.12. 0,638 1,41 0,637 2,64
21.12. 0,596 1,73 0,605 4,28
23.12. 0,554 3,77 0,630 3,49
27.12. 0,646 3,20 0,716 0,71
30.12. 0,630 3,98 0,701 3,94
3.1. 0,590 1,34 0,745 0,54
7.1. 0,662 4,52 0,862 1,37
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U obou tad vzorkl je patrny vzestup koncentrace diacetylu, zaroven vysledky
ukazuji na rozdilnou plvodni koncentraci diacetylu u riznych odrid vina.
Nicméné u odridy Cabernet Moravia doslo k vzestupu koncentrace na pfiblizné
160 % pivodniho mnoZstvi, zatimco u vin odridy Zweigeltrebe doslo
Kk vzestupu na ptiblizné 260 % ptvodniho mnozZstvi.

Ziskané vysledky byly podrobeny statistické analyze, ktera dala nasledujici
zavéry: koncentrace diacetylu u vina odridy Cabernet Moravia mezi
zaoCkovanym 1 kontrolnim vzorkem korelovala, hodnota korela¢niho
koeficientu byla zjisténa 0,9150 a zaroven po provedeni parového t-testu bylo
zjisténo, ze rozdily mezi vysledky nejsou statisticky vyznamné (P > 0,05).
Podobnych vysledkii bylo dosazeno po provedeni statistické analyzy u vina
odrady Zweigeltrebe (hodnota korela¢niho koeficientu byla 0,8838). Naopak po
provedeni parového t-testu mezi zaoCkovanymi vzorky bylo zjisténo, ze rozdily
mezi odridami jsou statisticky velmi vyznamné (P <0,01).

Statistickd analyza ukazuje, Z¢ se MLF pravdépodobné nepodili na tvorbé
diacetylu, ale ukazuje na fakt, Ze mnozstvi diacetylu ve vzorku mize byt
ovlivnéno odridou, kdy jeho koncentrace u odridy Zweigeltrebe byly zméfeny
vysSi a také doslo k vétSimu naridstu koncentrace této latky.

U vina Cabernet Moravia je znat za celou dobu pozorovani nariist mnozstvi
diacetylu, jak u zaockovanych, tak kontrolnich vzorkd. Na druhou stranu,
kone¢na koncentrace se od po&atedni 1idi pouze o 0,1 mg.l™", coZ je pod mezi
rozpoznatelnosti této slouceniny. Zajimavy je také pokles koncentrace diacetylu
u vzorkll z konce pozorovani u zaockovaného vina, kdezto u kontrolni fady byl
zaznamenan staly mirny nartst koncentrace. MoZznym vysvétlenim tohoto jevu
je metabolizmus kyseliny citronové, kdy je diacetyl pfeménovan na dalsi
produkty metabolizmu této organické kyseliny (zejména acetoin a 2,3-
butandiol).

Vzestupny trend obsahu diacetylu byl zjistén také u vina odridy Zweigeltrebe.
Zde je patrny nejvyraznéjsi narast mnozstvi diacetylu u zaockované i kontrolni
fady do 12. dne po inokulaci. U kontrolni fady dale nariista obsah diacetylu do
20. dne po inokulaci. Poté se koncentrace ménila jen minimalné¢, na rozdil od
vina odriidy Cabernet Moravia neni zaznamendn pokles jejiho mnozstvi.

Vyssi koncentrace diacetylu u kontrolnich vzorkli by bylo mozno vysvétlit
spontannim MLF, 1 kdyz tuto hypotézu nepotvrdila mé&teni organickych kyselin
[107].

4.2.3. Vysledky a diskuze stanoveni biogennich aminii

Pomoci analyzdtoru aminokyselin AAA 400 byly vzorky provéfeny na
pfitomnost histaminu, fenyletylaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu,
agmatinu, spermidinu a sperminu. U vzorkd vin odridy Cabernet Moravia byla
potvrzena pfitomnost histaminu, fenyletylaminu, putrescinu a spermidinu, u
vzorki vin odriidy Zweigeltrebe byla potvrzena pfitomnost 3 biogennich amint,
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fenyletylaminu, putrescinu a spermidinu. Vysledky stanoveni biogennich amin
Jsou zobrazeny v tabulkach 16 az 22.
Tab. 16 Obsah histaminu u vina odridy Cabernet Moravia

ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO
c[mgl'] VK[%] c[mgl']  VKI[%]

Datum odbéru

7.12. 0,310 4,15 0,310 4,15
10.12. 0,308 3,92 0,347 3,48
13.12. 0,335 3,66 0,325 2,17
16.12. 0,280 1,66 0,345 3,84
19.12. 0,250 3,96 0,297 4,27
21.12. 0,230 4,30 0,298 4,03
23.12. 0,225 4,59 0,284 4,79
27.12. 0,219 2,35 0,240 5,21
30.12. 0,229 5,31 0,208 5,81
3.1. 0,200 3,19 0,170 6,90
7.1. 0,140 4,56 0,170 6,62

Tab. 17 Obsah fenyletylaminu u vina odridy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

c[mg.l’] VK[%] c[mgl']  VK[%]

Datum odbéru

7.12. 0,162 4,78 0,162 4,78
10.12. 0,180 6,26 0,349 4,00
13.12. 0,140 7,94 0,361 3,66
16.12. 0,130 1,62 0,432 3,03
19.12. 0,135 7,92 0,456 3,04
21.12. 0,168 3,25 0,451 3,02
23.12. 0,145 7,02 0,455 3,23
27.12. 0,153 6,66 0,421 3,61
30.12. 0,244 1,29 0,407 2,98
3.1. 0,258 4,54 0,356 4,02
7.1. 0,339 3,73 0,309 3,93
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Tab. 18 Obsah putrescinu u vina odriidy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru
c[mgl'] VK[%] c[mgl']  VKI[%]

7.12. 0,483 0,62 0,483 0,62
10.12. 0,608 4,03 0,575 2,26
13.12. 0,589 1,87 0,633 2,71
16.12. 0,643 2,22 0,836 2,44
19.12. 0,767 5,97 0,882 5,20
21.12. 0,789 1,69 0,841 2,12
23.12. 0,853 1,68 0,803 2,24
27.12. 0,974 1,82 0,754 1,98
30.12. 1,020 3,15 0,768 4,68
3.1. 1,497 5,86 0,815 2,40
7.1. 1,995 1,59 0,753 6,03

Tab. 19 Obsah spermidinu u vina odriidy Cabernet Moravia
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru
c[mg.l’] VK[%] c[mgl']  VK[%]

7.12. 0,562 2,76 0,562 2,76
10.12. 0,559 6,31 0,584 1,82
13.12. 0,520 0,61 0,632 2,76
16.12. 0,549 4,77 0,597 5,92
19.12. 0,562 1,01 0,479 571
21.12. 0,545 4,99 0,271 6,23
23.12. 0,519 2,51 ND ---
27.12. 0,535 6,14 ND ---
30.12. 0,615 4,36 ND ---
3.1. 0,652 5,54 ND o
7.1. 0,621 4,18 ND ~--
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Tab. 20 Obsah fenyletylaminu u vina odriidy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO ~ KONTROLNI VINO

