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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem malolaktické fermentace na obsah antioxidanti v
Cerveném ving. V teoretické ¢asti byla popsana vyroba Cerveného vina, malolakticka
fermentace a antioxidanty ze skupiny polyfenoll. Soucasti je také piehled
chromatografickych metod a bliz§i zaméfeni na metodu HPLC. V praktické ¢asti jsou pak
vyhodnoceny vysledky laboratornich analyz. K analyze byly pouzity dvé odriidy vina od

dvou vinait, odebiranych podle ¢asového harmonogramu.

Klicova slova: vino, malolaktickd fermentace, bakterie mlécného kvaseni, antioxidanty,

polyfenoly, chromatografie, HPLC

ABSTRACT

This thesis deals with the influence malolactic fermentation on the content of antioxidants
in red wine. The theoretical part describes the production of red wine, malolactic
fermentation and group of polyphenol antioxidants. Also included is an overview of
chromatographic methods and more focus on the HPLC method. The practical part is then
evaluated the results of laboratory analysis. The analysis used two varieties of wine, two

vintners, collected according to schedule.

Keywords: wine, malolactic fermentation, lactic acid bacteria, antioxidants, polyphenols,

chromatography, HPLC
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UvVOD

Vino je napoj Cisté prirodni. Vyroba hroznového vina je ptirozeny biologicky proces, ktery
Setrn€ uchovava a transformuje vSe hodnotné, co réva nacerpala z ptdy, vzduchu, vody
a slunce. Vino ve srovnani s tvrdym alkoholem ¢i pivem, je hlavnim zdrojem latek
prospésnych naSemu zdravi. Jejich mnoZzstvi a kvalitu ovliviiuje poloha vinice, slozeni
pudy, charakter odridy, pocasi, délka slunecniho svitu v dobé vegetace, velikost urody,

zpusob péstovani, chemicka ochrana vinice i zplisob zpracovani mostu a oSetieni vina

Obliba vina na celém svété neustale roste. V roce 2009 v CR piipadla spotieba vina na
osobu /rok na 18,7 1 a to v¢etné kojenct. Neni divu, vzdyt hrozny jsou soucasti naseho
jidelnicku od pocatku existence clovéka a bylo by vskutku zvlastni, kdyby jiz lovci

mamutd pied desitkami tisic let nepoznali G¢inky jejich zkvasené §t'avy.

Vyzkum ohledn¢ slozeni vina a jeho preventivnich ucinkd zacal hlavné diky
francouzskému kardiologovi, ktery se tim snazil vysvétlit velmi nizky vyskyt infarktt mezi
francouzskou populaci. Je prokazano, ze u pravidelnych konzumentli vina se projevuji
niz$i sklony k srde¢né-cévnim onemocnénim nez u piijemci jin¢ho alkoholu. Francouzi
piji vino kazdy den hlavné k jidlu - tato jejich zéliba vede k prokazatelnym krevnim
zméndm, které pozitivné ovliviiuji cely obchovy systém. Mohou za to latky se silnymi
antioxida¢nimi Uc¢inky obsaZené ve vin¢ — mezi nejznamé;jsi patii polyfenoly a flavonoidy.
Mezi znamé a hojné propagované antioxidanty patii resveratrol — této latce védci vénuji
velkou pozornost. Resveratrol ma v naSem téle zajimavé uCinky - sniZzuje pfedevSim
pfilnavost cholesterolu k cévnim sténdm, ¢imz preventivné puasobi proti vzniku

ateroslerozy, byly také prokazany jeho protinadorové ucinky.

Terminem antioxidanty jsou oznacovany slouceniny, které pierusSuji nebo zabraiuji
fetézovym reakcim zpusobené oxidaci. Z hlediska chemické podstaty jsou antioxidanty
velmi rtznorodou skupinou a proto se li§i ichemickd podstata jejich antioxida¢niho
pusobeni (reakci s radikdly pferuSuji fetézovou radikélovou reakci, vazi do komplext
katalyticky ptsobici kovy, reakci s kyslikem snizuji jeho mnoZzstvi aj.) Mechanismus
ucinku antioxidantli spociva predevSim v tom, ze poskytuji atomovy vodik ke
zneSkodnovani peroxidovych nebo jinych radikald, vznikajicich jako meziprodukty fady
oxidacnich procesu.

V této diplomové préci byla pro analyzu pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

(HPLC — High Performance Liquid Chromatography), kterd se fadi mezi nejcastéji

pouzivané¢ separacni metody. Vynika vysokou ucinnosti, dobrou opakovatelnosti a



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11P

robustnosti. Tato metoda je vhodna pro déleni neté¢kavych a polarnich latek, jejichz analyza

ptibuznou plynovou chromatografii byva ¢asto obtizna.
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I. TEORETICKA CAST
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1 REVOVE VINO

Vino, k jehoz vyrob¢ jsou surovinou hrozny révy vinné, je jednim z nejdéle zndmych
alkoholickych napojl. Jeho doloZend historie se vyvijela od obyvatel Mezopotamie a
starého Egypta pfes antiku Recka a Rima a stiedovék Evropy az k dne$nim dnim.
Péstovani révy vinné na nasem uzemi je podle geologickych ndlezii zndmo necelé dva

tisice let. K rozs$ifeni vinafstvi v Siroké mife vSak doslo az za vlady Karla IV.

Péstovani vinné révy je podminéno vhodnymi klimatickymi a geologickymi podminkami.
Francouzské piislovi tikd, Ze odriida je matkou vina, piida a poloha jsou otcem vina a

rocnik je jeho osudem. [2]

Révové vino, a¢ nepatii mezi zakladni potraviny, obsahuje i latky nezbytné pro vyzivu

¢lovéka, jako sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, vitaminy a mineralni latky.[2]

Hrozny jsou surovinou na vyrobu pfirodnich, perlivych, Sumivych a dezertnich vin,
vinnych destilatt a téZ slouzi jako vyznamnd konzumni odrtida.[6] Toto rozdéleni a jejich

pouziti je ptesné definovano zdkonem ¢ 321/2004 Sb. o vinohradnictvi a vinafstvi.

Hrozny se skladaji z bobuli a stopek (tfapin). Duznina piedstavuje az 90% hmotnosti
hroznii; obsahuje hlavné vodu, jednoduché cukry (glukosa a fruktosa), kyseliny (vinna a
jable¢nd), dusikaté a mineralni latky. NejcennéjSimi slozkami slupek jsou barviva a

aromatické latky. Semana jsou pak zdrojem tfislovin a oleju.[6]

Definice vina pfijatd hospodaiskou komisi Evropské unie zni: ,,Vino je produktem
vzniklym pouze alkoholovym kvasenim, uplnym nebo castecnym, cerstvych hroznd,

rozemletych ¢i celych, nebo mostu ziskaného z hrozni.” [4]

Podle francouzského enologa Emile Peynauda by mohla enologickd definice vina znit:
,»Vino je napojem vznikajicim kvasnou ¢innosti bunék kvasinek, a v urcitych ptipadech

bun¢k mlécnych bakterii, ze §t'avy rozdrcenych nebo macerovanych bunck hrozni.“[4]
V soucasnosti je znamo nékolik tisic odriid, z nichZ se v praxi vyuziva pouze nékolik set.

Zakladni principy zpravovani vinné révy na vino jsou dostatecné patrné z technologie dvou
zakladnich, tj. bilych a cervenych vin, které se odliSuji zejména v pocatecnich fazich

technologického postupu.[2]
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1.1 Vyroba ¢erveného vina
Hlavni kroky v technologii vyroby cerveného vina jsou sklizeii hroznili, odzriiovani a
drceni, nakvéseni, lisovani, dokvaseni, biologické odbouravani kyselin, staceni a Skoleni

vina.[4]

Vyroba vina zac¢ina sklizni hroznt. V naSich klimatickych podminkach a zemépisné poloze
dozréavaji koncem srpna, v zafi a zacatkem fijna, kdy se sklizeji. Sklizené hrozny se ihned

dopravuji do vinatskych zdvodu k dalsimu zpracovani, které ma nasledovat jesté téhoz dne.

Na pfejimce je zjiSténa hmotnost, primérna cukernatost, jakost dle zdravotniho stavu,
odridy a obsahu cukru. Ke zjisténi cukernatosti se vyuZzivaji moStoméry. U nds se
cukernatost vyjadiuje ve °CNM (&eskoslovensky normalizovany mostomér), ktery udava
mnozstvi cukru v kg na 100 1 mostu, nebo ve °KI (Klosterneubersky mostomér), udavajici
mnozstvi cukru v procentech hmotnostnich pii 20 °C. V automatizovanych linkach se

cukernatost zjiStuje zpravidla refraktometricky.[2]

Termin sklizné€ se nefidi jen obsahem cukrii v bobulich. Sleduje se zaroven obsah kyselin a
pomér mezi kyselinou vinnou a jable¢nou, jejiz obsah by mél byt nizky, aby se ji nemuselo
odstraniovat velké mnozstvi pii malolaktickém kvaSeni, které nasleduje po kvaseni.
Dilezité je pozorovat chut a barevné zmény bobuli. Pfi dozravéani pecicky hnédnou,
konzistence duzniny se stava tekutou, snizuje se mnozstvi trpkych latek, slupka je kiehk4 a
meéni se také odridové aroma. U modrych odrid je Zadouci, aby cukernatost sklizenych

hrozni dosahovala alespon 19-21 °NM.[4]

V technologii vyroby cerveného vina hraje vyznamnou roli ,fenolickd zralost hrozni‘.
Barvu cervenych vin tvoii antokyany a chut’ vznika na zdklad¢ obsahu a slozeni tanind.
Vyznamné pro kvalitu cervenych vin jsou veskeré fenolické latky, které jsou mnohem

v

dilezitéjsi nez aromatické latky.

Koncentrace, povaha a struktura tanini se méni v souvislosti se zrdnim hroznil, ale i s
technologii pouzivanou pro vyrobu vina.

Kvalita fenold, se kterymi ptichazeji hrozny ke zpracovani, se vytvaii ve vinici. Mezi
faktory ovliviiyjici tuto kvalitu patfi klimatické podminky ve vinici, pomér mezi listovou

plochou a hmotnosti hroznl, stresova situace.[1]

1.1.1 Odzrnéni

Dnes nejbéZznéjsi zacatek technologického postupu pii zpracovani modrych hrozni

zahrnuje odzriovani, mleti a pumpovani do kvasnych néadob. Pti odzriiovani dojde
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k jemnému otrhdni bobuli od tfapin, které zlstanou neposkozené. Rozemleté hrozny

s trapinami nebo i1 po odzrnéni se pak nazyvaji rmut.[2,4]

Odzrnéna drt’ zlepsi chut'ové vlastnosti vina a zvysi se vytéznost alkoholu o 0,5 %. Ttapiny
totiz neobsahuji cukr, ale nasavaji pti kvaSeni alkohol. Zarovenl ochuzuji mladé vino
o barevné slozky. Naproti tomu neodzrnénd drt’ Iépe kvasi. Trapiny absorbuji kalorie
a limituji prebytek tepla, pii michani strhavaji vzduch do rmutu a zlepsuji lisovani rmutu.
Odzriiovani se provadi na riznych typech vystiracich ¢i odstfedivkovych odzriiovact, v
nichz se v perforovaném valci zachycuji tfapiny, kdezto rmut jim protéka do sbérné nadrze.

Oddé¢lené trapiny vypadavaji nebo jsou vyhrnovany.[2,4]

Trapina ma malo kyselin a mnoho drasliku, proto se odzriovanim zvysuje obsah kyseliny o
0,5 g/l. V nékterych oblastech se pfidava 5-20 % vyzralych trapin zpét do drté, coz se
osveédcilo zvlasté pti zpracovani mirn€¢ nahnilych hroznl, v nichZz byva nizsi obsah

ttislovin.[4]

1.1.2 Mleti

Mletim bobuli se narusi slupka a vytece z nich §tdva a duZnina. Pfitom se nesmi naruSit
pecicky, jejichz tfisloviny maji velmi sviravou chut. Mleti usnadiiuje piepravu drté
pumpou. Pii kvaseni se pak Iépe zformuje matolinovy klobouk a kvasinky snaze prostoupi
duzninu vyteklou z bobuli. ZlepSenim kontaktu mezi §tavou a slupkami bobuli se zlepsuje
vysledek macerace. Diky tomu se SO, 1épe rozptyli v rozemleté drti, kterd po vykvaSeni
neobsahuje zbytky cukru, zlistavajici v nedostate¢né rozdrcenych bobulich. Mletim bobuli
se uvolni pecicky a do vina piejde vice tfislovin. Je-1i mleti ptili§ razné, rozpousti se veétsi
mnozstvi sviravych polyfenoll a obsah taninii se zvySuje rychleji nezli vyluhovanim barvy

a vznika nerovnovazny stav. Mleti rovnéz zvySuje mnozstvi kala 1 kvasnic.[4]

1.1.3 Macerace rmutu

Délka vlastniho kvaSeni se v pribéhu kampané zkracuje vlivem mohutného rozmnozeni
kvasinek ve vSech zpracovatelskych prostorach. Po 5 az 8 dnech byva kvaseni ukonceno
a nasleduje obdobi macerace rmutu (vyluhovani rmutu) v mladém viné, kdy probiha

vyluhovéni ¢erveného barviva a tfislovin ze slupek modrych bobuli.

Délka macerace se voli podle pozadovaného typu vina. Kratka macerace trva n€kolik dnii
a provadi se pii tvorb¢€ vin leh¢ich a uréenych pro konzumaci béhem jednoho roku. Dlouhé
macerace muze trvat 14 az 21 dnd, ale i déle, a provadi se pfi tvorbé vin plnych

a dlouhovekych. Doba, kdy se ma macerace ukoncit, se urcuje jednak podle pribézného
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ochutndvani, jednak podle vysledkii chemické analyzy zaméfené na obsah barviv
a polyfenold, ptipadné v zavislosti na pritbé¢hu biologického odbouravani kyselin (BOK),

které se zacne pti dlouhodobé maceraci samovolné rozvijet.[4]

Technologie vyroby cerveného vina maceraci rmutu neboli maceraci na slupkach c¢i
nakvasenim je nejb&znéjsi technologii.

silné vrstve kutikuly na semenech.

V zavislosti na ptitomnosti alkoholu ve rmutu se rozliSuji tfi stadia macerace

1. Predfermenta¢ni macerace — mize probihat n¢kolik hodin az n¢kolik dnii

2. Alkoholové kvaseni — zvySuje se obsah alkoholu, soucasné se extrahuji taniny ze

slupek a pozdé&ji i ze semen
3. Pofermentacni macerace — mezi 10 — 16% obj. alkoholu.

Teploty pii maceraci by se mély pohybovat v rozsahu 28 — 30 °C. Pro velmi dobrou

extrakci tanind a barviv jsou vhodné teploty 30 — 35 °C [2]
Maceraci lze provadét:

+ v oteviené nadobé

¢ pomoci ,,sprchovani‘ mostem

+ ve vinifikatorech

Kvaseni odzrnénych, ale nerozemletych bobuli (semikarbonickd macerace) dodd vinlim
zvlastni aroma a strukturu.[4]

Vina z odzrnénych rmuti jsou chutové jemnéjsi a jakostnéjsi. Hufe se vSak lisuji a
pomaleji se Cisti, nebot’ obsahuji méné tiislovin. Pro zlepSeni lisovatelnosti se ptridavaji

pektolytické enzymové preparaty.