Datum odbéru
c[mgl'] VK[%] c[mgl']  VKI[%]

7.12. 1,040 1,24 1,040 1,24
10.12. 1,029 5,00 1,038 4,93
13.12. 1,086 3,82 0,859 5,93
16.12. 0,983 5,22 0,870 6,06
19.12. 0,962 5,76 0,899 5,20
21.12. 0,890 6,35 0,810 6,32
23.12. 0,800 1,29 0,835 6,10
27.12. 0,813 5,62 0,824 6,16
30.12. 0,797 6,40 0,700 5,81
3.1. 0,800 4,68 0,695 3,01
7.1. 0,797 4,94 0,692 4,47

Tab. 21 Obsah putrescinu u vina odridy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO

Datum odbéru
c[mg.l’] VK[%] c[mgl']  VK[%]

7.12. 1,188 4,31 1,188 4,31
10.12. 1,495 3,46 1,080 4,75
13.12. 1,453 5,27 1,221 3,36
16.12. 1,347 3,32 1,107 4,70
19.12. 1,625 1,19 1,168 4,46
21.12. 1,700 1,20 1,088 3,79
23.12. 1,869 2,27 1,159 4,40
27.12. 2,546 0,87 1,167 1,03
30.12. 3,166 3,88 1,147 4,59
3.1. 4,518 2,69 1,181 1,85
7.1. 5,061 3,46 1,177 2,85
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Tab. 22 Obsah spermidinu u vina odridy Zweigeltrebe

ZAOCKOVANE VINO  KONTROLNI VINO
c[mgl’] VK[%] c[mgl']  VK][%]

Datum odbéru

7.12. 1,110 4,59 1,110 4,59
10.12. 1,199 4,28 1,158 4,45
13.12. 1,020 5,04 1,244 2,52
16.12. 1,047 1,13 1,182 1,78
19.12. 0,977 3,16 1,149 3,60
21.12. 0,961 5,26 1,090 4,64
23.12. 0,986 1,15 1,094 2,83
27.12. 0,946 2,22 1,105 4,66
30.12. 1,031 3,01 1,091 5,62
3.1. 0,964 2,19 1,124 4,51
7.1. 0,899 5,63 1,120 1,85

Vysledy stanoveni biogennich aminii ukazuji velmi nizkou koncentraci téchto
latek, které tak nejsou Zivotu nebezpecné. Piesto je zde zaznamenan jisty trend
Vv jejich produkei, 1 rozdily mezi odriidami vina.

U vzorki vina odridy Cabernet Moravia byla analyzovdna pfitomnost
histaminu, fenylalaninu, putrescinu a spermidinu. U histaminu nastal po
zaoCkovani trend poklesu koncentrace, a to jak u zaockovaného, tak kontrolniho
vzorku. Kone¢nd koncentrace se pohybovala na Grovni 45 — 55 % puvodniho
mnozstvi. Statistickd analyza prokazala, ze mezi zaockovanym a kontrolnim
vinem nebyl statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). U fenyetylaminu byl
pozorovan zajimavy trend zmén. U zaoCkovaného vina byla koncentrace nejprve
vyrovnand, aby 23 dni po zaockovani zacala koncentrace nartistat. U kontrolniho
vzorku byl pozorovan narist koncentrace hned na pocatku sledovani, kdy
maxima koncentrace bylo dosazeno 12. az 17. den od pocatku sledovani.
Nasledné¢ doSlo k poklesu koncentrace. U obou fad byla koncentrace
fenyletylaminu na konci pozorovani ptiblizné 190 — 210 % plivodniho mnoZstvi.
Statisticka analyza prokazala, ze mezi studovanymi vzorky existuje statisticky
velmi vyznamny rozdil (P <0,01). Velmi zajimavé vysledky byly pozorovany u
putrescinu. I kdyz je kone¢na koncentrace u zaockovaného a kontrolniho vzorku
velmi rozdilnd, u zaoCkovaného ¢ini cca 410 % plvodni koncentrace, u
kontrolniho asi 150 % plvodni koncentrace, nebyl mezi sledovanymi fadami
zjiStén statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). Divodem bude nejspis to, Ze
koncentrace putrescinu v obou fadach byla vyrovnana témét po celou dobu
sledovéni, po 17. dni po inokulaci nastal rozdilny vyvoj ve zméné koncentrace.
U spermidinu nastal také zajimavy trend. U zaockovaného vina byl trend ve
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vyvoji koncentrace staly, koncentrace se vyrazné nemeénila, po ukonceni pokusu
byla naméfena hodnota cca 110 % pivodni koncentrace spermidinu. U
kontrolniho vzorku byla koncentrace nejprve vyrovnana, 12 dni po inokulaci byl
zaznamenan pokles obsahu a 17 dni po inokulaci klesla koncentrace spermidinu
pod mez detekce metody. U tohoto vzorku byl vypoéten statisticky velmi
vyznamny rozdil v koncentraci spermidinu (P <0,01).

U wvzorki vina odriddy Zweigeltrebe byla analyzovdna ptitomnost
fenyletylaminu, putrescinu a spermidinu. Zatimco u fenyletylaminu nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05) mezi vzorky zao¢kovaného a kontrolniho
vina, u putrescinu a spermidinu byl nalezen mezi zaoCkovanym a kontrolnim
vinem statisticky velmi vyznamny rozdil (P < 0,01). Co se tyka trendd, tak
obsah fenyletylaminu klesal u zaockovaného 1 kontrolniho vina na ptiblizné 65-
75 % ptvodni koncentrace. Trend zmény obsahu spermidinu u kontrolniho
vzorku nebyl patrny, u zaockovaného vzorku se snizoval na piiblizné¢ 80 %
plvodni koncentrace. Nejzajimavési trend byl zaznamenan u obsahu putrescinu,
kdy u kontrolni fady nebyla zaznamenana vyraznd zména konecné koncentrace
od piivodni (pres vykyvy v pribé¢hu méteni), kdezto u zaockovaného vina doslo
Kk nardstu koncentrace putrescinu na cca 425 % puvodni koncentrace.

Celkové lze shrnout, ze MLF méla u vzorkl vina odridy Zweigeltrebe negativni
vliv na produkci spermidinu, ale velmi pozitivni vliv na produkci putrescinu.
Lze predpokladat, Zze pokud by bylo ve viné vice prekurzorii pro vznik
biogennich aminli, byla by u zaockovan¢ho vina vyrazné zvySena hladina
pfedevSim putrescinu.

Po porovnani zaockovanych vzorkll vina v zavislosti na odridé byly zjistény
také zajimavé rozdily. NejenZe u vina odriidy Cabernet Moravia byl stanoven
histamin, jehoZ ptfitomnost u vina odridy Zweigeltrebe nebyla zjiSténa, ale 1
obsahy ostatnich nalezenych biogennich amini mély odliSné trendy
koncentracnich zmén. U fenyletylaminu je rozdil nejen v absolutni koncentraci,
ale také v trendu: zatimco u vina odridy Cabernet Moravia dochazi k narGstu
koncentrace po zaoCkovani, u vina odridy Zweigeltrebe dochazi k poklesu
koncentrace. Statistickou analyzou byl zjistén velmi vyznamny rozdil mezi
obéma vzorky (P < 0,01). U putrescinu se liSila jak ptvodni tak konecna
koncentrace, a 1 kdyz byl mezi obéma fadami shledan velmi vyznamny
statisticky rozdil (P < 0,01), zaroven byla zji$téna statistickd tésnost vyjadiena
hodnotou Pearsonova variacniho koeficientu 0,9722. U spermidinu se také lisilo
absolutni mnoZzstvi této latky na pocatku a na konci sledovaného obdobi,
zaroven bylo prokdzano, Ze mezi fadami existuje statisticky velmi vyznamny
rozdil (P < 0,01). Dulezity rozdil je také v tom, Ze u odridy Cabernet Moravia
byla koncentrace spermidinu po zaockovani vyrovnana, kdezto u kontroly doslo
k poklesu koncentrace az pod limit detekce metody, u odrudy Zweigeltrebe byl
trend opacny, kdy u zaockovaného vina doslo k poklesu koncentrace, kdezto u
kontrolniho vzorku byla koncentrace vyrovnana.
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Na zavér lze shrnout, Ze 1 kdyz je vliv MLF na koncentraci biogennich aminti
vyznamny (napf. putrescin), projevuji se zde i odridové vlastnosti jednotlivych
vin, které mohou specificky ovliviiovat trend vyvoje koncentrace biogennich
aminl v zavislosti na ¢ase (napt. spermidin). Pfitomné biogenni aminy zaroven
odpovidaji zjisténi jinych autort [108-111].

4.2.4. Vysledky a diskuze stanoveni antioxidantu

Vysledky stanoveni celkové antioxidacni aktivity a celkového obsahu
polyfenolt jsou shrnuty v tabulkach 23 az 26.

Celkovy obsah polyfenolti byl stanoven pomoci metody FCM, tedy za pouziti
Folin-Ciocalteova ¢inidla metodikou popsanou v predchozi kapitole. V tabulce
23 jsou zobrazeny vysledky métfeni celkového obsahu polyfenolt pro vino
odridy Cabernet Moravia, v tabulce 24 vysledky pro odridu Zweigeltrebe.

U vzorkli vina odridy Cabernet Moravia byla naméfena pocatecni hodnota
celkového obsahu polyfenoli piiblizng 25 mg GAE.100 ml™, coZ je velmi nizké
hodnota, presto se v literatufe daji nalézt odkazy na takto nizké koncentrace u
¢erveného vina [112-114]. U zao¢kovaného vina poté doslo k nardstu celkového
obsahu polyfenolil, kone¢na hodnota byla ptiblizné 115 % plvodniho obsahu. U
kontrolniho vina tento nartist zaznamenan nebyl. Po statistické analyze lze fici,

7e mezi zaoCkovanym a kontrolnim vinem existuje statisticky velmi vyznamny
rozdil (P <0,01).

Tab. 23 Celkovy obsah polyfenolit u vina odriidy Cabernet Moravia

ZAOCKOVANE VINO KONTROLNI VINO

Datum odbéru

GAE [mg.100ml"] VK [%] GAE [mg.100mI™"] VK [%]
7.12. 24,76 2,38 24,76 2,38
10.12. 27,46 2,17 24,00 5,11
13.12. 29,80 1,83 23,98 2,49
16.12. 29,44 2,25 24,04 5,66
19.12. 29,70 1,38 24,16 2,51
21.12. 28,80 2,17 24,34 3,89
23.12. 27,96 1,66 24,32 1,08
27.12. 28,08 2,14 24,32 1,35
30.12. 28,68 4,36 24,40 3,49
3.1. 28,96 2,58 24,54 1,08
7.1, 28,44 4,69 24,56 4,95
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Tab. 24 Celkovy obsah polyfenolit u vina odridy Zweigeltrebe

ZAOCKOVANE VINO KONTROLNI VINO

Datum odbéru

GAE [mg.100ml"] VK [%] GAE [mg.100mI"] VK [%]
7.12. 26,28 4,91 26,28 4,91
10.12. 28,02 2,58 25,92 4,35
13.12. 30,56 1,35 26,94 3,71
16.12. 31,84 3,27 26,68 5,49
19.12. 31,34 3,46 27,38 6,00
21.12. 31,52 4,33 27,64 1,74
23.12. 31,48 3,00 27,20 3,07
27.12. 32,36 3,68 28,34 3,46
30.12. 32,76 3,64 28,36 1,53
3.1. 34,28 3,75 28,50 3,96
7.1, 34,14 2,87 28,40 1,13

U vzorkt vina odridy Zweigeltrebe byla namétena piivodni hodnota celkového
obsahu polyfenolti piiblizné 26 mg GAE.100 ml™, coZ je opét velmi nizka
hodnota. Po zaockovani doSlo k narGstu celkového obsahu polyfenold, u
zaoCkovaného vina byla hodnota na konci pokusu pfiblizn€¢ 130 % plvodniho
mnozstvi. U kontrolniho vzorku doSlo také ke zméné€, koneny obsah tvofil
piiblizn¢ 110 % plvodniho mnoZstvi. Po provedeni statistick¢ho vypoctu bylo
zjisténo, Ze mezi zaoCkovanym a kontrolnim vzorkem existuje statisticky velmi
vyznamny rozdil (P <0,01).

Po porovnani zaoCkovanych vzorkil rtiznych odriid mezi sebou bylo zjisténo, ze
mezi vzorky existuje statisticky velmi vyznamny rozdil (P < 0,01) a zaroven
hodnota korela¢niho koeficientu neukazuje na piiliSnou tésnost vzorkil, byla
zjiSténa hodnota 0,6799. To je zplsobeno pravdépodobné rozdilnym trendem
vyvoje po 9 dnech po inokulaci.

Na zavér lze shrnout, ze hodnota celkového obsahu polyfenolt méfena metodou
FCM u sledovanych odrad je ovliviiovdna jednak MLF, ale 1 mezi odridami
existuji statisticky velmi vyznamné rozdily.