Dalsi operaci mlize byt scezovani nebo mize byt soucasti lisovaciho procesu. Slouzi k

wewv

se predeslo okysliceni moStu a jeho obohaceni tfislovinami vyluhujicimi se z tfapin [2].

1.1.4 Lisovani

Lisovani ma za ucel oddéleni stéavy, kterd byla uvolnéna z bunék piredchozimi

technologickymi operacemi. Rmuty se lisuji v lisech riznych konstrukci. Pouzivaji se
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periodické 1 kontinudlni lisy, hydraulické i pneumatické lisy. Pfi zpracovani modrych
hroznli a pii vyrobé cervenych vin se pfed lisovanim rmut nakvaSuje 4 — 14 dna dle
pozadovaného charakteru vina. Nejcastéji se nakvasuje pfi teploté 20 — 25 °C v zavislosti
na zpracovavan¢ odradé. Pii nakvaSovani piechéazeji barviva ze slupek a tfisloviny z
peci¢ek do rmutu. U modernich vyrobnich linek se nakvaSuje kontinualn¢ pod tlakem
oxidu uhlicitého [2].

Prvni podil vylisovaného mostu (samotok) je nejkvalitnéjsi, nebot’ obsahuje nejméné
ttislovin, a proto se nékdy zpracovava oddélené. Pevné vylisované zbytky hmoty bobuli se

nazyvaji matolina [2].

1.1.5 Priprava moStu pro kvaseni

Pro kvaseni se drt’ pfipravuje vhodnymi postupy, mezi n€z patii zasifeni, zlepSovani
obsahu cukrti, okyselovani, odkyselovani, tepelna uprava, ptidani kvasinek, enzyma nebo

¢itidel, poptipad¢€ oenotaninti atd.

Odkalovani mostu slouzi k oddé€leni hrubych kall a necistot, s nimiz se ¢astecné strhavaji
1 kontaminujici mikroorganismy. Odkaluji se mosty z kontinudlnich lisi a moSty z

mechanicky a mikrobidln¢ poskozenych hroznti.

Provzdusiovani se déla u zdravych mosti skladovanych v nepropustnych tancich a

nadrzich. Prosyceni mostu kyslikem je nezbytnym ptedpokladem dobré ¢innosti kvasinek.

Sifenim se ni¢i oxidacni enzymy (polyfenoloxidasy, tyrosinasy a laktasa z bobuli
napadenych plisni Sedou) a soucCasné se chrani aromatické latky pfed nadmérnym
okysliCovanim. Zastavi se 1 rozmnozovani octovych bakterii a ,,divokych* kvasinek, které

se okamzité po rozdrceni bobuli rychle mnozi.[4]

Do drté€ ze zdravych hroznt se pfidava SO, v mnozstvi 20-30 mg/l. Jsou li hrozny ptezralé
a s nizkym obsahem kyselin nebo nahnilé, zvysi se davka az na 50 mg/l. Uinnost zasifeni
se Fidi také hodnotou pH. Cim je pH vyssi, tim vy$§i musi byt davka SO,. SO, kromé
potlaceni €innosti nezddoucich mikroorganismii, zejména bakterii a divokych kvasinek

soucasné ovliviiuje senzoricky charakter nasledného vina podporou tvorby glycerolu.[2,4]

Nejstarsi zpusob sifeni je spalovani sirnych knotl.[6] Dalsi zplisob je pouziti tekuté formy
oxidu sifi¢itého, ktery je v drti rovhomérné rozptylen. Roztok se nechd plynule odkapavat
do proudu cerpané drt€. Vydatnost pfidavani oxidu sifiitého je fizena plovakovym
systétmem na zakladé¢ mohutnosti proudéni drté. Pfi sifeni pyrosulfitem draselnym je

dulezité nasledné rozptyleni michdnim nebo piecerpavanim.[4]
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Nadbytecné mnozstvi oxidu sifi¢itého je mozné odstranit z vina scelenim peroxidem

vodiku a nebo provzdusnénim mladého vina.[6]

Odkyselovani ma za ucel snizit kyselost mostii s nizkym obsahem cukru. Odkyseluje se
bud’ Cistym vapencem, ktery vaze kyselinu vinnou, nebo pritokem pifes vrstvu anexu,

pfipadné miSenim kyselych mosti s méné kyselymi (tzv. scelovani).[2]

Okyselovani se provadi v letech s nizkym obsahem kyselin v mostu. Pfidava se kyselina

vinna v mnozstvi 1 —2 g/, tak aby celkova kyselost byla 7 - 8 g/1.[2]

Uprava cukernatosti se provadi pridavkem cukru zahu§ténym mostem. Optimalni pomér
je 20 — 25 °CNM cukru na 6 — 10% kyselin. P¥i doslazovani je nutno postupovat opatrng,
aby se nezménil odridovy charakter vina.[2] ZvySovanim cukernatosti se zvysi také obsah
alkoholu, ktery doda budoucimu vinu plnost a zlepsi vyluhovani barviv béhem kvaseni.
Cukr (obvykle fepny) se musi pifidavat najednou v plné davce, hned pted zahdjenim
kvaseni. Pfitom se pocitd s tim, ze odzrnénd drt’ obsahuje asi 15 % matolin. Vina s

privlastkem se cukiit nesméji.[4]

Pfidani Cistych kultur kvasinek do drt¢ pifi kvaSeni je nezbytné k rychlému rozkvasSeni
a k dostateCn¢ intenzivnimu 1 Cistému prokvaSeni bez zbytkového cukru. K tomu je

soucasn¢ nutné zvysit startovaci teplotu na 18-20 °C.[4]

Pektolytické enzymy urychluji vyluhovani barviv z bunék slupky a tim lze zkratit kvasny

proces. Pouzivaji se hlavné pro vyrobu mladych vin urc¢enych k rychlé spotitebé.[4]

Do drt€¢ z méné zralych nebo narusenych hrozna se pfiddva mostova zelatina k odstranéni
trpkych pfichuti. Pfi vyrob¢é nekterych typi Cervenych vin je zvykem pfidavat tanin ke
zvyseni struktury vina. K tomu jsou vhodné jen velmi jakostni taniny katechické, které
maji stejnou strukturu jako taniny obsazené v hroznech. Nevhodné jsou levné galotaniny,
které nedokazi stabilizovat antokyany. Pfidavéani tanini do drté je vSak méné vyhodné

vzhledem k nutnosti vy$§iho davkovani. Vhodnéjsi je tak ptidat taniny do mladého vina po

ukonceni biologického odbouravani kyseliny jablecné.[4]

1.1.6 Kva$eni rmutu

Ve vinafstvi se pouzivaji kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae (synonyma

Saccharomyces vini, Saccharomyces ellipsoideus) s riznymi nazvy dle mista pivodu.
Stale vice se pouzivaji ve formé¢ SSVK — aktivovanych suSenych vinaiskych kvasinek.
Diive se vyuZzivalo piedevS§im spontdnni kvaSeni zplsobené kvasinkami ulpélych na

povrchu hroznd. Dnes se upiednostiiuje fizené kvaseni. Zakvas se piipravuje v mnozstvi
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1% veskerého moStu namnoZenim vhodné rasy vinnych kvasinek v malém podilu sterilniho

mostu. Siln¢ sifené mosty se zakvasuji kvasinkami adaptovanymi na oxid siticity.[2]

Piipravena drt’ se precerpa do kvasnych nadob (vinifikatord), kde se zaéne rozvijet kvasny
b
proces. Prvni znamkou pocatku kvaSeni je vyplavovani pevnych ¢asti drt€¢ na povrch

kvasici tekutiny, kde vytvofi postupné se zpeviujici matolinovy klobouk.[4]

Drt’ obsahuje alkohol a oxid uhli¢ity. Matolinovy klobouk je nadleh¢ovan unikajicim CO,
a jenom mensi ¢ast je potopena do kvasiciho moStu. VEtsi ¢ast vy¢niva nad hladinu, ma
kyprou strukturu a v mezerach se CO, misi se vzduchem. Tim vznika prostfedi vhodné pro
rozvoj octovych a mléénych bakterii, nebot’ je tam kromé cukrii a alkoholu téz vysoka
teplota vznikajici pfi kvaSeni. Pro optimdlni nakvaSeni rmutu, je nezbytné vytvofit takové
podminky, aby byl matolinovy klobouk bud’ ¢as od c¢asu navlhovdn nebo potapén,
¢i neustale potopen. Ponofovanim se snizuje teplota uvnitt klobouku a soucasné se provadi
castecné okysli¢eni nakvaseného rmutu. Z velkého povrchu klobouku se odpaiuje znacné
mnozstvi alkoholu a unikaji aromatické latky, coz je mozné snizit zakrytim kadé.
K riznym zpiisoblim oSetfovani matolinového klobouku se vyuzivaji i odliSné kvasné
nadoby.
Kvasné nadoby:

+ dfevéné oteviené kad¢ s ruénim ponofovanim matolinového klobouku

+ Dbetonove, uzaviené nadrze — ke skladovani hotovych vin

+ nerezové nadrze — uzaviené nadrze s mechanickym michanim (rototanky), nebo s

hydraulickym ponofovanim ¢i automatickym zptisobem piekrapéni matolinového
klobouku (vinifikatory)

Pro kvalitngjsi vina se doporucuje vétsi pocet mensich nadrzi do obsahu 50-150 hl. Nadrze
vetSich objemt byvaji ptilisS vysoké. Matolinovy klobouk je v nich velmi stésnany a ma
nedostateCny kontakt s kvasicim moStem. Klobouk se v takovych nadobach hiie
provzdusnuje, vina maji méné vyraznou barvu a jsou méné télnatd.[4] Télem vina se
rozumi extrakt hroznové chuti a obsah alkoholu poskytujici spole¢né v ustech dojem

plnosti.
Samotné kvaSeni ma tii faze:

Zacatek kvaSeni je charakteristicky pozvolnym rozmnozovanim kvasinek a pomalym

zaCatkem prokvaSovani cukrit mostu a trva 2 — 3 dny
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Bourlivé kvaSeni nastava tfeti az Ctvrty den a projevuje se vyvinem tepla, zvySenim
teploty az na 25 °C a uvoliiovanim CO., ktery strhava i aromatické a t¢kavé buketni latky.
V této fazi kvaseni se musi regulovat teplota v rozmezi 15 - 18 °C a u psychrofilnich

kvasinek v rozmezi 10 — 12 °C. Bouflivé kvaseni trva nékolik dnti az tydnt.

DokvaSovani nastava po poklesu cukru na obsah 2 — 5 g/l a trva 1 — 2 mésice, n¢kdy 1 pil
roku. Cinnost kvasinek se postupné omezuje, az zcela ustane. Po ukondeni kvaseni a
zastaveni vyvinu CO, za¢nou kvasinky sedimentovat na dno tankl a usazuji se i kaly. V
obdobi od ukonceni alkoholového kvaSeni do staceni vina z kvasni¢nych kalG probiha
tvorba révového vina. Probihaji pfi ni rizné biologické a fyzikdln¢ chemické procesy —
biologické odbourani kyselin (jable€no-mlééné kvaseni). Tyto procesy jsou doprovazeny
vylu¢ovanim vinného kamene ve formé vinanu vapenatého a hydrogenvinanu draselného a
procesy samociSténi vina pfi nichZ se srdzeji a sedimentuji shluky molekul opacného
naboje organického i anorganického charakteru. Cisténi vina lze urychlit Eifenim.
Dokvasené vino se oddéluje od sedimentu kalti a kvasinek sta¢enim do Cistych zasitenych
kvasnych tanki. Pfi prvnim staceni se vino provzdusni a vysrazi se dalsi kaly, predevsim
ttislobilkovinné. Proto se po 6 az 8 tydnech vino sta¢i znovu. Vino po ukonceni kvaseni se

nazyva mladé vino.[2]

Vyluhovani latek pfed kvasenim se doporucuje hlavné pro odriidy s nizSim obsahem
antokyanli a pro zachovani bohatého obsahu aromatickych latek, jakoz 1 pro ziskani
jemnych, sladkych tanini ze slupek pro vina vyssi kvality. Drt’ se udrzuje 7 az 14 dni pii
teploté 2 — 4 °C s ptipadnym jemnym promichdvanim. Pak se zahieje na 18 °C a okamzité

se nastartuje jeji kvaseni.

Vyluhovani latek béhem kvaSeni mé své zakonitosti. V prubéhu prvnich 8 dnti se zvySuje
vyluhovani barevnych slozek rychleji nezli vyluhovani tfislovin. Potom barevné intenzita
klesa, az se ustali na ur¢itém, rovnovazném stavu. Vyluhovani polyfenolli probiha sice
pomaleji, ale nepfetrzit¢ po dobu 30 dni i déle. K vyraznému zvySovani intenzity obou
slozek ptispiva postupné zvySovani teploty a u tfislovin také prodluzovani doby kontaktu
se rmutem — macerace. Pti kvaSeni rmutu se mohou teploty pohybovat do 32-35 °C bez

rizika zmény typu vina.
Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje intenzitu vyluhovéani, je pohyb. Pfecerpavani
a rozstiikovani kvasiciho mostu na plovouci matolinovy klobouk, remontaz, zvySuje vice

vyluhovani antokyant nezli polyfenolt.
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Intenzita vyluhovani je zavisla nejen na pozadovaném typu vysledného vina, ale také na

odrtde révy vinné a terroir (objektivni vliv podlozi, pidy, pocasi, vody, slunce)

Na pocatku kvaseni se velmi rychle rozpousti aromatické latky vlivem zvySujici ho se
obsahu alkoholu. Ke konci kvaSeni plisobi vy$si obsah alkoholu na zvySené vyluhovani

tiislovin z pecicek, coZ ma vyznam pro stabilizaci barvy.[4]

1.1.7 Makrooxidace a mikrooxidace

Makro- a mikrooxidaci lze pouZzit jen u vin, kterd maji dostatecné mnozstvi fenolickych

latek, aby tak doslo ke zlepseni kvality vina, nikoliv k projevu vady vina.

Makrooxidace probiha u ¢ervenych vin prakticky jiz pii kvaseni a maceraci. Pristup kysliku
pozitivné plsobi na dynamiku kvaSeni, minimalizuje vyskyt sirky a v pfipadé JMK piimo

na rmutu pfispiva k rychlejSimu odvétrani tond, které pii JMK vznikaji.

Mikrooxidace je technologicky proces, béhem néhoz ptivadime velmi mald mnozstvi
kysliku do vina. Cilem je dosdhnout Zadoucich zmén v aroma a ve struktufe chuti vina.
Tento technologicky krok ptsobi na zlepSeni intenzity barvy vina, zvySeni stability

produktu proti oxidaci a sniZzeni reduktivniho charakteru ¢erveného vina.

Velmi dilezitou ulohu v mikrobidlnich a biochemickych déjich pti vyrobé vina hraje
kyslik. Vyznamny je vliv kysliku i1 na fenolické latky ve viné. Fenoly ptfedstavuji zakladni

substrat pro oxidaci a jsou nezanedbatelné 1 z pohledu organoleptickych vlastnosti vina.
Vyznam mikrooxidace:

+ stabilizuje barvu vina tvorbou komplexli mezi antokyany a taniny

+ pusobi na zjemnéni chuti a zvySeni jeji plnosti
V prabéhu mikrooxidace se ozlisuji dvé faze:

+ strukturalni fdze — charakteriskicka zvySenim tvrdosti a agresivity chuti

+ faze harmonizace — charakterizuje ji zvySeni jemnosti tanind, vSeobecné zvySeni

komplexnosti a plnosti vina

Mikrooxidace lze aplikovat po ukonceni alkoholového kvaseni nebo JMK. Pfirozena

mikrooxidace probihd v dievénych sudech, ve velkovyrobé vyuziva davkovaci zafizeni.

Pro mikrooxidaci je dilezita teplota 12-16 °C. V pribéhu leZeni vina v sudech je pak nutné

kontrolovat vznik oxidazy. V téchto ptipadech je pak nutné aplikovat SO.. [1]
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1.1.8 Jiné postupy pro vyrobu cervenych révovych vin

wewvr

zalozena na zahfivani rmutu na teplotu 65 — 80 °C po velmi kratkou dobu.
Metoda je vhodna pro:

¢ hrozny, u nichz je v dob¢ sklizné¢ vyssi napadeni Sedou hnilobou, napadeni vSak

nesmi piekrocit 30%
+ hrozny s nedokonalou fenolickou zralosti
+ vyroba vina pro brzkou konzumaci (listopad, prosinec)

Zahtivani rmutu umoziuje velmi rychlé uvolnovani antokyanovych barviv do mostu.
V ptipad€, Ze hrozny obsahuji vétSi mnozstvi nezralych taninl, zejména v semenech,
nedochazi k jejich extrakci do vina. Kvuli zlepSeni chuti a stability vina je vyznamné

pouziti enologickych tanind.

Vyroba vina karbonickou maceraci je velmi stard metoda vyroby vina. Moderni verzi
této technologie zavedl Michal Flanzy v roce 1935. Stala se zdkladem vyroby ,,primeur*

vin, tzn. ¢ervenych vin, ktera se konzumuji v mladém stavu v obdobi listopadu az prosince.

Karbonickd macerace je zplisobem anaerobni macerace celych neposkozenych bobuli

umisténych do atmosféry oxidu uhli¢itého.
Vyhody karbonické macerace:
+ tvorba jedinecného ovocného aroma — tfesné, visné a maliny

+ sniZeni extrakce tzv. ,,hrubych tanini“, proto je mozné pro tuto technologii vyuzit i

hrozny s nedokonalou fenolickou zralosti a vy$§im podilem ,,hrubych tanini*

Technologie neni vhodna pro vyrobu cervenych vin s dlouhym potencidlem zrani v lahvi.
Dochézi ke sniZeni aroma az k jeho fadnosti. V prib¢hu karbonické macerace mize dojit
rovnéz k JMK, ¢imz se ziskd mikrobidln¢ stabilni vino.[1] Toto vino je bohaté na
aromatické latky a kyselina jablecnd je v ném odbourana rozkladem, ktery probihal bez
Gi¢asti mlé&nych bakterii. Casto se takové vino vyuziva pro zlep§ovani kvality riznych

cuvée nebo se vyskoli jako originalni vino, zvlastniho typu.[4]
Semikarbonicka macerace

Upraveny zpusob karbonické macerace bézné¢ oznacovany jako semikarbonickd macerace

se pouziva v oblasti Beaujolais k vyrobé¢ vina primarniho typu (s primarnimi aromatickymi
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latkami), Beaujolais nouveau. Uprava technologie spo¢iva hlavné v tom, Ze se sice kvasi
celé hrozny, ale mirné narusené. Celych bobuli v nichz probihaji anaerobni procesy, je
podstatné méné. Oba podily (samotok i lisovany ze rmutu) se spojuji. Takova vina jsou

urcena k rychlému vypiti.

Semikarbonickou maceraci u nas pouziva nékolik vinafstvi pfi zpracovani odridy Modry

Portugal a svoje mladé vina prodéavaji pod ochranou znamkou ,,Svatomartinské*.[4]
Metoda pres Ctyri

Uvadi se, Ze tento zplsob ziskavani ¢ervenych vin byl znam jiz ve starém Recku. Dnes je

ojedinéle pouzivan ve Francii.

Metoda spociva v ptfidani vina star§iho ro¢niku nebo vina mladého k odzrnénému rmutu
modrych hroznl. Pfidavek musi byt dostatecné velky, aby se jeSté pfed kvasenim zvysil
obsah alkoholu na 4-5 % objemovych v celém objemu rmutu. Tim se docili odumieni
divokych (apikulatnich) kvasinek a fady dal$ich nezadoucich mikroorganismi. Zvysenim
obsahu alkoholu se rovnéz urychli rozpousténi ¢ervenych barviv a ,.sladkych® tfislovin

ze slupek bobuli modrych hrozni.

Pokud se ke zvySeni obsahu alkoholu pouzije mladé, jesté dokvasejici vino, rmut
se zaroven zakvasi velkym mnozstvim zivych kvasinek, coz nakvasovani rychle nastartuje
a doba nakvaSovani se tak zkrati. Metoda zndma také pod oznacenim Super 4 nebo

Superquatre je vhodna pro vina urcend k rychlé spotiebé. [4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24P

2 JABLECNO-MLECNE KVASENI

Vyroba vina je komplex procesl zajiStovany mimo jiné kvasinkami a bakteriemi. Ty se
ptirozené vyskytuji na povrchu hroznti, ale mizeme je také najit v sudech, tancich a na
vybaveni které se pouziva béhem vinifikace, pfipadné mohou byt béhem vyroby vina

uméle pfidavany.[7]

Na zakladé metabolické aktivity mlécnych bakterii miize ve vin¢ probihat také jablecno-
mlécné kvaseni, neboli malolakticka fermentace (JMK).[1] Jednd se o biologické
odbouravani kyselin, pfi némz se pusobenim bakterii, méni kvalitativni 1 kvantitativni
poméry nizSich organickych kyselin ve viné. Chutové méné pfiznivé kyseliny jable¢na,
citronova a dalsi se pfeménuji na kyselinu mléénou a dalsi produkty, které poskytuji vinu
jemnéjsi chut’ a zlepSuji jeho stabilitu.[2]
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bakteriemi, nejedna se o skute¢né kvaseni — fermentaci.[1] JMK ve viné je zpisobeno
enzymatickou preménou kyseliny L-jable¢né na kyselinu L-mlécnou jako sekundarni
proces, ktery obvykle nasleduje po etanolovém kvaSeni, ale mize také probihat soubézné s
nim. Redukce kyseliny jablecné na mlécnou je tedy enzymaticka reakce zpusobena

mlécnymi bakteriemi v pribéhu jejich exponencidlniho ristu.[7]

Enzymy funguji ve dvou funk¢nich krocich. Prvni, kde kyselina jablecna je
dekarboxylovdna na pyrohroznovou kyselinu a ta je nasledné redukovdna na kyselinu

mlécnou.[8]

Tato pfeména mé dva efekty. Na jedné stran¢ dojde ke snizeni kyselosti vina a na strané

druhé, dojde k nartistu pH.[7]

JMK je ptevazné zplisobeno bakteriemi rodu Oenoccoccus, konkrétné druh O. Oeni. Tyto
bakterie snasi nizké pH (<3,5), vyssi koncentrace etanolu (> 10 vol.%) a vyssi obsah SO,
(50 mg/l). Rody Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus mohou rovnéz piispivat k
rozvoji JMK, obzvlast’ ptekro¢i-li pH vina 3,5. Nejvyznamnéjsi efekt JMK je snizeni
kyselosti vina hlavné u téch vin, kterd jsou péstovana v chladnéjSich klimatickych
podminkach. Mlé¢né bakterie svou metabolickou €innosti a jejimi produkty, pfispivaji k

barvé vina, celkovému aroma a soucasné zlepSuji jeho mikrobiologickou stabilitu.

Bohuzel hrozi, Ze pti nekontrolovaném JMK dojde ke znehodnoceni vina, a to slozkami,
které mohou zménit barvu vina. Také miize dojit ke vzniku kyseliny octové, tékavych

fenolti a pachu mySiny, pfipadné mohou vznikat latky nebezpe¢né pro zdravi ¢loveka
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(etylkarbamat a biogenni aminy). [7] Dobie provedené JMK ma velmi pozitivni vliv na

budouci mikrobiologickou stabilitu vina.[1]

2.1 Kultury JMK

MIécné bakterie z hroznli, mostu nebo vina se fadi mezi dvé Celedi zastoupené tfemi rody.
Celed’ Lactobacillaceae je zastoupena rodem Lactobacillus.[7] Jedna se o grampozitivni,
fakultativné anaerobni nebo mikroaerobni nepohyblivé ty€inky. [10] Dalsi celedi je Celed’
Streptococaceae, kam se tadi rody Oenococcus a Pediococcus.[7] Rod Oenococcus jsou
grampozitivni  koky tvofici pary 1 fetizky, jsou fakultativn¢ anaerobni a
heterofermentativni. Rod Pdiococcus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni koky,
kokovit¢ bunky v parech nebo jako sarciny, jsou homofermentativni — hlavnim
metabolitem pii fermetaci sacharidl je racemicka (DL) a pravotociva L(+) kyselina mlécna.

[10]

Oenococcus oeni je nejvice zastoupenym druhem heterofermentativniho kvaseni. O. oeni
je nejcastéji vyskytujicim se druhem mlécnych bakterii ve viné a bézné je jedinym druhem
zpusobujici JMK ve vinech s nizkym pH (< 3,5). Méné zadouci mikroorganismy jsou

obecné zastupci rodl Lactobacillus a Pediococcus.[8]

Ackoli jsou bakterie klasifikovany pfednostné na zakladé metabolismu cukrli, neni jasné
zda pro rist téchto bakteri je obsah cukrii ve ving diilezity. AvSak cukry nejsou nezbytné
pro metabolické pochody ve ving. Obcas béhem JMK dochazi ke zvySeni koncentrace
glukosy a fruktosy. Toto zvySeni zfejmé ale nesouvisi s IMK, jelikoZ k nému dochazi i bez
malolaktické fermentace. Bakterie mlécného kvaSeni (BMK) se dale rozlisuji podle jejich
omezené biosyntetické schopnosti. Vyzaduji komplexni tadu zivin, véetn€ vitaminu
skupiny B, purinovych a pyrimidinovych bazi a nékolika riznych aminokyselin. To svédc¢i

o0 jejich omezené syntetické schopnosti, nejsou schopny produkovat hemové bilkoviny.[8]

2.1.1 Pouziti ¢istych kultur

JMK muze probihat na zaklad¢ ¢innosti mlécnych bakterii, které se vyskytuji spontanné na
hroznech ve vinici nebo ve vinarském provozu. Z pohledu kontroly celého technologického

procesu JMK je vSak vyhodnéjsi inokulace Cistou kulturou mlécnych bakterii Oenococcus
oeni.[1]

Pouziti Cisté bakteridlni kultury umoznuje vyrobci nacasovat JMK a ¢astecné ovlivnit 1
délku odbouravani kyseliny jablecné. Selektované bakterie navic maji vétSinou pozitivni

vliv na aromaticky a chutovy projev vina.|[1]
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Toto nacasovani je pfitom velmi dilezité. Jeho pribch se doporucuje zaradit po ukonceni
alkoholového kvaseni, kdy se vinafi vyhnou nadmérné produkci kyseliny octové a kyseliny

D-mlécné. Ty mohou negativné ovlivnit aroma a chut’ vina. [1]

Vyssi uroven pocatecni inokulace mlénych bakterii urychluje zacatek a zkracuje JMK.
Vede také k niz$i tvorbé diacetylu.[9] Inokulovand populace by proto méla predstavovat
10° KTJ/ml (KTJ — kolonie tvofici jednotku). Nizka Groven inokulace (2 x 10* KTJ/ml) ma
prodlouzenou ,,lag fazi“ az na dobu 14 dnd a vytvaii vyssi obsah diacetylu, ktery mtze
negativné ovliviilovat senzorickou kvalitu vina. Pfiprava inokulace bakterii v plné¢ dévce a

dle navodu vyrobce je proto dulezita.[9]

Dals$im zptusobem aplikace mlé¢nych bakterii je vzdjemna inokulace Cistych selektovanych
kvasinek a mléénych bakterii. Pfi tomto kroku dochédzi rovnéz k preméné kyseliny L-
jablecné na kyselinu L-mlé€nou, pii souCasném zachovani ovocného charakteru vina.
Spole¢na inokulace kvasinek a bakterii umoziiuje mléénym bakteriim dobie se pfizptisobit

zvySujicimu se obsahu alkoholu.[1]

Alexandre a spol. (2004) se =zabyvali interakci mezi Saccharomyces cerevisiae a
Oenococcus oeni a bylo dokazano, ze kvasinky mohou stimulovat ¢i inhibovat JMK.[7]
Kmen kvasinek, ktery ma vysoké pozadavky na vyzivu béhem kvaseni, potiebuje pied
zacatkem JMK nutné dodat vyzivu, kterd zabezpe¢i dobry rozvoj bakterii. V mostech s
nedostateénym obsahem zivin mohou nékteré kmeny kvasinek vytvaret vyssi obsah SO,,
ktery miize nasledné brzdit rozvoj mléénych bakterii.[9] Osborne a Edward (2007) zjistili,
ze nekteré kmeny S. cerevisiae mohou produkovat peptid zodpovédny za inhibici JMK.