Celkova antioxidacni aktivita byla méfena pomoci metody DPPH. Vysledky
stanoveni celkové antioxidacni aktivity jsou zobrazeny v tabulkach 25 a 26. U
vzorkil vina odridy Cabernet Moravia byla namétena pocate¢ni hodnota celkove
antioxida&ni aktivity p¥iblizné 20 mg AAE.100 ml™, coZ je hodnota srovnatelna
s hodnotami nalezenymi v literatuie [112-115]. U obou sledovanych fad doslo
béhem pokusu k narlstu celkové antioxidaéni aktivity, konecnd hodnota byla
piiblizn¢ 110 % plvodniho obsahu. Po statistické analyze lze fici, ze mezi

zaockovanym a kontrolnim vinem neexistuje statisticky vyznamny rozdil (P >
0,05).
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U vzorkli vina odridy Zweigeltrebe byla namétfena plivodni hodnota celkové
antioxida¢ni aktivity piiblizné 23 mg AAE.100 ml™. Po zaotkovani se hodnota
celkové antioxidacni aktivity prakticky neménila, az do ukonceni sledovani. Po
statistické analyze lze fici, Ze mezi zaoCkovanym a kontrolnim vinem neexistuje
statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05).

Tab. 25 Celkova antioxidacni aktivita u vina odriidy Cabernet Moravia

ZAOCKOVANE VINO KONTROLNI VINO

Datum odbéru

AAE [mg.100ml™"] VK [%] AAE [mg.100mI™"] VK [%]
7.12. 19,81 4,23 19,81 4,23
10.12. 20,29 4,59 20,71 3,91
13.12. 20,31 4,93 20,81 3,07
16.12. 20,64 4,00 20,85 3,79
19.12. 20,71 4,93 21,00 1,58
21.12. 20,86 4,75 20,91 4,86
23.12. 21,02 4,09 21,13 4,08
27.12. 21,23 4,10 21,20 4,91
30.12. 21,38 4,83 21,56 3,43
3.1. 21,39 4,06 21,96 3,22
7.1, 21,77 4,10 22,12 1,56

Tab. 26 Celkova antioxidacni aktivita u vina odrudy Zweigeltrebe
ZAOCKOVANE VINO KONTROLNI VINO

AAE [mg.100ml™"] VK [%] AAE [mg.100ml™"] VK [%]

Datum odbéru

7.12. 22,62 3,96 22,62 3,96
10.12. 22,19 3,55 22,41 3,06
13.12. 22,09 3,46 22,33 4,89
16.12. 22,04 3,10 22,31 2,09
19.12. 22,11 4,41 22,35 3,68
21.12. 22,34 2,18 22,43 4,52
23.12. 22,65 1,94 22,48 1,76
27.12. 22,82 4,33 22,47 4,66
30.12. 22,80 1,74 22,45 4,24
3.1. 22,74 3,60 22,44 2,97
7.1. 22,53 3,61 22,39 3,46
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Na zavér této kapitoly budou kratce shrnuty dosazené vysledky z pokusné faze
I.

Stanoveni organickych kyselin prokdzalo Ucelné uziti BMK pro fizenou MLF.
Mezi zaoCkovanymi i kontrolnimi vzorky u obou odrad doslo k statisticky velmi
vyznamné zméné u koncentraci kyselin vinné, L-jable¢né, L-mlécné a citronové,
naopak u kyselin octové a jantarové nedoslo k statisticky vyznamnym zménam.
Statistické porovnani dat ziskanych ze zaockovanych fad obou odriid ukdzalo
vysS§i tésnost zmén vSech sledovanych kyselin, kromé& kyseliny jantarové. Lze
tedy fici, Ze rozdily v obsahu kyselin jsou ovlivnény spiSe rozdilnou technologii
(MLF), nikoli odriidou.

Stanovenim diacetylu bylo zjiSténo, ze neexistuji statisticky vyznamné rozdily
mezi zaockovanymi a kontrolnimi vzorky, naopak existuje statisticky velmi
vyznamny rozdil mezi zaockovanymi fadami obou sledovanych odrad. Lze tedy
fici, Zze rozdily v obsahu diacetylu jsou ovlivnény spiSe rozdilnou odridou,
nikoli technologii. Statistické porovnani vysledki stanoveni organickych kyselin
a diacetylu ukézalo, Ze mezi koncentraci kyseliny citronové a diacetylu existuje
korelace vyjadifena hodnotou korela¢niho koeficientu 0,8652 pro vino odridy
Cabernet Moravia a 0,8366 pro vino odrady Zweigeltrebe.

Stanoveni biogennich aminti ukazalo piitomnost fenyletylaminu, putrescinu a
spermidinu u obou odriid, u odriidy Cabernet Moravia jesté navic histaminu. U
vina odriidy Cabernet Moravia se prokdzal statisticky velmi vyznamny rozdil
mezi zaockovanymi a kontrolnimi vzorky u fenyletylaminu a spermidinu,
naopak u histaminu a putrescinu nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. U
vina odridy Zweigeltrebe byl zjistén statisticky velmi vyznamny rozdil u
putrescinu a spermidinu, u fenyletylaminu zjiSt€én nebyl. Porovnani
zaockovanych vzorkl obou odrid byl zjistén statisticky velmi vyznamny rozdil
u fenyletylaminu, putrescinu 1 spermidinu, zaroveil u putrescinu byla zjiSténa
statisticka tésnost vyjadiena hodnotou korelacniho koeficientu 0,9722. Lze tedy
shrnout, ze obsah biogennich amini ve vzorcich vina byl ovlivnén jak
technologii, tak odriidou.

Analyza celkového obsahu polyfenoll a celkové antioxidacni aktivity ukazala,
ze se sice vlivem MLF statisticky vyznamné li§i vzorky zaockované a kontrolni
Z hlediska celkového obsahu polyfenoltli, ale z hlediska celkové antioxidacni
aktivity jsou rozdily mezi riznymi fadami statisticky nevyznamné.

4.3. Vysledky a diskuze k fazi 11

Pokusna faze Il byla zaméfena na studium vzorkd vina modré mostové odrady
révy vinné Frankovka, kdy proménnym faktorem béhem vyroby byla aplikace
riznych komerénich piipravkdl pro fizenou MLF. U vzorki byla zjiSténa
hodnota dikarbonylovych sloucenin, biogennich aminti, celkové antioxidacni
aktivity a celkového obsahu polyfenoli.
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4.3.1. Vysledky a diskuze stanoveni dikarbonylovych sloucenin

Metodou HPLC-UV s derivatizaci vzorku pomoci 2,3-diaminobenzenu byla ve
vzorcich vina stanovena pfitomnost glyoxalu, metylglyoxalu, diacetylu a
pentandionu. Vysledky jsou zobrazeny v tabulkach 27 a 30. V tabulkach je doba
odbéru vztazena k inokulaci, kdy den inokulace je den 0, jako ,,vino 1° je
oznaceno vino zaoCkované piipravkem Lalvin 31, jako ,,vino 2* je oznaceno
vino zaockované pfipravkem Biostart Vitale SKI11. ,,VK* zna¢i variacni
koeficient, ,,c* vyznacuje hmotnostni koncentraci dané latky.