Uspésna spolecna inokulace zavisi na vhodné vybrané kombinaci kvasinek a bakterii.[7]

Pokud jsou vytvoreny optimalni podminky, umozni spolecnd inokulace rychlejsi pribéh
JMK, takze vina ziskavaji méné ,,mlécn¢ho a ,,jogurtového® charakteru a zachovavaji si

vyrazné€j$i chutovou a aromatickou svézest.[1]

V soucasnosti jsou riizné startovaci kultury pro JMK uzplisobeny v komercni podobé¢ jako
lyofilizované preparaty. AvSak vitalita téchto starterovych kultur, mizZe byt sniZzena po
zaoCkovani do vina. Vyhodnégj$i pro bunéfnou vitalitu je pouziti Cerstvych ¢i pouze
zmrazenych preparati. OvSem tyto roztoky, nejsou vhodné pro davkovani do velkych
objemt. Pouziti starterovych kultur se smiSenou mikrobidlni populaci poskytuje inokulum
témet nepouzitelné. Na druhou stranu, ackoli nizka bunécna aktivita negativné ovliviiuje
vysledek inokulace, vysoka vitalita nezaruci uspéch JMK. Rlzné chovani bakterii ve vin¢

ukazuje na rtizné bakterialni kmeny, které odrazeji jejich rozdilné schopnosti pfizpusobit
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se a na riznou malolaktickou aktivitu ve viné. Zatim co jeden kmen bakterii neni schopny
za urcitych limitujicich chemicko-fyzikalnich podminek se adaptovat, jiny kmen za

stejnych podminek se adaptuje a dochazi k jeho pomnozeni.[7]

2.2 Podminky JMK

Na vlastni proces JMK ma vliv nékolik faktori:

Hodnota pH — je jednim z nejdulezitéjSich faktora, které obliviiuji pribéh JMK. Obvykla
hodnota je v rozmezi 3,0 — 3,6 pH. Cim vys§i je hodnota pH mostu nebo vina, tim snadngji
dochdzi k rozmnoZovani mléénych bakterii a k rychlejSimu pribéhu JMK.[1] ZvySeni
hodnoty pH u mosti zptisobi, ze takové mosty a vina jsou potom nachylnéjsi na rist
divokych mléénych bakterii. Nizkd hodnota pH brzdi naopak riist a vyvoj O. oeni. Jestlize
je hodnota vysoka, dochdzi k rozvoji bakterii Pediococcus a Lactobacillus nebo také
k rozvoji kvasinek Brettanomyces. Ve vinech s hodnotou pH < 3,5 jsou dominantni kmeny
bakterie Oenococcus oeni. Ve vinech s hodnotou pH > 3,5 se mohou castéji vyskytovat
bakterie rodu Pediococcus a Lactobacillus a mohou se stat dominantnimi. Nefizena JMF,
zejména pii hodnotach pH > 3,5 miZze vytvaret negativni senzorické vlastnosti, jako jsou
mlécéné a jogurtové aroma, hotké tony v dochuti vina, animélni a octové tony. U vin
s nizkym obsahem kyselin a hodnotou pH > 3,5 muze také diky aktivité bakterii
Pediococcus a Lactobacillus dojit k odbourdavani kyseliny vinné za vzniku kyseliny

mlécné, kyseliny octové a CO,.[9]

Obsah oxidu siFi¢itého (SO,) — velmi dobie eliminuje populaci vSech bakterii. Vyznamny
je obsah volného SO,. Vazany SO, ma vyrazné nizsi antimikrobialni pisobeni nez volny
SO,. Slabé sifeni mostu vétSinou nemd negativni vliv na probéhnuti JMK, protoze v
prabéhu alkoholového kvaseni se obsah volného SO, zpravidla snizi a vétSina mladych vin
nema vétsi obsah nez 25 — 40 mg/l celkového SO,. Aplikace SO, do mladych vin mize
naproti tomu velmi negativné ovlivnit nastup a prub¢h JMK. V takovém piipadé miZe 1

aplikace SO, v mnoZstvi 20 mg/1 piisobit negativné.[1]

V mostech s nedostate¢nym obsahem zivin mohou nékteré kmeny kvasinek vytvaret vyssi
obsah SO, ktery miize nasledn¢ brzdit rozvoj mlécnych bakterii. Rauhut aj. (2004) v této
souvislosti uvadi, ze ptfidavek cysteinu a glutathionu po ukonceni alkoholového kvaseni

pfispiva ke stimulaci riistu mléénych bakterii.[9]

Teplota — teplotni optimum pro JMK lezi mezi 22 — 25 °C. Ke spontannimu nastupu a

prib&hu JMK vétSinou nedochazi pti teplotach pod 10 °C.[1]
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Autolitickd aktivita kvasinek na konci alkoholového kvaSeni upravuje koncentraci
aminokyselin, peptidi a bilkovin ve viné. Pfi autolyze se uvoliuji glukany a
mannoproteiny. Mannoproteiny mohou stimulovat rtst bakterii dvéma zptisoby. Bud’ tim,
ze poutaji nékteré nezddouci mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem a tim zbavuji
vino latek, které jsou pro mlécné bakterie toxické, nebo dodavaji ziviny diky enzymatické
hydrolyze. Ponechani kvasni¢nych kalti ve viné po vykvaseni proto miize byt pro néstup
JMK pozitivni. Nehled¢ na skutecnost, Zze kvasni¢né kaly vytvareji reduktivni prostiedi a

brani tim oxidaci vina, nebot’ z divodii aktivace JMK neni mozné aplikovat SO,. [9]

Optimalni podminky pro JMK lze shrnout: teplota alesponi 18 °C, minimalni aplikace
oxidu sifi¢itého , Gprava pH pomoci chemického odkyseleni, delSi ponechani vina na

kvasnicich a vyssi podil kalovych ¢astic, aplikace Cisté bakterialni kultury.[1]

2.3 Metabolismus fenolickych sloZek

Studium interakci mezi fenolickymi latkami a BMK ve viné se odviji od metabolismu
hydroxyskoticové kyseliny riznymi rody bakterii vyplyvajici ze slozeni tékavych fenolu.
Derivaty urcitych fenolli maji podstatny vliv na aroma vina, proto jsou povazovany za
zdroj fenolové off-flavours vina, diky jejich charakteristické viini a nizkému prahu detekce.
Ve viné je mnozstvi téchto latek celkem nizké a jsou obvykle limitovany koncentraci jejich
prekurzori. Hernandez a kol. (2006) ukazali, Ze kyselina trans-kaftarova a kyselina trans-
koutarova jsou substraty pro BMK u nichZ se projevi aktivita skoficové esterasy zvySenim
koncentrace hydroxyskoticové kyseliny. Dal§im zdrojem kavové a p-kumarové kyseliny
mohou byt hydrolyzaty cinnamoyl-glukosid antokyanii, stejné jako dalsi derivaty kyseliny

hydroxyskoticové vzniklé ¢innosti enzymt BMK.

Déle se ukazalo, ze mezi vinnymi BMK je jistd zavislost. Ta mize byt kmenova nebo
muze zaviset na isomerni formé vysSe zminénych esterli, protoze pouze trans-isomery se
ucastnili danych reakci. Kromé BMK mohou byt volné fenolické kyseliny metabolizovany
1 jinymi mikroorganismy, hlavné Brettanomysec/Dekkera na 4-vinyl derivaty, které mohou
byt dale redukovany na 4-ethyl derivaty. Proto na zaklad¢ téchto pozorovani lze fici, Ze

BMK mohou pfispét k rozdilim v trovnich vinylfenold. [7]
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3 PRIRODNI ANTIOXIDANTY

Rostliny obsahuji riiznorodou skupinu sloZzek s antioxida¢nimi vlastnostmi, které jsou
zastoupeny ve formé vitaminti (C, E, A), mineralnich latek (méd’, Zelezo, selen) a dalSich
slozek bézné stravy. Ziskdvame je potravou, hlavné z ovoce, zeleniny, obilovin a napoja

[11].

Mezi piirozené se vyskytujici antioxidanty patii rostlinnd barviva (flavonoidy), nejrizné;jsi
fenolické latky, tokoferoly, fosfolipidy, lignany, diterpeny, kurkuminoidy, taniny a mnoho
dalsich latek. Tyto latky jsou obsazeny ve vétSim ¢i menSim mnozstvi predevSim v
rostlinnych materialech, z nichz mohou byt také extrahovany.[12] Antioxidanty zachytavaji
volné radikaly diive, nez mohou Skodit a brani tak rozSiteni oxidacniho poskozeni.[14]
Z hlediska chemické podstaty jsou antioxidanty velmi riiznorodou skupinou a proto se lisi 1
chemickéd podstata jejich antioxida¢niho piisobeni (reakei s radikaly pferusuji fetézovou
radikalovou reakci, vazi do komplext katalyticky ptisobici kovy, reakei s kyslikem snizuji

jeho mnozstvi aj.).[12,13]

Bylo zjisténo, Ze antioxidanty zpomaluji, blokuji nebo zabramnuji oxidacnim zménam latek
v lidském téle a v buiikach. Obsah antioxidantii v potravindch zpomaluje ve znacné mite
aterosklerotické procesy, inhibuje akumulaci cholesterolu v krevnim séru a zvySuje
rezistenci cévnich stén proti jejich lamavosti. Mnohé antioxidanty snizuji riziko
onemocnéni koronarnich cév tim, ze zachycuji a neutralizuji volné radikély. Zelenina,
ovoce a zemedeélské plodiny predstavuji v lidské vyzivé vyznamny zdroj antioxidantti, jak
pii pfimé konzumaci, tak 1 ve formé zeleninovych a ovocnych §tav. Justesen a spol. odhadl

denni ptijem flavonoid na 26 mg na osobu.[14]

3.1 Antioxidanty vina

Mnozstvi a zastoupeni fenolickych latek ve vin€é a mostech ma velky vyznam pro kontrolu
oxidac¢nich reakci v lidském téle. Fenolické latky, obzvlasté flavanoly, maji antioxidacni
vlastnosti, které ptispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu. Vino obsahuje Sirokou Skalu
polyfenolyckych latek, které maji proti-rakovinové a protizanétlivé ucinky in vitro, ale také
dokazi zabranit bunéénému bujeni, které mize vyvolat aterosklerosu a koronarni srde¢ni
onemocnéni (CHD). Ve Francii je umrtnost na CHD daleko niz8i nez v jinych vyspélych
zemich, ackoli dieteticky pfijem nasycenych kyselin je vysoky. Mima konzumace
¢erveného vina je ziejm¢ zodpovédnd za tuto skuteénost zndmou jako ,,Francouzsky

paradox*[25]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30P

Antioxidacni vlastnosti flavonoida jsou dvojiho typu, a to ze pifimo zhasi volné radikaly
nebo prerusuji fetézovou reakci ¢i opravuji jiné antioxidanty jako je napf. a-tokoferol tim,
ze jim predavaji vodikovy atom. Aplikace katechinii na krysy ukdzala snizeni akumulace

lipidovych peroxida v plasmé a vyznamny ubytek spotieby a-tokoferolu.[30]

Fenoly jsou velkou a komplexni skupinou sloZenou z rtiznych jednotek, které se podileji na
kvalit¢ Cervenych vin. Jsou také vyznamné u bilych vin, ale vyskytuji se zde pouze v
malych koncentracich. Fenoly a jim piibuzné latky mohou ovliviiovat vzhled, chut’, aroma,
vuni a antimikrobialni vlastnosti vina. Mohou pochdzet z ovoce (slupka, duznina, semeno)
a tfapiny, mohou byt také produktem kvaseni, nebo mohou byt vyextrahovany z difevénych
sudd, ve kterych je vino uloZeno. Jejich obsah ovliviiuji predev§im péstitelské podminky,
mezi n€z lze fadit nejen klimatické a plidni vlastnosti stanovisté, ale 1 agrotechnické zasahy

pouzivané na vinici.[ 8]

SloZeni fenolickych latek ve vyrobeném viné zavisi jak na kvalit¢ hroznii, tak na pouzitém
zpuisobu vinifikace, zejména na podminkach macerace. U modrych odrid révy vinné

obsahuje 30 — 40 % vSech fenolickych latek slupka a 60 -70 % semena.[8]

Béhem vyroby vina miZzeme pozorovat zmény ve slozeni fenolti pti drceni hroznti, vlastni

fermentaci, MLF, pfi zrani v sudech ¢i v lahvich.[15]

3.2 Polyfenoly

Rostlinné polyfenoly jsou amorfni latky fenolické povahy, které jsou rozSifeny v
nejruznéjsich ¢astech rostlin — v kiie, dievée, listech, plodech, kofenech 1 v patologickych
utvarech. Uplatiiuji se pfi sraZeni roztokl Zelatiny a alkaloidi, se Zelezitymi solemi davaji
tmavé sraZeniny, oxiduji se v alkalickém prostfedi atd. Jsou v rostlinné fi$i vSudypiitomné,
dodavaji rostlinam charakteristické zbarveni, chut’ plodim, ale casto jsou smyslové

nevyrazné.[16]

Polyfenolické slouceniny, zvl. flavonoidy, jsou u¢innymi antioxidanty diky své schopnosti

zachytavat volné radikéaly mastnych kyselin a reaktivni formy kysliku. [14]

Predpoklada se, ze na protektivnim ucinku se podili schopnost rostlinnych polyfenolt
zhéSet reaktivni kyslikové radikdly a omezovat jejich tvorbu chelataci iontli pfechodnych
kovli, predevSim kationtd Zzeleza, které jsou schopny generovat vysoce reaktivni
hydroxylové radikaly. Polyfenoly chrani lipoproteiny o nizké hustoté pred oxidacni
modifikaci, ktera je povazovana za jeden z kliCovych d&jii pfi rozvoji aterosklerosy. Mohou

také plsobit proti vzniku krevnich srazenin a timto zplisobem sniZzovat riziko infarktu
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myokardu nebo mozkové mrtvice. Byla navrzena tfada mechanismi, kterymi mohou
polyfenoly ptfitomné v potravé cloveéka chranit pfed vznikem rakoviny. Zahrnuji fadu
ucinkdt na Urovni prenosu signald, které se uplatituji pii kontrole bunééného cyklu,
apoptézy a angiogenesy. Mohou se uplatnit také antiestrogenni uCinky nékterych ttid

polyfenold, predevsim isoflavont, lignanti a stilbenti.[17]

Nékolik tisic molekul majici polyfenolickou strukturu (n€kolik hydroxylovych skupin na
aromatickém kruhu), mizeme najit zejména u vyssich rostlin. Tyto latky jsou sekundarné
metabolizovany rostlinami a zpravidla se ucastni ochrany rostliny pfed UV zarenim ¢i
patogeny. Polyfenoly miizeme rozdélit do nékolika skupin v zavislosti na poctu

aromatickych kruhti a dalSich skupin, které jsou na né navazany. Délime je pak na [18]:
+ fenolové kyseliny
+ flavonoidy
+ stilbeny
+ lignany

Fenolické latky jsou dulezité¢ slozky vina jenz ovliviiuji jeho organoleptické vlastnosti.