Tab. 27 Obsah glyoxalu ve vzorcich vina z pokusné faze |11

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
¢ [ug.l”] VK [%] c [ug.l”] VK [%]
-1 118,90 0,59 118,90 0,59
0 118,42 2,05 119,24 2,17
1 118,77 2,78 124,57 1,89
2 121,03 2,05 165,09 1,41
3 123,04 0,82 201,80 3,11
4 164,18 3,68 209,37 1,67
6 19555 1,06 204,63 0,85
7 202,41 1,82 171,42 2,67
14 198,90 1,09 146,56 0,49
24 198,13 1,50 142,23 3,33
31 197,89 0,33 136,11 0,44
63 196,29 1,97 125,80 2,66
69 193,77 1,03 114,44 2,39
84 176,43 2,27 110,65 3,23
92 150,29 0,43 100,18 1,15

Vyvoj koncentrace glyoxalu je zobrazen v tabulce 27. U vina 1 se nejprve
koncentrace vyznamné neménila. K vyraznému vzristu koncentrace glyoxalu
doslo po 4 dni po inokulaci (DPI). Po 7 DPI byla naméfena maximalni hodnota,
cca 170 % pivodniho mnozstvi. Béhem nasledujicich odbérli byla koncentrace
stabilni, po 69 DPI doslo k vyznamnému poklesu koncentrace. Po 92 DPI byla
koncentrace na urovni cca 125 % plvodniho mnozstvi. U vina 2 nastal jiz 1 DPI
nartst obsahu glyoxalu. Maximalni koncentrace byla naméfena 3 DPI, cca 175
% plvodniho mnozZstvi. Poté nastal rychly pokles koncentrace, 7 DPI byla
koncentrace cca 120 % plvodniho mnoZstvi. V nasledujicich odbérech
pravideln¢ klesala koncentrace az do minima namétené¢ho 92 DPI, pftiblizné
80% plivodniho mnozstvi. Po provedeni statistické analyzy bylo zji$téno, Ze
mezi viny neni statisticky vyznamny rozdil v koncentraci glyoxalu (P > 0,05).
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Tab. 28 Obsah metylglyoxalu ve vzorcich vina z pokusné faze 1|

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
clpgl™]  VK[%]  clpgl’]  VKI[%]
-1 26,02 2,55 26,02 2,55
0 26,33 2,48 26,36 0,65
1 23,82 3,31 26,77 0,19
2 20,01 0,06 34,77 0,90
3 18,73 1,05 36,20 0,39
4 17,48 2,60 37,87 0,99
6 16,21 1,75 37,40 0,51
7 15,69 1,51 37,26 0,19
14 14,80 0,80 36,85 1,07
24 14,99 1,89 35,34 1,34
31 14,72 0,35 33,00 0,29
63 12,16 1,64 32,34 1,32
69 9,81 1,94 30,90 0,63
84 6,09 3,08 30,66 0,09
92 1,02 3,00 30,19 0,26

Vyvoj koncentrace metylglyoxalu ve vzorcich je zobrazen v tabulce 28. U vina
1 nastal po inokulaci pokles koncentrace, 14 DPI bylo naméfeno asi 60 %
plvodniho mnoZstvi. Poté se koncentrace vyznamné neménila, 63 DPI byla asi
50 % pivodniho mnoZstvi. Nasledoval vyrazny pokles koncentrace az do
minima (cca 5 % pivodniho mnozZstvi) zjisténého 92 DPI. U vina 2 byl prab&h
odlisny. Po zaoCkovani doslo ke zvySeni koncentrace, maximalni hodnota byla
namétena 3 DPI, pfedstavovala ptiblizné 150 % plvodniho mnozstvi. Nasledné
se koncentrace snizovala, 92 DPI dosédhla cca 115 % plvodniho mnozstvi. Po
provedeni statistické analyzy se ukdzalo, Ze existuje velmi vyznamny statisticky
rozdil (P < 0,01) ve vyvoji koncentrace metylglyoxalu v zavislosti na pouzitém
preparatu pro MLF.

Vyvoj obsahu diacetylu ve vzorcich je zobrazen v tabulce 29. Jiz 1 den po
inokulaci doSlo k nartstu obsahu diacetylu. U vina 1 dosdhla maximalni
koncentrace diacetylu po 2 DPI, piiblizné 200 % pocatecni koncentrace. Po
dosazeni tohoto maxima se zacala koncentrace diacetylu sniZzovat, po 14 DPI
klesla na hodnotu srovnatelnou s koncentraci pii inokulaci. Poté nasledoval
pozvolny pokles koncentrace, po 92 DPI byla namétena hodnota na urovni cca
90 % puvodni koncentrace. U vina 2 doSlo po inokulaci také k vyznamnému
narGstu koncentrace, po 7 DPI byla koncentrace diacetylu zhruba 300 %
puvodni koncentrace. Az do ukonceni pokusu se koncentrace pozvolna
zvySovala, po 92 DPI byla zjisténa maximalni hodnota na urovni pfiblizné
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350 % plvodniho mnozstvi. Vysledky statistické analyzy ukazuji, Ze mezi viny
je v koncentraci diacetylu vysoce vyznamny statisticky rozdil (P <0,01).

Tab. 29 Obsah diacetylu ve vzorcich vina z pokusné faze ||

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
¢ [pg1"] VK [%] clpgl™  VKI[%]
-1 79,93 0,11 83,67 1,64
0 83,60 1,63 85,00 1,26
1 125,78 1,52 182,10 1,05
2 156,57 1,33 182,93 0,19
3 142,47 0,33 199,55 0,37
4 130,76 1,38 226,21 0,71
6 106,94 0,77 233,26 0,51
7 99,35 0,59 233,83 0,53
14 87,24 0,38 239,14 0,41
24 73,83 0,15 245,57 0,36
31 73,73 2,14 247,02 0,50
63 712,73 0,64 251,59 0,58
69 72,50 0,07 260,64 0,89
84 70,58 1,81 265,72 0,69
92 70,03 0,78 276,73 1,49

V tabulce 30 jsou zaznamenany koncentrace pentandionu. Maximalni hodnota,
cca 330 % piavodniho mnoZstvi byla naméfena u vina 1 1 vina 2, ale v rozdilné
dny (2 a 4 DPI, resp.). U vina 1 nasledoval po dosazeni maxima vyznamny
pokles koncentrace, 14 DPI byla koncentrace cca 170 % puvodni koncentrace,
poté se obsah snizoval méné vyrazné¢ az do minima naméfeného 92 DPI, cca
25% plvodniho mnoZstvi. U vina 2 byl pokles koncentrace po dosazeni maxima
méné dynamicky, 14 DPI byla koncentrace cca 275 % plvodniho mnoZstvi.
Pozvolny pokles koncentrace trval az k minimu (cca 30% pivodni koncentrace)
zjisténé 92 DPI. Statisticka analyza potvrzuje, Z2¢ mezi vinem 1 a 2 neni
statisticky vyznamny rozdil ve vyvoji koncentrace pentandionu (P > 0,05).

Z naméfenych vysledkii bylo statistickou analyzou prokazano, Ze existuje
vysoce vyznamny statisticky rozdil v obsahu diacetylu a metylglyoxalu ve ving,
a to v zavislosti na pouzité starterové kultuie pro fizenou MLF. Naopak obsah
pentandionu je ovlivnén startérovou kulturou minimalné, i kdyz je ziejmé, ze v
disledku MLF dochazi v prvnich dnech po zaockovani k narGstu jeho
koncentrace. U vina 1 lze ve sledovaném obdobi sledovat trend poklesu
koncentrace diacetylu a metylglyoxalu. Naopak koncentrace diacetylu ve vinu 2
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vyznamné roste. Prah rozpoznatelnosti diacetylu je pro vina udavan 0,2 mg.I*
[14], pficemz vino 2 tuto hranici ptekonava jiz 3 DPI a do konce sledovani pod
tuto hranici neklesne, proto lze fici, ze aroma tohoto vina bude ovlivnéno
diacetylem. Pokles koncentrace diacetylu a metylglyoxalu u vina 1 lze vysvétlit
tak, ze tyto latky slouZi jako prekurzory pro tvorbu dalSich buketnich latek, ¢asto
v reakci se sirnymi aminokyselinami [116]. Moznym vysvétlenim, pro¢ k
podobnému poklesu nedochazi u vina 2, je inhibice téchto metabolickych drah.
Tento trend se netyka glyoxalu. Podle vysledki je patrné, Ze vino 1 je bohatSim
zdrojem glyoxalu nez vino 2. Zaroven je tu zajimavy vysledek u vina 1, a to
snizujici se koncentrace glyoxalu a metylglyoxalu pii poslednich odbérech.
Vzhledem k tomu, Ze kontrolni mikrobiologické testy neprokdzaly nartst poctu
mikroorganismti ve viné ke konci sledovaného obdobi, lze soudit, Ze tento
pokles bude vyvolany biochemickymi pfeménami nemikrobialniho piivodu.

Tab. 30 Obsah pentandionu ve vzorcich vina z pokusné faze Il

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
c [ug.l”] VK [%] c [ug.l”] VK [%]
-1 5,97 0,62 5,95 1,76
0 6,11 1,64 6,35 2,76
1 19,44 0,53 13,02 1,41
2 20,36 2,29 16,29 2,76
3 19,65 2,73 17,85 1,94
4 1721 1,62 18,46 1,48
6 15,85 0,17 19,80 2,25
7 1364 0,75 19,51 1,90
14 10,11 0,44 19,28 1,07
24 8,27 2,39 16,36 1,01
31 6,76 2,27 12,36 2,12
63 5,28 1,21 9,97 2,88
69 4,79 1,28 5,60 0,49
84 3,10 1,95 4,52 2,49
92 1,47 1,79 2,03 1,94

4.3.2. Vysledky a diskuze stanoveni biogennich aminii

Studované vzorky vina byly podrobeny analyze na ptitomnost biogennich amini
pomoci iontové-vyménné chromatografie s postkolonovou derivatizaci a
kolorimetrickou detekci. Vysledky stanoveni jsou shrnuty v tabulkach 31 az 33.
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Vzorky vina byly provéfeny na ptfitomnost histaminu, fenyletylaminu, tyraminu,
putrescinu, kadaverinu, agmatinu, spermidinu a sperminu. Ve vzorcich byly
zaznamenany vSak pouze histamin, putrescin a spermidin.

Vysledky obsahu histaminu jsou zobrazeny v tabulce 31.

Tab. 31 Obsah histaminu ve vzorcich vina z pokusné faze |l

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
c[mgl™l  VK[%] c[mgl']  VK[%]
-1 ND ND
0 ND ND
1 ND ND
2 ND ND
3 ND ND
4 2432 4,58 ND
6 2635 3,19 ND
7 2919 5,34 ND
14 3,029 4,74 ND
24 4,369 6,42 ND
31 4,922 1,98 ND
63 5,360 1,28 ND
69 7,334 6,68 ND
84 8547 4,42 ND
92 8,630 1,74 ND ---

Jak je patrné, ve vyvoji koncentrace histaminu je mezi vzorky vina 1 a 2 zasadni
rozdil. Na pocatku pokusu se ani v jednom vin¢ tento amin nevyskytoval. U vina
2 nedoslo k zaznamenani jeho ptitomnosti po celou dobu pozorovani. U vina 1
se zacal vyskytovat 4 DPI a do konce pozorovani jeho obsah nartstal, takze pii
ukoneni sledovani byla jeho koncentrace ptiblizné 360 % mnoZstvi
naméfenc¢ho 4 DPI.

V tabulce 32 jsou shrnuty vysledky stanoveni putrescinu, v tabulce 33 jsou
zobrazeny vysledky stanoveni spermidinu. U vina 1 je po zaoCkovani patrny
nartst koncentrace jak putrescinu, tak spermidinu. 3 DPI dosahla koncentrace
putrescinu cca 300 % plvodniho mnozstvi, koncentrace spermidinu ptiblizné
340 % piivodni koncentrace. Nasledujici vyvoj koncentrace studovanych latek
m¢él konstantni charakter, mnoZstvi ve vzorcich se zvySovalo az k dosaZeni
maxima pi1 ukonceni sledovani. U putrescinu to byla koncentrace cca 880 %
puvodniho mnozstvi, spermidinu cca 890 % plivodniho mnozstvi.
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Tab. 32 Obsah putrescinu ve vzorcich vina z pokusné faize ||

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
c[mgl’] VK[%] c[mgl']  VK][%]
-1 1,800 5,01 1,797 2,10
0 4,766 7,34 1,879 6,16
1 4,687 6,15 1,733 4,59
2 5,165 2,61 1,466 6,50
3 5285 1,81 1,952 5,93
4 5,085 2,65 2,435 4,53
6 5,679 6,05 2,476 1,71
7 5775 3,37 2,238 5,10
14 5,981 4,99 2,676 6,49
24 6,537 4,05 2,441 3,04
31 11,217 1,80 3,111 2,69
63 11,892 2,37 4,003 1,33
69 12,462 5,43 4,796 3,75
84 13,779 4,26 5,489 6,48
92 15,872 2,00 6,425 3,09

Koncentrace putrescinu a spermidinu ve ving 2 pozvolna nartstala. U putrescinu
byla naméfena maximalni hodnota pii ukonceni pokusu, piiblizné 360 %
plvodniho mnoZstvi. U spermidinu byla zji§téna maximalni hodnota po 69 DPI,
a to zhruba 300 % plvodniho mnozstvi, poté byl zaznamenan mirny pokles
koncentrace a 92 DPI byl obsah spermidinu ptiblizn¢ 250 % pavodni
koncentrace.