Jedna se hlavné€ o barvu, sviravost a jeho aroma.[15]

Celkovy obsah fenolickych latek v konecném stadiu vyroby cerveného vina muze
dosdhnout 1 3500 mg/l se zastoupenim hlavnich fenolickych skupin: fenolové kyseliny
(hydroxybenzoové a hydroxyskoficové kyseliny jako jsou kyselina gallova a kumarova);
stilbeny (napf.trans-resveratrol); flavanoly (napf. myricetin, quercetin a keampferol);
flavonoly (napf. katechin a epikatechin); anthokyaniny (napf. malvidin-3-glukosid); a
proanthocyanidiny nebo kondenzované taniny (napt. epikatechin-katechin dimer nebo
prokyanidin B1).[15]

3.2.1 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velmi rozsédhlou skupinou rostlinnych fenola [6].
V soucasné dobé€ je znamo vice nez 6000 flavonoidnich latek a stale se nachdzeji dalsi
slouceniny [21]. Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvoieného
dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Bézné byvaji vSechny tfi
kruhy substituovany hydroxy skupinami nebo metoxy skupinami a jednotlivé derivaty se

1i81 pouze stupném substituce a oxidace.[20]
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Obr. 1: Flavan[19]

Flavonoidy mizeme pak rozdélit na 6 podskupin [18], a ackoli obsahuji hydroxylovou

skupinu nemaji vlastnosti jako alkoholy [20]:
+ flavonoly,
+ flavony,
+ isoflavony,
+ flavanony,
+ anthokyanidiny
+ flavanoly (katechin a proanthokyanidin).
Kromé toho mohou byt polyfenoly navazany na rizné sacharidy ¢i organické kyseliny.[18]

Jejich zakladni strukturu tvofi flavanové jadro a nebo 2-fenyl-benzo-y-pyran. Tato
struktura je charakteristicka pro 3-deoxyflavonoidy (flavony, flavanony, izoflavony a
neoflavony) a 3-hydroxyflavonoidy (flavonoly, anthokyaniny, flavan-3,4-dioly, a flavan-3-
oly). Flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé glykosidl, diky cemuz jsou Iépe
rozpustné v béznych fyziologickych podminkach rostlinné buiiky a zaroven snizuje jejich
reaktivitu a zabezpecuje lepsi stabilitu. Navic, glykosidy flavonoidii nejsou substratem pro

polyfenoloxidasu a tedy nepodléhaji tzv. enzymovému hnédnuti. [19]

Nejbéznéjsimi flavonoidy vina jsou flavonol, katechin (flavan-3-ol) a antokyanin (Cervené
vino). V mens$im mnozstvi je pfitomen flavan-3,4-diol (leukoantokyanin). Flavonoidy se
vyskytuji volné nebo jako polymery s dalsimi flavonoidy, sacharidy, fenoly nebo v
kombinaci s vySe zminénym. Flavonoidy jsou z velké <casti syntetizovany v
endoplazmatickém retikulu a nasledné¢ uloZzeny ve stiedni vakuole rostlinné buiky.
Predpoklada se, ze jejich funkci v hroznech révy vinné, stejné¢ jako u jinych rostlin, je

obrana pied mikroorganismy, hmyzem a bylozravci.|[ 8]
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Diky podobnym chemickym vlastnostem jsou flavanoly téZce separovatelné. Nicméng,
diky tomu, zeHPLC poskytuje rtizné reten¢ni €asy, je mozna identifikace téchto sloucenin.
[25]

Katechin

Hlavnim zastupcem flavan-3-olu v hroznech jsou (+)-katechin a jeho isomer (-)-
epikatechin a méné casto pak gallovy ester (-)-epikatechinu, (-)-epicatechin 3-gallat.
Gallokatechiny miizeme najit v odridach révy vinné (Vitis vinifera), zatim co katechin-3-

gallat a gallokatechin-3-gallat byly nalezeny v n¢kterych odrtidach non-Vinifera.[7, 38]

Flavanolové (flavan-3-ol) oligomery a polymery se nazyvaji kondenzované taniny nebo
proanthokyanidiny. Jejich nazev, taniny, vyjadfuje jejich schopnost interakce s proteiny a

vysrazet je.[7]

R

OH
OH (+)-catechin: R=H, R =0H, R,=H
(=)-epicatechin: R=H,R =H, R.=0H OH
8
HO o._ . (—)-epicatechin 3-gallate: R=H, Rj=H, R,=0-G
= oH ~
G= \\
o]

| (+)-gallocatechin: R=OH, R =OH, R_=H OH
L Ry (=)-epigallocatechin: R=OH,R =H, R =0H

6
4 Ri (+)-gallocatechin 3-gallate: R=0H, R =H, R,=0-G
OH (=)-epigallocatechin 3-gallate: R=0OH,R =0-G, R = H

Obr. 2: Struktura flavanolovych monomerii [7]

Ve viné jsou flavan-3-oly jednou z majoritnich skupin flavonoidii. Mizeme je najit ve
slupce a semenech, ze kterych jsou pak extrahovany do mostu béhem vinifikace. Tyto latky
jsou obzvlasté diilezité pro charakter vina (sviravost a trpkost), ktery zavisi na struktuie a
stupni polymerizace. Mimo to bylo zjiSt€éno, Ze proanthokyanidiny maji vysokou
antioxida¢ni kapacitu (in vitro a in vivo). Monomery katechinli, véetné¢ katechinu
samotného, epikatechinu, gallokatechinu a gallatovych esterd, piispély ke zvyseni

antioxidac¢ni kapacity plasmy a rezistence LDL cholesterolu pted oxidaci.[38]

(+)-Katechin a (-)-katechin jsou flavonoidy, které se hojné vyskytuji v pfirodnim materialu
nebo bylindch vyuzivanych v 1éCitelstvi. Katechiny, obzvlasté (-)-epikatechin (EC), (-)-
epikatechin-3-gallat (ECg), (-)-epigallokatechin (EGC), (-)-epigallokatechin-3-gallat
(EGCG), (+)-katechin a (+)-gallokatechin byly shledany, Ze maji antioxidacni,
protirakovinné, antiangiogenni, antimutagenni, hypocholesterolgenni, protidiabetické,
antibakterialni, proti HIV a protizanétlivé ucinky. (+ )- Katechin také vykazuje prevenci
pfed rakovinou a ma neuroprotektivni U¢inky. (-)-Epikatechin inhibuje glukuronizaci a

podporuje vstiebavani 1€kl ve stievech.[37]
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Rutin

Rutin (quercetin-3-rutinosid), nékdy nazyvany vitamin P, je nejCastéji se vyskytujici
glykosidickou formou quercetinu.[22] Poprvé byl objeven v pohance v 19 stol. Jedna se o
nizkomolekuldrni polyfenolickou latku Siroce zastoupenou v ovoci i zelenin€. Pohanka je
vSak jeho hlavnim zdrojem.[26] Tato latka je vyS$imi rostlinami syntetizovana jako obrana
vuci ultrafialovému zafeni a chorobam. Rutin jako sekundarni metabolit rostlin se pouziva
k 1éCeni zvySené lomivosti a propustnosti krevnich vldsecnic zplisobenych riznymi
chorobami, ma také antivirové a antihypertenzni vlastnosti.[22, 26] Velmi vyznamna je
také jeho antioxidani ucinnost tj. schopnost pisobit proti volnym radikalim. Z

chemického hlediska se jedné o diglukosid polyfenolu quercetinu.[22]
Quercetin

Quercetin se v rostlindich vyskytuje hlavné jako glykosid, jako je rutin (quercetin-3-
rutinosid) a quercitrin atd. Pfed nékolika lety se quercetin a rutin stali centrem z4jmu diky
jejich schopnosti vychytavani volnych radikald, jejich pfiznivému ucinku na poskozenou

DNA a jejich fyziologickému efektu.[36]

3.2.2 Stilbeny

Stilbeny jsou rozezndny jako biologicky aktivni latky, které vykazuji protifungicidni
aktivitu. Nej€astéji popsanym antimikrobialnim efektem resveratrolu a dalSich stilbent je
pusobeni proti nejcastéjSimu patogenu, ktery napada hrozny révy vinné, Botritis cinerea,
ktery je pfi¢inou znacnych ztrat ve vinicich po celém svéte.[29]

Stilbeny jsou podskupinou fenolickych latek pfirozené se vyskytujici v druzich rostlin, ale
syntetizovany v réve vinné jako ochrana pfi reakci na stres, proti mikrobidlni infekci a UV
zateni. Béhem vyroby vina jsou uvolnény v mostu a nasledné i ve viné. Diky jejich
antioxida¢nimu, antikarcinogennimu a antimutagennimu ucinku, maji stilbeny velky

vyznam v lidské vyzive.[7]

Stlibenoidy jsou odvozeny od kyseliny skoficové a tii acetatovych jednotek z malonyl
koenzymu A. Prvni ¢ast byosintézy je spole¢nd i pro flavonoidy. Dals§i dvé drahy se
rozdeluji v bod¢ cyklizace styryl-3,5,7-triketoheptanové kyseliny. C-acylaci vznika chalkon
a naslednou modifikaci vznika flavonoid. Aldolovou kondenzaci téhoz meziproduktu
polyketidu se vytvaii stilben-2-karboxylova kyselina, ktera je nestabilni a vznikd tak fada

struktur znamych jako stilbenoidy.[7]
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Koncentrace stilbent ve vin¢ zavisi na mnoha faktorech. Kromé klimatickych podminek a
odrtd¢ révy vinné jsou to také UV zafeni, plisnové onemocnéni, obsah iontl tézkych kovia
a enologické metody. Jejich obsah je také ovlivnén enzymatickou aktivitou kvasinek, a to
druhy které produkuji isomerasy a glukosidasy. Rovnéz bakterie mlééného kvaseni
zodpovédné za MLF ve viné, mohou mit vliv na koncentraci stilbeni. Naopak starnuti

vina, jak se ukazalo nema zadny vliv na obsah stilbenii.[7]
Resveratrol (RV)

Jednim z nejvice zkoumanych stilbenti je trans-resveratrol (3,5,4 -trihydroxistilben),
fytoalexin produkovany hrozny jako odpovéd na plisiové onemocnéni, zejména pfi
napdeni plisni rodu Botrytis cinerea. Syntesa resveratrolu v hroznech probiha zejména v
buiik4ch slupky a je nulové nebo jen velmi nizka v duzning.[7]

Zé4jem o sledovani resveratrolu byl podminén existenci tzv. ,,francouzského paradoxu®.
onemocnéni korondrnich tepen (infarktu myokardu), a to navzdory tomu, Ze spotieba tuki
byla vysoka. Konzumace vina byla jednim z faktora, kterym bylo mozno vysvétlit nizkou
umrtnost na onemocnéni véncitych tepen.[23] Fenolické latky Cerveného vina vykazuji
antioxida¢ni aktivitu a prevenci pted oxidaci LDL cholesterolu. Epidemiologické studie
zaznamenaly, pifi mirmé konzumaci vina, snizeni rizika ischemického srde¢niho
onemocnéni. Je prokdzdno, ze RV je UCinnym inhibitorem oxidace polynenasycenych

mastnych kyselin (PUFA), které jsou soucasti LDL cholesterolu.[27]

V soucasné dobé¢ tada pracovist’ testuje biologické vlastnosti resveratrolu od antioxidac¢nich
vlastnosti a vlivu na aterosklerosu a kardiovaskularni choroby, az po antimutagenni efekt a

chemoprevenci nddorovych onemocnéni. [23]

RV byl poprvé izolovan v roce 1940 z kotene Cemeftice bilé (Veratum grandiflorum O.
Loes).[27] Komplexni poznatky o resveratrolu byly ziskany v osmdesatych letech minulého
stoleti, kdy pfistrojové vybaveni (zejména HPLC) umoznilo sledovani jeho vyskytu a
koncentrace ve vinné révé. V fade studii bylo prokdzano, Ze resveratrol jakozto polyfenol
ptirodniho ptivodu, je biologicky aktivni, ma vyznamné antioxidacni vlastnosti a pohlcuje

volné radikaly.[23]

Resveratrol je svou strukturou 3,4,5-trihydroxystilben. Diky jeho struktuie mohou
existovat dva isomery cis- a frans-. V rostlinném materialu se obvykle vyskytuje smés
obou isomert, vétSinou ale pfevazuje trans- isomer. Resveratrol se vyskytuje rovnéz ve

formé glukosid, B-glukosyloxy skupina je vadzana bud’ na uhlik C-3(piceid), nebo v poloze
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C-4’(resveratrolosid). Krom¢& toho miZeme v rostlinném materidlu najit oligomery
resveratrolu, tzv. konstitutivni stilbeny, dimer resveratrolu e-viniferin a trimer o-viniferin.

[23, 24]

OH

HO

Obr. 3: Resveratrol (3,5,4'-
trihydroxy-trans-stilben)

Resveratrol lze zatfadit mezi fytoalexiny, coz jsou sekundarni metabolity rostlin, které se
zacnou tvofit de novo nebo ve zvysené mite jako odpoveéd na stres (mechanické poskozeni,
UV zéfeni, ozon) nebo po napadeni rostliny nepatogennimi nebo avirulentnimi bakteriemi,
viry ¢1 houbami.[23] AvSak je rovnéz produkovan po chemickém oSetfeni fungicidy a
herbicidy.[28]

Pti vinifikaci ¢erveného vina zejména pii jeho maceraci se slupkami a semeny a béhem
fermentace, vzrista obsah resveratrolu. Obsah a syntesa resveratrolu je také ovlivnéna

odridou révy vinné, kterd mize byt geneticky kontrolovadna.[28]

Piestoze vino je hlavnim zdrojem resveratrolu, je malo informaci o absorpci, distribuci

a metabolismu trans-resveratrolu v lidském a zvifecim téle.[28]

3.2.3 Fenolové kyseliny (hydroxy kyseliny)
Kyselina hydroxyskoricova (HCA) a jeji derivaty

Hydroxyskoticové kyseliny maji C6-C3 kruh, formaln¢ patii do skupiny fenylpropanoidi.
Mezi HCA, které mizeme najit ve viné, patii kyselina kdvova, p-kumarova, ferulova a
sinapova kyselina. Tyto latky se vyskytuji v cis- a trans- konfiguraci, kde trans formy jsou
vice stabilni a proto 1 vice ptevazuji. HCA se ve viné vyskytuji v menSim mnozstvi v jejich

volné formé, zatim co depsidy, jako jsou estery I-(+)-vinné kyseliny, ptevladaji.[7]

Mezi hydroxyskoficovymi kyselinami pievlada kyselina kaftarova. Tvoii az 50% z
celkového mnozstvi HCA. Dalsi dilezité latky jsou estery kyseliny vinné, p-kumarové a
ferulové a trans-p-kumarovy glikosid. Obsah HCA ve viné zavisi na mnoha faktorech.
Jednak je to odriida vina, péstitelské podminky, klimatické podminky atd. Neni proto

ptekvapujici, ze v ziskanych vysledcich od riznych autorti jsou zna¢né rozdily. Obvykle se
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koncentrace pohybuje okolo 100 mg/l. Zatim co §tdvy a mladd vina obsahuji malé

mnozstvi volnych hydroxyskoticovych kyselin, béhem skladovéani dochazi k jejich nartstu.

[7]

COOR,
=

Ro R;
OH

Obr. 4: Hydroxyskoricova

Tab. 1: Struktury hydroxyskoricové kyseliny ve vine [7] kyselina
Hydroxyskoticové kyseliny R, R R3 MW
Kyselina hydroxyskoficova H H H 148

Kyselina kavova OH H H 180
Kyselina kaftarova OH H Kyselina vinna 312
Kyselina p-kumarova H H H 164
Kyselina p-koutarova H H Kyselina vinna 296
Kyselina ferulova OCHs H H 194
Kyselina fertarova OCH; H Kyselina vinna 326
Kyselina sinapova OCH; OCH; H 224

Kyselina ferulova

Kyselina ferulova (4-hydroxy-3-methoxyskoficova kyselina) (FA) patii mezi fenolické
latky, které mizeme najit témét v kazdém rostlinném pletivu, diky ¢emuz tvoii podstatnou
bioaktivni souc¢ast mnoha potravin.[32] FA vznikd v metabolizmu fenylalaninu a tyrosinu.