Po provedeni statistické analyzy bylo zjiSté€no, Ze existuje vysoce vyznamny
statisticky rozdil (P < 0,01) mezi koncentracemi putrescinu a spermidinu v
zavislosti na pouzité¢ kultufe pro MLF. Stejné tak existuje vysoce vyznamny
statisticky rozdil v celkovych sumach biogennich amini naméfeny ve vinech
zaockovanych riznymi kulturami pro MLF.

Z analyzovanych biogennich aminli byla prokazana pfitomnost putrescinu,
spermidinu a histaminu. Ostatni studované¢ aminy nebyly prokazany ani ve ving
pied inokulaci, ani v nasledujicich vzorcich. Toto zjisténi odpovida vysledkiim
jinych autord [110,120,121]. Z vysledkti obsahu putrescinu, spermidinu a
histaminu je patrné, Ze zde existuje vyznamny rozdil mezi vinem 1 a vinem 2. I
kdyz se stanovené koncentrace pohybuji hluboko pod koncentracemi, kdy by
mohlo dojit k ohroZeni zdravi konzumenta, je zde patrny velmi vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi viny. Velmi zajimavé je, ze trend produkce biogennich aminti
je u vina 1 je dvojndsobny oproti vinu 2, coz lIze vysvétlit tim, ze
mikroorganizmy obsazené v kultufe 1 maji vyssi dekarboxyldazovou aktivitu nez
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mikroorganizmy v kultufe 2. V nasem pokusu sice nedoSlo k piekroceni
koncentraci, které by mohly predstavovat zdravotni riziko pro konzumenta,
piesto doSlo u vina 1 téméf k devitindsobnému nariistu obsahu biogennich
amini. Pokud by ve vinu pied aplikaci kultury pro MLF byly pfitomny
prekurzory biogennich aminil ve vyznamné koncentraci, k ¢emuz by mohlo dojit
napiiklad neduslednym odkalenim vina po hlavnim kvaSeni [2], vysledna
koncentrace biogennich amint by piedstavovala pro konzumenta zdravotni
riziko.

Tab. 33 Obsah spermidinu ve vzorcich vina z pokusné faze |11

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
c[mg.l’]  VK[%] c[mgl'] VK [%]
-1 1,383 4,23 1,368 3,17
0 3,351 4,83 1,631 2,10
1 4,942 5,78 1,395 2,44
2 5,675 3,17 1,435 3,31
3 4,857 3,18 1,918 2,41
4 4,264 2,86 2,018 2,06
6 4,253 5,76 2,306 5,51
7 4,723 2,09 2,170 4,04
14 5,269 2,33 2,338 3,26
24 4,312 2,38 2,036 6,27
31 5,817 1,96 1,927 3,94
63 5,766 515 2,671 2,77
69 7,217 3,26 4,139 2,70
84 11,025 1,97 4,204 4,92
92 12,486 1,87 3,507 6,48

4.3.3. Vysledky a diskuze stanoveni antioxidanti

Pomoci spektrofotometrickych technik byla u vzorkdl vin v pokusné fazi I
stanovena celkové antioxidacni aktivita a celkovy obsah polyfenoll. Ziskana
data jsou zobrazena v tabulkach 34 a 35.

Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoll jsou zobrazeny v tabulce 34.
Pocatecni hodnota ve vinech pfed zaockovanim byla pfiblizné 118 mg GAE.100
ml™. U vina 1 byl zaznamenan narast celkového obsahu polyfenold, 31 DPI byla
naméiena hodnota odpovidajici pfiblizné 140 % ptvodniho mnoZstvi. Béhem
nasledujicich odbérii byl zjistén setrvaly trend, maximalni hodnota byla zjisténa
92 DPI (stale ptiblizné 140 % puvodniho mnozstvi). Podobny trend ve vyvoji
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celkového obsahu polyfenoli byl pozorovan u vina 2. 31 DPI byla namétena
hodnota odpovidajici piiblizné¢ 130 % plvodniho mnozstvi, 92 DPI byla
naméfena maximalni hodnota (stale ptiblizné¢ 130 % plvodniho mnozZstvi). Po
statistickém porovnani namétenych vysledka celkového obsahu polyfenolt bylo
zjisténo, ze existuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) pro hodnoty
naméfene ve vingé 1 a 2.

Tab. 34 Celkovy obsah polyfenolii ve vzorcich vina z pokusné faze |11

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru
GAE [mg.100ml"] VK [%] GAE [mg.100ml"] VK [%]
-1 117,99 4,69 117,71 3,10
0 122,95 2,11 125,46 4,91
1 127,38 4,22 125,73 5,31
2 132,15 1,34 127,60 3,05
3 136,74 3,88 129,97 1,02
4 142,21 3,41 131,60 1,87
6 145,93 1,39 133,99 5,07
7 153,14 6,19 136,34 1,90
14 157,23 2,80 138,34 4,07
24 162,19 4,35 140,14 6,21
31 163,00 2,59 144,17 4,39
63 164,41 1,64 149,98 3,49
69 164,79 3,60 151,15 3,76
84 165,25 2,16 151,62 2,33
92 165,38 2,53 152,41 4,54

Vysledky méfeni celkové antioxidacni aktivity jsou zobrazeny v tabulce 35.
Pivodni hodnota ve vinech pted zaockovanim byla pfiblizné 18 mg AAE.100
ml™. Po inokulaci dolo ke zvyseni hodnot celkové antioxidaéni aktivity, ktera
se vSak dale béhem celého pokusu pfiliS neménila. U vina 1 byla naméfena
maximalni hodnota 63 DPI, ptiblizné 105 % plvodniho mnoZstvi. U vina 2 byla
naméfena maximalni hodnota 31 DPI, také piiblizn¢ 105 % pivodniho
mnozstvi. Jak je vidét, zmény v pribéhu pokusu jsou velmi mal¢. Trend zmén
celkové antioxidacni aktivity v pribéhu pokusu je sice statisticky vyznamny
(P < 0,05), avSak tento vypocet miiZze byt zatizeny chybou danou varia¢nim
koeficientem. Pivodni hodnoty celkového obsahu polyfenoli stanovené ve
vinech pfed inokulaci byly sice pomérné nizké, piesto se obdobné hodnoty daji
nalézt v odborné literatufe [114]. Nicméné béhem MLF dochazi ke zmén¢ téchto
hodnot, a to v ptimé souvislosti s pouZitou startérovou kulturou. U obou vin sice
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dochézi k narlstu, avSak u vina 1 roste koncentrace strméji. Namétené hodnoty
celkové antioxidacni aktivity byly menSi neZ hodnoty nalezené v literatuie
[115]. Zména v celkové antioxidac¢ni aktivité, i kdyz je velmi mala, piimo
koreluje se zménou celkového obsahu polyfenoli (pro vino 1 je hodnota
korelacniho koeficientu r = 0,98, pro vino 2 je r = 0,91).