[31]

Poprvé byla izolovana z komeréni pryskyfice v 1866 a chemicky syntetizovana v 1925.
Ovsem jeji biologicky ucinek byl objeven az v 70. letech minulého stoleti.[32] DnesSni
dobé se pouziva ke stabilizaci sadla a rostlinnych olejii a potravin obsahujicich tuky a oleje.
[33]

Jejimi bohatymi zdroji jsou obilné otruby, celozrnné obilné vyrobky, citrusové plody,
banany, kava, pomeranCovy dzus, lilek, bambusové vyhonky, ¢ervena fepa, hlavkové zeli,

Spenat a brokolice.[22]
Kromé¢ antioxidaéniho ucinku ma ferulova kyselina nékteré dalsi vlastnosti, které jsou
velmi prospéSné pro potravinarsky primysl (antimikrobidlni a texturdlni vlastnosti).

Protoze jde o pfirozenou strukturalni slozku rostlin, Ize pouzivat k zachovani kiehkosti
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tepelné opracované zeleniny, ale také k zahuStovani, nebot’ ma schopnost tvofit gely a
gumy. Pokud se ziskava ze zemédélského odpadu za piijatelnou cenu, lze kyselinu

ferulovou také pouzivat jako surovinu pro vyrobu vanilinu pomoci plisiovych kultur.[33]

Pohlcovani UV zéfeni kyselinou ferulovou katalyzuje stabilni fenoxy radikadlovou formaci
a tak zvy$i jeji schopnost ukoncit fetézovou radikdlovou reakci. Podle uc¢inného
vychytavani Skodlivych radikalti a potlaceni radiace vyvolané oxidaéni reakci, ferulova
kyselina mtze slouzit jako dulezity antioxidant v udrzeni fyziologické integrity bunék
vystavenych kysliku a zasahu UV =zafeni. Podobna fotoprotekce je vyuzivana 1 v

kosmetickych prostfedcich. Rovnéz fada dalSich prumyslovych vyuziti kyseliny ferulové je

zaloZena na jejim antioxidacnim potencialu.[31]
Derivaty kyseliny benzoové (HBA)

HBA jsou odvozeny od benzoové kyseliny a jsou charakteristické C6- C1 uhlikovym
skeletem (viz obr.5). Nejznaméjsi derivaty, které mizeme najit ve viné jsou kyselina
gallova, p-hydroxybenzoova kyselina, kyselina syringova, salicylova a vanillova. Ve viné
muzeme tyto kyseliny najit hlavné v jejich volné podobé. Mnozstvi HBA ve viné€ zavisi na

odridé vina a ristovych podminkach.[7]

COOH
R;
R, R
Rs
Obr. 5: Hydroxybenzoova
kyselina
Tab. 2: Struktury kyseliny hydroxybenzoové ve viné [7]
Hydroxybenzoové kyseliny R, R, R; R, MW
Kyselina gallova H OH OH OH 170
Kyselina p-hydroxybenzoova H H OH H 138
Kyselina protokatechova H OH OH H 154
Kyselina salicylova OH H H H 138
Kyselina syringova H OCH; OH OCH; 198

Kyselina vanillova H OCH; OH H 168
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Kyselina gallova

Kyselina gallova je jednou z HBA jenz se vyskytuji v nejvétSich koncentracich. Tato
kyselina nepochdzi pouze z hrozni, ale vznika hydrolyzou hydrolyzovanych a

kondenzovanych tanint, flavan-3-ol ester kyseliny gallové.[7]

Kyselina gallova (3.,4,5-trihydroxybenzoova kyselina) je piirozené se vyskytujici
polyfenolicka latka v mnoha druzich ovoce, zeleniny a z nich vyrobenych produkti (¢aj,
vino atd.) uplatiujicich se jako antioxidant.[34,35] Tato kyselina je velmi dobfie
absorbovana lidskym télem; ve skutecnosti se mikromolarni koncentrace objevuji, at’ uz ve
volné¢ formé nebo jako glukuronidy kyseliny gallové a jeho hlavniho metabolitu

4- O- methylgallat, v krevni plasmé& po poziti potravy bohaté na tuto kyselinu.[34]

Kyselina gallova je znama jako silny antioxidant schopny zhaSet volné kyslikové radikaly
(ROS). Nicméné, jiné studie ukézaly cytotoxickou aktivitu. Ta je zfejmé zpusobena
intracelularnim Ca2+ a reaktivnimi formami jako jsou superoxid anionty, peroxid vodiku,
hydroxylové radikaly a chinony. Kromé toho je kyselina gallova povazovéna jak za

antioxidacni tak prooxidac¢ni latku.[34]

Nekteré estery kyseliny gallové jsou pouzivany jako aditiva do potravin pro preventivni
oxidaci. Vyuzivaji se rovnéz pro své biologické a farmatologické ucinky, vcetné
vychytavani volnych radikal vyvolavajicich apoptosu rakovinovych bunék, inhibici

Skodlivych epoxidas prerusujici signal drahy zahrnujici Ca?* a ROS.[35]
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4 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separani metoda, pii které se oddéluji — separuji slozky obsaZzené ve
vzorku.[38] VSechny chromatografické¢ separa¢ni metody jsou zalozeny na rovnovazné
distribuci slozek vzorku mezi dvé faze, z nichz jedna je mobilni a druhd stacionarni. Aby
dochazelo k vyse uvedené distribuci, musi existovat faizové rozhrani mezi stacionarni a
mobilni fazi, ktera unasi slozky vzorku tak, aby obtékala stacionarni fazi. Pfi déleni
dochazi k opakovanému vytvareni rovnovaznych stavl separovanych latek mezi mobilni a
stacionarni fazi. Chromatograficky systém se mize natolik blizit rovnovaze, ze distribuci
sloZzky A mezi dvé faze mizeme popsat distribuc¢ni (rozdélovaci) konstantou Kp, coz je
pomér rovnovaznych koncentraci této slozky [A] ve dvou koexistujicich fazich. Rtzné
slozky maji riizné hodnoty distribuénich konstant. Cim je hodnota distribuéni konstanty pro
danou latku vyssi, tim jeji molekuly setrvaji ve stacionarni fazi delsi dobu a tim vétsi je jeji
retence. Pro déleni jednotlivych slozek je tedy nutné, aby se liSily svymi distribu¢nimi

konstantami.[39]

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou latku v daném systému je elucni
(reten¢ni) Cas tg nebo elucni (retencni) objem Vy. Reten¢ni cas je doba, kterd uplyne od

nastfiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky a retenni objem je protekly objem

kolonou za tuto dobu.[39]

4.1 Rozdéleni chromatografickych metod
Chromatografickych metod je velké mnozZstvi. Proto je ucelné jejich rozdéleni do urcitych

skupin. Vzhledem ke zna¢né riznorodosti se d¢li podle nékolika hledisek:[38]
+ Podle skupenstvi mobilni faze

+ Kapalinovéa chromatografie (Liquid Chromatography — LC) — mobilni fazi je

kapalina.
+ Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) — mobilni fazi je plyn.
+ Podle usporadani stacionarni faze
+ Kolonova chromatografie — stacionarni faze je umisténa v trubici (kolong¢).
+ Plosné techniky:

Papirova chromatografie (Paper Chromatography — PC) — staciondrni faze je soucasti

chromatografického papiru.
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Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography -TLC) — stacionarni faze je

umisténa na pevném plochém podkladu (napt. Sklenéné desce nebo hlinikové folii).
+ Podle povahy déje, ktery pievlada pti separaci

Obvykle se pii separaci uplatituje nékolik fyzikalné-chemickych déja soucasné, ale jeden z

nich prevlada.

+ Rozdélovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odlisna rozpustnost slozek

vzorku ve staciondrni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyn).

+ Adsorp¢ni chromatografie — o separaci rozhoduje riznéa schopnost slozek poutat

se (adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuha latka).

+ lontové-vyménna chromatografie — o separaci rozhoduji rizné velké
elektrostatické pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze

(iontoménic) a ionty vzorku.

+ Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na poérovité
stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v pdrech gelu zdrzuji déle

(molekulove sitovy efekt).

+ Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku pravé

urcité slozky, ke kterym ma tzce selektivni vztah (afinitu).

V této praci byla vyuzita metoda HPLC s UV-VIS detekci, proto se nize budu zabyvat

pouze touto metodou.

4.1.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi
vyrazné 1 pouzitd mobilni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a
stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé
z nich. Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace — adsorpce, rozd€lovani na
zakladé rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické
interakce v afinitni chromatografii. Podle uspofadani stacionarni faze rozliSujeme

kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou chromatografii.[38]

ProtoZe je mozno pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pfevadét vzorek na plyn, je
kapalinova chromatografie vhodna i pro separaci tepeln¢ nestalych a neté¢kavych sloucenin.
[38]
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Cerpadlo.

Kapalina se do kolony ¢erpad pistovymi nebo membranovymi Cerpadly. Dobré cerpadlo
dociluje pratoku v rozsahu od mikrolitrGi do desitek mililitrh za minutu s méné nez 1 %
kolisanim pratoku pii tlaku az 35 MPa. Material Cerpadla (nerezové ocel, keramika, plast)
nesmi byt naruSovan mobilni fazi a nesmi do ni uvoliovat zadné latky. Ventily fidici tok

eluentu jsou ¢asto zhotoveny z pryze nebo safiru.[38]
Déavkovaci zarizeni - Autosamplery HPLC

Automaticka davkovace jsou spojené se zdsobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény
mikronddobky (vialky) uzaviené pryzovym septem nebo perforovanou zéitkou z
polypropylenu. Existuje néckolik druhti konstrukéniho spojeni injekéni stiikacky
davkovace:[39]

. Injekéni stiikacka davkovace je fixni a pohybuje se pouze zasobnik vzorku
pod zvednutou jehlou injekéni stiikacky davkovace, jejiz pist je ovladan specidlnim
krokovym motorem. Pohyb zasobniku je bud’ osovy nebo kruhovy

. Zasobnik vzorkli je fixni a pohybuje se raménko injekéni stiikacky

davkovace ve sméru osy x-y-z

. Zasobnik 1 injek¢ni stiikacka davkovace jsou fixni, vialka je roboticky
dopravena pod zvednutou jehlu injekeni stiikacky davkovace, kde miize dochéazet k

dal§imu zpracovani vzorku

Pii davkovani by nemél byt pferuSen tok mobilni faze kolonou, této podmince vice
vyhovuje druhé zminované feSeni. K zamezeni kontaminace vzorkd (crossover, cross
contamination) se pouziva oplach jehly a to jak vnitfni tak vnéjs$i oplach. Prostor pro

vzorky je v soucasné dobé vétSinou temperovan (0-50 °C) a chranén pred svétlem.[39]
Kolona

Chromatograficka kolona je v podstaté trubka nebo kapilara rovnomérné naplnéna nebo
pokrytd staciondrni fazi. Plast kolony (hardware) ma za ukol tudiz udrzet pohromadé

stacionarni fazi, pfi¢emz na hardware kolony jsou kladeny urcité pozadavky:
+ musi byt chemicky inertni
+ musi odolavat pomérné¢ vysokym tlaklim

+ vnitini povrch plasté kolony musi byt dostate¢né hladky
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Nejpouzivangj$i material k vyrobé kolon je nerezova ocel (typ 316), plasty (PEEK) nebo
sklo. Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plasté (1), ktery je uzavien
porézni kovovou fritou (2), kterd zabraniuje uvoliiovani stacionarni faze (3) z kolony a
soucasn¢ umoziuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonceny
prevlecnym ochrannym krouzkem (4) a koncovou hlavici (5), ve které je navrtan vstup pro

kapilaru se Sroubem (6).

o - =

Obr. 6: Chromatograficka kolona [39]
Detektory v kapalinové chromatografii

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi.

Priito¢na cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet tésnost.[38]

Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji eluent. Detektory zaznamenavaji
rozdil mezi prichodem c¢ist¢ mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku
celou detektoru. Detektory se nejCastéji d€li na detektory koncentracni a hmotnostni.
Koncentracéni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky v eluentu
dm/dV nezavisle na ptivodu slozky do detektoru. Hmotnostni detektory reaguji na zménu
hmotnostniho toku slozky v eluentu dm/dt do detektoru. Jiny zplisob déleni je na detektory
nedestrukéni a detektory destrukéni. V nedestrukénich detektorech nedochézi k chemické
zméné detekované komponenty, v destrukénich detektorech se detekovana komponenta

ireverzibilné¢ méni.[39]
Na detektor jsou kladeny urcité idealni pozadavky:

+ moznost detekce vSech ptitomnych komponent (univerzalnost)

rozmezi (Siroky linearn¢ dynamicky rozsah)
+ vysoka citlivost a nizk4 uroven Sumu

+ robustni vii¢i zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty
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+ mimokolonovy pfispévek k rozsifovani elucnich zon co nejmensi
+ umoznit gradientovou eluci

V praxi takovy detektor neexistuje a rtizné typy detektorti se jednotlivym pozadavkim
viceméné piiblizuji.
UV/VIS HPLC detektory

Spektrofotometrické¢ detektory jsou zalozeny na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-
Beerové zakoné, ktery vyjadiuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy,
koncentraci absorbujici slozky a vlastni velikosti absorpce, vyjadienou jako absorbance
(A).[39]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo v teoretické Casti popsat vyrobu cerven¢ho vina, blize se
zamétit na malolaktické kvaSeni, jeho vliv na obsah antioxidantii ve viné a dale popsat
jednotlivé antioxidanty, které se ve vin¢€ vyskytuji a metodu, kterou byly posléze stanoveny

v praktické ¢asti.

V praktické ¢asti bylo cilem stanovit obsah vybranych antioxidantl a zjistit jak se méni
jejich koncentrace v prubc¢hu malolaktické fermentace a nasledné zjiSténé vysledky

prodiskutovat s literaturou.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Analyzovany material

Pro analyzu byly odebrany vzorky po probéhnuti hlavniho kvaseni od dvou vinait (vinaf
¢.1, vinar ¢.2) ze stejné vinai'ské podoblasti (Slovacko) a stejné vinaiské obce (PoleSovice).
Prvni den odbéru vzorku dané odrudy je vzdy pro oba vzorky (kontrolni, zaockovany)
spole¢ny. U vinate ¢.1 byly vzorky odebirany v ¢asovém rozpéti 3 dnii za¢atkem prosince
2010 az do zacatku ledna 2011, kdy prvnim dnem je povazovan den zaoCkovani. Jednalo se

o vzorky odriidy Cabernet Moravia a Zweigeltrebe.

Dalsi sada vzorkl byla poskytnuta vinafem ¢.2 odebiranych v intervalu 14 dni, s tim Ze po
zaoCkovani se prvni vzorek, v pripad¢ Zveigeltrebe, odebral az po 44 dnech, stejné jako
posledni odbér. U vzorku Cabernet Moravia se odebiraly vzorky v intervalu 14 dni kdy
posledni tfi dny se interval prodlouzil na 45, 45 a 24 dni. Vzorky byl odebirany v obdobi,
v ptipad¢ odridy Zweigeltrebe, od konce tijna 2010 az do poloviny biezna 2011. V ptipadé
odrtidy Cabernet Moravia byly odebirany v obdobi od konce listopadu 2010 do poloviny
dubna 2011.