Tab. 35 Celkova antioxidacni aktivita ve vzorcich vina z pokusné faze |l

VINO 1 VINO 2
Doba odbéru

AAE [mg.100ml™"] VK [%] AAE [mg.100ml"] VK [%]
-1 18,53 4,11 18,54 3,20
0 18,60 3,97 18,73 3,97
1 18,68 3,90 18,73 3,30
2 18,83 3,87 18,79 4,00
3 18,96 4,56 18,82 2,88
4 19,13 4,34 18,85 3,01
6 19,24 3,39 18,89 3,25
7 19,31 3,48 18,94 413
14 19,62 3,57 18,98 3,85
24 19,75 3,46 19,01 3,74
31 19,72 3,65 19,19 4,09
63 19,77 3,93 19,24 4,00
69 19,75 3,64 19,13 3,96
84 19,63 3,45 19,08 3,38
92 19,61 3,31 18,98 3,41

Na zavér této kapitoly budou shrnuty vysledky ziskané méfenim vzorki
Z pokusné faze IlI.

Prométenim vzorkl na obsah glyoxalu, metylglyoxalu, diacetylu a pentandionu
ukazalo, Ze existuji statisticky velmi vyznamné rozdily v obsahu diacetylu a
metylglyoxalu, statisticky vyznamné rozdily v obsahu glyoxalu a statisticky
nevyznamné rozdily v obsahu pentandionu. Lze tedy konstatovat, Ze pouzita
kultura pro ftizenou MLF zasadné ovliviluje obsah téchto sekundarnich
metaboliti ve viné. V ptripad¢ diacetylu u vina 2 doSlo dokonce k piekroceni
koncentrace prahu rozpoznatelnosti, proto se tato latka bude podilet na vysledné
vlni a chuti vyrabéného vina.

U vin byla zjiS§téna pfitomnost putrescinu a spermidinu, u vina 1 navic i
pfitomnost histaminu. Zaroven rozdily v obsahu putrescinu a spermidinu jsou
statisticky velmi vyznamné. Lze tedy konstatovat, ze 1 obsah téchto
sekundarnich metabolitii zasadn¢ ovliviiuje pouzitd kultura pro fizenou MLF.
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Stanoveni celkového obsahu polyfenoli a celkové antioxidacni aktivity ukézalo,
ze mezi vzorky vina existuje statisticky vyznamny rozdil v obou téchto
parametrech, 1 kdyz pro vysledky celkové antioxidacni aktivity plati, Ze

zaznamenané zmény jsou velmi nizké, az témef nepriikazné.
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5

PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Réva vinnd a vyrobky z révy vinné, predevSim tedy vino, jsou vyznamnymi
slozkami lidské stravy a vyzivy. Technologie zpracovani hroznii i vyroby vina je
dynamické odvétvi, které podléha mnoha zméndm a neustdle se vyviji.
Sledovani parametri jakosti a zdravotni nezdvadnosti se jevi jako velmi ucelné a
velmi piinosné pro optimalni nastaveni vyrobnich procesii 1 pro kontrolu
vyrobki.

Ptinos pro védu:

Stanoveni a validace metody stanoveni 6 organickych kyselin, jejichz
mnozstvi je v hroznovém vin¢ vyznamné. Tato metoda byla zavedena a v
podminkach laboratoti UTB ve Zlin€ je mozné nyni standardné
stanovovat obsah téchto kyselin v potravinatskych matricich.

Stanoveni a validace metody stanoveni 4 dikarbonylovych sloucenin.
Chromatograficka metoda byla zavedena v podminkach laboratoii UTB
ve Zling€ a je mozné nyni standardné stanovovat obsah téchto slouc¢enin v
potravinaiskych matricich.

Posouzeni vhodnosti ptipravki pro fizenou malolaktickou fermentaci ve
viné v zavislosti na odridé révy vinné. Vhodnost byla sledovana za
standardnich podminek.

Ziskana data mohou slouZit pro dal$i vyzkum v této oblasti, validované
metody mohou byt déle pouZity a znalost problematiky se takto bude
moci dale prohlubovat.

Ptinos pro praxi:

Na zékladé¢ vysledkti z pokusné faze II lze shrnout, Ze komerc¢ni
prosttedek pouzity pro fizenou malolaktickou fermentaci zpusobil
optimalni pribéh odbourdni kyseliny L-jableéné, pfiCemz nebyla
ovlivnéna produkce diacetylu. Vliv na produkci biogennich amini je
nejednoznacny. Na celkovou antioxida¢ni aktivitu neméla malolakticka
fermentace vliv.

Na zaklad¢ vysledkt z pokusné faze III 1ze shrnout, Ze pouzitd komer¢ni
kultura je zésadni pro produkci dikarbonylovych sloucenin kromé
pentandionu, stejné jako na produkci biogennich amintli. Proto je tfeba
dbat na spravny vybér vyrobku pro fizenou malolaktickou fermentaci.
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6 ZAVER

Tato dizertacni prace se =zabyvala markery kvality hroznového vina,
biochemickymi mechanizmy jejich vzniku a technologickymi zakroky
ovliviiyjici jejich mnozstvi. Jako zakladni posuzovana technologickd operace
byla uréena fizena malolaktick4 fermentace, metoda biologického odkyselovani
moSti a vina. Jako markery kvality byly vybrany organické kyseliny,
dikarbonylové slou¢eniny, biogenni aminy a antioxidanty.

Cile prace byly rozdéleny do 3 etap. Faze 1 byl zaméten na laboratorni analyzy
Cistych standardi studovanych markerii a byly optimalizovany a validovany
metody stanoveni jednotlivych slouCenin. Faze II porovnaval vliv fizené
malolaktické fermentace zplisobené stejnym komercné dostupnym ptipravkem
na vina riznych odrid — Cabernet Moravia a Zweigeltrebe. Faze 11l byl zaméten
na sledovani rozdili ve vzorcich vina, které byly na pocatku experimentu
shodné, zaoCkovanych riznymi komeréné dostupnymi preparaty.

Na zavér lze konstatovat, Ze pouzité starterové konsorcium bakterii mlééného
kvaSeni vyznamné ovliviiuje obsah sekundarnich metaboliti ve vyrabéném viné.
Tyto zmény jsou indikovany rozdilnymi kmeny bakterii Oenococcus oeni
pouzitych pro vyrobu téchto ptipravkil. Zmény ve slozeni se projevuji zejména
rozdilnou kone¢nou koncentraci diacetylu, glyoxalu, metylglyoxalu, putrescinu,
spermidinu, histaminu a celkového obsahu polyfenoli. Odlisny je také trend ve
vyvoji koncentrace téchto latek, zejména diacetylu a metylglyoxalu. Naopak
vliv starterové kultury na obsah pentandionu a celkové antioxidacni aktivity se
neprojevil.
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