Pro zaockovani byl pouzit zamrazeny a suseny startovaci preparat na bilé a Cervené vino
vybrany z Leuconostoc oenos-kmenu (Oenococcus oeni) znatky BIOSTART® FORTE
SK2.

6.2 Stanoveni antioxidantu ve viné metodou HPLC-UV-VIS

6.2.1 Chemikalie a material
+ Metanol HPLC GRADE (Fisher Scientific)
+ Acetonitril (ACN)
+ Kyselina trifluoroctova (Fisher Scientific)
+ Standardy antioxidanti:
- (¥)-Catechin hydrate (Sigma — Aldrich)
- (-)-Epikatechin (Extrasynthese)
- Kyselina gallovd monohydrat (ACROS ORGANICS)

- Resveratrol (TCI EUROPE )
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- Kyselina kdvova (Sigma — Aldrich)
- Kyselina skoficova (Sigma — Aldrich)
-~ Quercetin (Sigma — Aldrich)
+ Redestilované voda (IDPE 8-18 N, Vitrum)

+ Vzorky vin: Cabernet Moravia, Zweigeltrebe (vinaf ¢.1), Cabernet Moravia,

Zweigeltrebe (vinaf ¢.2), PoleSovice, podoblast Slovacka

6.2.2 Pouzité pomiicky a pristroje
+ Analytické vahy (Adam AFA-210 LC)
+ Vialky (HEVVLETT PACKARD hp)
+ Septa (VITRUM 8 MM)
+ Mikropipeta (TREFF LAB, TRANSFERPETTE S 100-1000 pl)

+ Mikrofiltr ( LNY 1345-100, LUT Syringe Filters Nylon 13 mm, 0,45 mm, pk/100,
LABICOM s.r.0)

+ Ependorfky (Vitrum)
+ Aparatura pro HPLC-UV-VIS (DIONEX ULTIMATE 3000 SYSTEM):

— detektor (DIONEX Diode Array Detectors, DAD-3000 (RS) and MWS-3000
(RS))

- pumpa (DIONEX ULTIMATE 3000 SD and RS pump)

- autosampler (DIONEX ULTIMATE 3000 Autosamplers WPS-3000 SL and
WPS-3000 RS)

- PC s vyhodnocovacim programem Hy Star

6.3 Metodika

Pro stanoveni antioxidantli ve vin¢ byla vybrana metoda HPLC s UV-VIS detekci, kdy
standardy 1 vzorky vin byly proméfovany pii vinové délce 205, 210, 275 a 375 nm. Pro
méteni byla pouzita kolona WATREX NUCLEOSIL 120-5 C18 (250x4 mm) o velikosti
astic 5 um a velikosti pori 120A (12 nm). Pii méfeni bylo vyuZito gradientové eluce (viz.
tab. 6.1.) Jako mobilni faze A byl pouzit roztok voda: acetonitril: kyselina trifluoroctova

(H20 : C2H3N: C2HF302) v poméru 95: 50: 0,035 a jako mobilni faze B byl pouzit
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roztok téchto latek v poméru 50: 50: 0,025. Eluce probihala pti 30 °C a pritoku 1 ml.min".
Objem nastiiku vzorku byl 10 pl.

Tab. 3: slozeni mobilni faze pri gradientové eluci

Cas[min] MFB[%] MF A [%]

0 15 85
5 20 80
15 30 70
20 50 50
25 30 70
27 15 85

6.3.1 Postup pro naméreni kalibra¢nich krivek epikatechinu, katechinu, kyseliny

gallové, resveratrolu, quercetinu, kyseliny kavové a skoricové

Pro pfipravu roztoku o pozadované koncentraci bylo navazeno 0,001g standardu (%)-
katechinu, (-)-epikatechinu, kyseliny gallové, kavové, skoticové, quercetinu a resveratrolu
s presnosti na 0,0001g. Navazka byla kvantitativné pfevedena do 10ml odmérné baiiky a

byla doplnéna metanolem po rysku. Ziskal se tak zasobni roztok o koncentraci 100 pg.ml™.

Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 20, 30 a 50
pg.ml' do 10 ml odmérné bariky a nasledné byly doplnény po rysku mobilni fazi A. Takto

ptipravené kalibra¢ni roztoky byly proméieny za vySe popsanych podminek (viz. kap. 6).

6.3.2 Postup pro stanoveni antioxidantii ve viné

Vzorky vin Cabernet Moravia a Zweigeltrebe od obou vinafii byly Setrné rozmrazeny a
prefiltrovany ptes mikrofiltr o velikosti port 45 pum a uchovany v Ependorfkach o v
velikosti 1 ml a poté zamrazeny na teplotu -18 °C. Pied vlastni analyzou byly vzorky Setrné
rozmrazeny, obsah byl pfeveden do vialek a uzavien vickem s ochrannym septem. Vlastni
analyza probihala na zatizeni HPLC (DIONEX ULTIMATE 3000 SYSTEMS) za vyse
popsanych podminek (viz. kap. 6).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

S0P

7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Kalibraé¢ni kfivky standardnich litek antioxidantu

7.1.1 Sestrojeni kalibrac¢ni kfivky pro stanoveni kyseliny gallové

koncentrace [ug.ml-1] plocha piku [mAU]

20 24 828,150
20 24 806,320
30 38 658,310
30 39 086,880
50 53 642,230
50 54 195,420

70000

60000
f(x) = 1336,9x + 2561,48

50000 - Rz = 0,98 -

40000

30000

20000

plocha piku [mAU]

10000

0 10 20 30 40 50 60
clug/ml]

Obr. 7: Kalibracni kifivka s rovnici regrese pro kyselinu

gallovou pri vinove délce 210 nm

7.1.2 Sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro stanoveni kyseliny kavové

koncentrace [jug.ml-1] plocha piku [mAU]

20 13 821,840
20 13 775,970
30 24 246,520
30 24 097,440
50 45 390,980

50 45 711,700
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f(x) = 946,61x - 985,34
R2=1

plocha piku [mAU]
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Obr. 8: Kalibracni kfivka s rovnici regrese pro kyselinu

kavovou pri vinové délce 210 nm

7.1.3 Sestrojeni kalibra¢ni kFivky pro stanoveni (+)-katechinu

koncentrace [ug.ml-1] plocha piku [mAU]

20 67 324,630
20 67 113,900
30 93 399,550
30 92 885,820
50 152 055,510
50 152 055,990

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

f(x) = 3026,71x + 2622,39

plocha piku [mAU]
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Obr. 9: Kalibracni kiivka s rovnict regrese pro (t)-katechin pri

vinové délce 205 nm
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7.1.4 Sestrojeni kalibra¢ni kfivky pro stanoveni (-)-epikatechinu

koncentrace [ug.mi-1] plocha piku [mAU]

20
20
30
30
50
50

52 482,910
52 422,180
77 707,770
77 642,690
114 597,720
113 824,020

120000

100000

80000
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40000
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f(x) = 2293,37x + 3750,33
R2 = 0,99

10

20 30 40 50 60
clug/ml]

Obr. 10: Kalibracni kiivka s rovnici regrese pro (-)-epikatechin pri

vinove délce 205 nm

7.1.5 Sestrojeni kalibrac¢ni krivky pro stanoveni kyseliny skoricové

koncentrace [ug.ml-1] plocha piku [mAU]

20
20
30
30
50
50

32 268,440
32 963,570
43 588,440
44 097,780
67 349,860
66 638,790
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Obr. 11: Kalibracni kifivka s rovnici regrese pro kyselinu

skoricovou pri vinové deélce 210 nm

7.1.6 Sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro stanoveni resveratrolu

koncentrace [ug.ml-1] plocha piku [mAU]

20 31 615,970
20 31 629,460
30 47 545,810
30 47 490,810
50 71 459,780
50 71 575,680

f(x) = 1436,49x + 1753,05
R2=0,99

plocha piku [mAU]
N
o
o
o
o
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clug/ml]

Obr. 12: Kalibracni krivka pro resveratrol pvi vinové délce 205 nm
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7.2 Stanoveni antioxidanta ve vzorcich vina metodou HPLC-UV-VIS

7.2.1 Stanoveni antioxidantu ve vzorcich vina od vinare ¢.1

Tab. 4: Obsah vybranych antioxidantii v odriidé Cabernet Moravia od vinare ¢.1

kys. Gallova
Odbér vzorku Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I"1] [mg.I"
0
3 25,01 0,119
6 25,98 0,066
9 26,49 0,064
12 26,95 0,003
15 25,28 0,079
18 25,28 0,031
21 27,76 0,069
24 27,77 0
28 28,67 0,089
32 28,58 1,2247

Kyselinu gallovou nebylo mozné stanovit v den prvniho odbéru vzorku ani u vzorku s

kulturou bakterii JMK. Proto nemize byt provedeno jasné porovnani vlivu JMK na obsah

antioxidantt.
kys. Kawova
Odbér vzorku Kontrola SD Zaockovany SD
[den] [mg.I"] [mg.I]
0 1,16 0,016 1,16 0,016
3 2,07 0,007 1,23 0,001
6 1,99 0,014 1,27 0,014
9 2 0,017 1,27 0,007
12 2,05 0,026 1,53 0,018
15 2,02 0,01 1,66 0,008
18 2,04 0,023 1,81 0,014
21 2,17 0,01 2,14 0,022
24 2,03 0,027 1,8 0,011
28 2,15 0,026 2,3 0,02
32 1,76 0,281 1,98 0,007

Obsah kyseliny kavové se u kontrolniho vzorku drzel po celou dobu odbéru kolem 2 mg.1",
poslednim dnem ale jeji obsah klesl. U zaockovaného vzorku se naopak obsah kyseliny

kavové postupné zvysuje a je dokonce vyssi nez u vzorku kontrolniho
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(x)-katechin
Odbér vzorku Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I""] [mg.I"]
0 10,32 0,021 10,32 0,021
3 17,15 0,182 11,11 0,58
6 15,01 0,056 9,03 0,003
9 14,75 0,027 8,97 0,002
12 14,93 0,01 10,48 0,012
15 13,24 0,004 9,74 0,438
18 13,66 0,032 10,07 0,005
21 14,99 0,03 11,14 0,01
24 13,64 0,003 7,39 0,002
28 14,05 0,02 9,58 0,024
32 7,01 6,042 8,72 0,015

Obsah (+)-katechinu je vyssi u kontrolnitho vzorku vina, ale s dobou odbéru se jeho
koncentrace snizuje. Posledni odbér nemiize byt bran v tvahu diky velké smérodatné

odchylce.

(-)-epikatechin

Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I"] [mg.I"
0 18,47 0,077 18,47 0,077
3 28,52 0,263 20,7 0,135
6 23,61 0,135 14,78 0,018
9 23,52 0,084 14,46 0,003
12 23,88 0,076 19,05 0,014
15 20,12 0,021 17,96 0,042
18 20 0,015 17,5 0,016
21 23,7 0,064 20,93 0,006
24 20,08 0,012 12,35 0,003
28 21,38 0,005 16,03 0,032
32 20,18 0,825 11,56 0,016

Obsah (-)-epikatechinu je v kontrolnim vzorku celkove€ vyssi v porovnani se zaockovanym
vinem. Dokonce i v pii poslednim dnu odbé&ru se jeho obsah nijak vyrazné neméni.
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Tab. 5: Obsah vybranych antioxidantui v odriidé Zweigeltrebe od vinare ¢.1

kys. Kawova
Odbér vzorku Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I"1] [mg.I"
0 1,54 0,078 1,54 0,078
3 1,77 0,041 1,6 0,135
6 1,75 0,042 1,67 0,043
9 1,82 0,009 1,71 0,091
12 1,48 0,412 1,83 0,56
15 1,75 0,075 1,77 0,16
18 1,72 0,031 1,71 0,037
21 1,73 0,006 1,48 0,045
24 1,77 0,037 1,75 0,056
28 2,54 0,015

32

Obsah kyseliny kavové nebylo mozné zméfit u poslednich dvou odbérti, jelikoz doslo k
prekryti pikti. V porovnani s kontrolnim vzorkem koncentrace kyseliny kdvové postupné

roste béhem odbért a dostava na hodnotu 2,54 mg.1".

(+)-katechin

Odbér vzorku Kontrola SD Zaockovany SD
[den] [mg.I"] [mg.I""]

0 14,33 0,051 14,33 0,051
3 15,39 0,012 15,58 0,191
6 15,02 0,022 15,44 0,012
9 15,33 0,007 15,44 0,004
12 8,65 8,983 15,92 0,015
15 14,49 0,686 14,76 0,022
18 13,57 0,027 15,2 0,031
21 14,68 0,957 15,02 0
24 13,25 0,024 14,92 0,001
28 15,21 0,059 15,86 0,0129
32 15,35 0,018 15,81 0,055

Obsah (+)-katechinu je vys$$i u zaockovaného vzorku BMK nez u konrolniho. Navic jeho

obsah se, 1 kdyZ nevyrazné, zvySuje.
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(-)-epikatechin

Odbér vzorku Kontrola SD Zaockovany SD
[den] [mg.I'"] [mg.I"]

0 29,16 2,389 29,16 2,389
3 34,71 0,12 33,55 0,457
6 34,23 0,123 33,87 0

9 35,61 0,077 33,58 0,046
12 20,11 20,764 34,86 0,037
15 32,43 0 32,22 0,035
18 26,68 0,016 31,89 0,027
21 30,44 0,023 33,77 1,116
24 29,66 0,071 31,19 1,329
28 36,15 0,008 34,05 0,137
32 35,32 0,138 33,57 0,133

Obsah (-)-epikatechinu je u zaockovan¢ho vzorku témét stabilni, kdezto u kontrolniho
vzorku dochdzi k jeho koncentracnim vykyvim. Navic ve 12 dnu odbéru je zjisténa velka

smerodatna odchylka.

7.2.2 Stanoveni antioxidantu ve vzorcich vina od vinare ¢.2

Tab. 6: Obsah vybranych antioxidantu v odrudé Cabernet Moravia od vinare ¢.2

kys. Gallova
Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I""] [mg.I"]

0 54,63 0,067 54,63 0,067
14 57,12 0,167 56,1 0,166
28 57,9 0,43 57,15 0,145
42 60,25 0,083 60,14 0,108
56 62,05 0,01 56,62 0,077
70 60,81 0,101 56,14 0,055
84 61,38 0,004 59,48 0,167
98 60,79 0,22 59,16 0,127

143 62,38 0,113 66,56 0,147
188 61,66 0,027 66,43 0,207
212 63,37 0,531 79,29 13,902

Obsah kyseliny gallové je u kontrolniho vzorku vyssi, ale v poslednich dnech odbéru jasné
prevysuje koncentrace kyseliny gallové u zaockovaného vzorku nad kontrolnim. Bohuzel u

posledniho odbéru byla vypoctena velkd smérodatna odchylka.
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kys. Kavova
Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I""] [mg.I]

0 1,9 0,036 1,9 0,036
14 1,93 0,042 2,3 0,3
28 2,33 0,023 2,35 0,014
42 2,44 0,005 2,2 0,002
56 2,5 0,038 2,41 0,006
70 2,27 0,019 2,19 0,066
84 2,26 0,011 2,25 0,009
98 2,26 0,019 2,47 0,002
143 2,29 0,01 2,82 0,009
188 2,3 0,016 2,82 0,026

212 2,29 0,001 2,9 0,034

Obsah kyseliny kavové u zaockovaného vzorku béhem odbéru postupné pievysuje
koncentraci této kyseliny v kontrolnim vzorku. V 70 dnu odbéru u obou vzorkl nastava

prudky zlom, kdy se obsah kyseliny snizi.

(£)-katechin

Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I""] [mg.I"]

0 44,86 0,115 44,86 0,115
14 42,5 0,23 43,82 0,06
28 41,75 0,497 41,91 0,042
42 40,72 0,135 41,17 0,003
56 40,72 0,123 36,91 0,161
70 36,25 0,006 33,67 0,008
84 36,46 0,01 35,62 0,012
98 35,02 0,035 35,57 0,008
143 35,57 0,011 43,59 0,554
188 34,68 0,016 41,87 0,07

212 34,64 0,039 44,35 0,08

Obsah (+)-katechinu je pii poslednim odbéru az o 28% vyssi u vzorku s BMK nez u

kontrolniho vzorku. Pti odbéru 5 a 6 vzorku se ale obsah katechinu prudce snizil.
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(-)-epikatechin

Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I"] [mg.I"]
0 86,71 0,007 86,71 0,007
14 78,9 0,145 84,45 0,015
28 78,89 0,549 80,03 0,049
42 76,14 0,065 77,97 0,023
56 75,3 0,289 69,99 0,048
70 68,23 0,033 64,37 0,033
84 68,59 0,018 66,36 2,85
98 65,9 0,085 66,74 0,089
143 66,52 0,015 70,44 0,13
188 64,47 0,046 67,46 0,099
212 64,16 0,061 70,29 0,053

Obsah (-)-epikatechinu je u obou vzorkii niz§i nez na zacatku meéfeni. OvSem u

zaoCkovaného vzorku obsah epikatechinu pfevysuje jeho koncentraci u kontrolniho vzorku.

Tab. 7: Obsah vybranych antioxidantu v odrudé Zweigeltrebe od vinare ¢.2

kys. Gallova
Odbér vzorku  Kontrola SD Zaockovany SD
[den] [mg.I] [mg.I"]

0 23,41 0,498 23,41 0,498
14 31,64 0,66 25,45 0,77
58 25,7 0,895 28,33 0,127
72 27,68 0,277 29,33 0,348
86 26,58 0,753 36,92 0,043

100 41,62 0,509 70,04 0,252
114 35,16 0,689 73,069 6,528
128 50,71 0,31 71,79 0,1

142 42,76 0,202 70,11 0,032
156 37,34 0,116 67,07 0,067
201 50,4 0,085 40,2 35,492

Obsah kyseliny gallové se od druhé poloviny odbéri u zaockovaného vzorku témét
dvojnasobné zvysil. U kontrolného vzorku doslo také k tomuto nartstu, ovSem pii dalSich

odbérech doslo k vyznamnému poklesu.
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kys. Kavova
Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I"] [mg.I1]
0
14 1,87 0,044
58 1,36 0,004 1,6 0,016
72 1,4 0,015 1,65 0,005
86 1,83 0,02 1,76 0,009
100 1,92 0,016 2,87 0,023
114 1,8 0,025 2,74 0,03
128 1,61 0,041 2,38 0,042
142 1,47 0,029 2,36 0,043
156 1,34 0,11 2,8 0,039
201 1,55 0,088 1,97 0,97

Obsah kyseliny kavové nebylo mozné zméfit pii prvnich dvou odbérech u kontrolniho
vzorku, protoze doslo k ptekryti ploch pikii. Maximalni hodnoty byly naméfeny v poloviné

odbért u obou vzorkt, poté obsah kyseliny klesal.

(+)-katechin
Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I [mg.I"]

0 25,33 0,123 25,33 0,123
14 24,93 0,104 23,88 0,254

58 21,01 0,157 24,26 0,1
72 20,69 0,111 21,13 0,049
86 20,42 0,062 21,23 0,171
100 20,67 0,032 21,07 0,05
114 19,58 0,038 28,85 0,074
128 20,89 0,314 28,14 0,062
142 21,54 0,347 33,2 0,03
156 20,43 0,215 32,52 0,042
201 23,88 0,256 24,91 0,22

Obsah (£)-katechinu se vyrazné neménil v prabéhu odbéru u kontrolniho vzorku, kdezto u

vzorku s BMK doslo k poklesu a opétovnému zvySeni jeho koncentrace.
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(-)-epikatechin

Odbér vzorku  Kontrola SD ZaoCkovany SD
[den] [mg.I1 [mg.I"
0 55,79 0,59 55,79 0,59
14 55,65 0,462 52,88 0,714
58 38,49 0,672 37,79 0,105
72 36,66 0,4 38,1 0,4
86 37,75 0,38 39,13 0,095
100 35,37 0,102 58,33 27,241
114 30,99 0,056 71,62 0,257
128 37,19 0,148 71,33 0,052
142 33,97 0,169 67,86 0,006
156 30,52 0,118 66,63 0,071
201 37,67 0,032 23,7 21,436

Obsah (-)-epikatechinu byl u zaockovaného vzorku vyssi. Maxima bylo naméfeno v druhé
poloving odbéri. Pii 6 a poslednim 11 odbéru doslo ale k vypoctu velké smeérodatné
odchylky, proto by se vysledek z téchto dni nemél brat v avahu. U kontrolniho vzorku si

muzeme vSimnout vykyvi v koncentraci (-)-epiaktechinu.
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7.3 Diskuse

Pro vybrané antioxidanty byly sestrojeny z namétenych dat kalibra¢ni kiivky, které jsou
uvedeny vySe. Pro quercetin nemohla byt sestrojena kalibracni kiivka, nebot’ jej nebylo

mozné detekovat. Jeho stanoveni touto metodou je velmi obtizné.

Retencni ¢asy vybranych standarda byly 3,02 min pro kyselinu gallovou, 6,95 min pro (+)-
katechin, 9,27 min pro kyselinu kdvovou, 10,33 min pro (-)-epikatechin, 26,81 min pro

resveratrol a 28,21 min pro kyselinu skoficovou.

Ve vzorcich nebylo mozné stanovit kyselinu skoficovou ani resveratrol, nebot” zadny
retencni Cas namétfenych pikli neodpovidal retencnim casim standardi. Nepfitomnost
resverarolu by se dala vysvétlit tim, ze o hrozny ve vinicich bylo dobfe postarano.
Resveratrol se v rostlinach tvoii totiz pokud jsou napadeny Sedou plisni, vystaveny stresu

nebo ptilisSnému UV zateni.

Vysledky z analyzy vzorkil jsou uvedeny v tabulkdch. Pro lep$i vizualizaci jsou pak
do ptilohy dany grafy vysledki méteni. Vysledky antioxidantii v tabulkach jsou naméfeny
pfi vlnové délce 205 nm ((£)-katechin, (-)-epikatechin) a 210 nm (kyselina gallova

a kavova).

U vzorku Cabernet Moravia (CM) a Zweigeltrebe (ZW) od vinaie ¢.1 nebylo mozné zméfit
plochu piku kyseliny gallové u vzorku s ptidavkem bakterii JMK, protoze dochazelo
k ptekryvani nékolika pikd. Pro rozliSeni by bylo tfeba provést metodu standardniho
pfidavku. Stanoveni kyseliny gallové bylo mozné provést jen u nezaockovanych vzorki
CM (kontrola), kde je patrné ze v priab¢hu 32 dnt doslo k nartistu obsahu této kyseliny.
Pti odbéru 6 a 7 vzorku (15-17 den od inokulace), ale doslo k poklesu jejiho obsahu. Jedna
se o hrubou chybu vzorku. Stejny pokles je patrny iu kontrolnich vzorkl pii analyze
katechinu a epikatechinu. Nejvyssi hodnoty obsahu kyseliny gallové bylo dosazeno 28 den
odbéru, 28,67+0,089 mg.1"".

U kyseliny kavové doslo k jejimu nartstu béhem JMK 1 u kontrolniho vzorku vina u obou
odrid. ZvySovani obsahu kyseliny kdvové u zaoCkovaného vzorku vSak bylo mnohem
pomalejsi. Pfi méfeni je zfejmy pokles jejiho obsahu v 12 dnu odbéru. Tento pokles
je zfetelny 1 u katechinu a epikatechinu téhoz vzorku. Lze jej vysvétlit stejné jako
u kyseliny gallové hrubou chybou vzorku. Navic u vSech tii antioxidanti je vypoctena
velka smérodatnd odchylka, kterd poukazuje na tuto chybu. Pro odridu ZW nebylo u

poslednich dvou odbérit mozné stanovit obsah kyseliny kdvové, nebot’ doslo k piekryti vice
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piki. Nejvyssi hodnoty, 2,54+0,015 mg.1", bylo dosaZeno u zao¢kovaného vzorku odridy
ZW.

Obsah katechinu a epikatechinu, u odrady CM, byl vyssi u kontrolnich vzorkii nez
u vzorkli kde byly zaockovany BMK. U obou vzorkil si ale mizeme vSimnout poklesu
koncentrace v pribéhu odbéru vzorka. Kdezto u odriidy ZW nedochéazi u zaockovaného
vzorku ke koncentratnim vykyviim téchto antioxidantd, nijak vyznamné se neméni jejich
obsah a je vys§i nez u kontrolniho vzorku. Nicméné nejvyssi hodnoty katechinu byly
namé&feny v odradé CM u kontrolniho vzorku 3 den odbéru, 17,15+0,182 mg.1"", stejné jako
u epikatechinu. Pro n¢j byl nejvyssi obsah namétfen v odriidé CM u kontrolniho vzorku 28
den. Jeho obsah byl 36,15+0,008 mg.1".

U vzorku od vinafe ¢.2 odridy CM si mizeme vSimnout, Ze paty odbér (56 den
po zaockovani) byl zlomovy jak pro kontrolni vzorky, tak i pro vzorky kde byla pouZzita
kultura bakterii JMK. U kontrolniho vzorku doslo ke stabilizaci koncentrace kyseliny
gallové, kavové, katechinu a epikatechinu. Celkovy obsah kyseliny kavové a gallové
se zvysil, ale u katechinu a epikatechinu doslo k jeho sniZeni. Pfi porovnani vzorku, kde
byly pouzity bakterie JMK, se obsah kyseliny gallové a kavové zvysil vyraznéji. Obsah
kyseliny gallové dosahl hodnoty 66,43+0,207 mg.l"'. Posledni hodnota 79,29 mg.l"
by neméla byt brana v uvahu jelikoz je zatizena velkou chybou. Obsah kyseliny kavové
doséahl hodnoty 2,940,034 mg.1"".

Obsah katechinu u zaockovaného vzorku dosdhl témét plivodni hodnoty. Jeho obsah byl
44,35+0,08 mg.1"". Nejvyssi koncentrace epikatechinu bylo dosazeno pii 9 odbéru (143 den
po inokulaci). Jeho obsah byl 70,44+0,13 mg.1".

V odridé¢ ZW od vinafe ¢.2 se obsah antioxidantli vyrazné zvysil u vzorku, kde bylo
pouzito bakterii JMK. Pfi poslednich ctyfech odbérech se jejich koncentrace ale zacala
snizovat. Posledni den odbéru (201 den po inokulace) by se v ptipadé kyseliny gallové
a epikatechinu nem¢l brat v iivahu, nebot’ je zatizen velkou chybou. Nejvyssich koncentraci
bylo dosazeno v poloviné méteni (100 — 114 den po inokulaci). Koncentrace kyseliny
kavové byla 2,87+0,023 mg.l"', 28,85+0,074 mg.l' katechinu, 71,62+0,257 mg.l’
epikatechinu. Obsah kyseliny gallové byl nejvyssi u sedmého odbéru, ale z diivodu vyssi
hodnoty smérodatné odchylky, v porovnani s ostatnimi, jej neni mozné uvést. Proto se bere

v Givahu druhd nejvy$si hodnota 71,79+0,1 mg.1".

U kyseliny kdavové nebylo mozné provést odecteni plochy piku u dvou prvnich odbéri,

jelikoz jej nebylo mozné urcit stejné jako u posledniho odbéru v ptipadé kyseliny gallové.
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Plochy pika se ptekryvaly. Pro jejich urceni by bylo tfeba zavést metodu standardniho
ptidavku.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit jaky vliv m4 malolaktické kvaSeni na obsah
antioxidantl v cerveném vin€. Pro stanoveni byla vybrana metoda HPLC s UV-VIS
detekci. Tato metoda byla vybrana pro svou vysokou uc¢innost a opakovatelnost. Zkoumané
polyfenoly nejsou latky tékavé, tudiz dobie separovatelné pomoci HPLC a snadno

detekovatelné v UV spektru.

Pro analyzu byly poskytnuty vzorky révovych vin odridy Cabernet Moravia a Zweigeltrebe
od dvou vinaii ze stejné podoblasti (Slovacko) a stejné vinatské obce (PoleSovice). Po
probéhnuti hlavniho kvaseni byla ¢ast mladého vina zaoCkovéana bakteriemi mlé¢ného
kvaseni (Oenococcus oeni) a zbytek byl ponechan jako kontrolni vzorek. Z kontrolnich i
zaoCkovanych vin, byly postupné odebirany vzorky a nasledné¢ analyzovany dle popsané

metodiky.

Podle vysledki se zda, ze malolaktickd fermentace ma pozitivni vliv na obsah antioxidant
v ¢erveném ving. Z kratkodobého hlediska dochdzi béhem prvnich dni (30-50) k mirnému
nartstu obsahu antioxidantt jak u kontrolniho vzorku tak i u vzorku, ktery byl zaockovany
bakteriemi jable¢no-mlécného kvaseni. Pouze u odridy Zweigeltrebe je v tomto obdobi

rozdil, 1 kdyz se jednalo o vino z jedné vinatské obce.

Po 50 dnu odbéru nastavd u obou odrid zlom, kdy se obsah, u zaoCkované¢ho vzorku,
zvysi, zatim co u kontrolniho vzorku koncentrace antioxidantil zistava na piiblizné stejné

urovni a nijak vyznamné se nemeéni.
Jelikoz béhem stanoveni jednotlivych polyfenolti doslo k tomu, ze je nebylo mozné zcela
presné urcit, doporucila bych pii dalSim vyzkumu nejprve jejich extrakci ze vzorkt vina.

Na zaklad¢ vysledki by bylo vhodné zatadit malolaktickou fermentaci jako samostatnou
operaci ve vyrob¢ vina, za pouziti selektovanych bakteridlnich kultur. Diky tomu, Ze obliba

a tudiz 1 spotieba vina neustale stoupd, by spottebitelé udélali spravny krok ke zdravi.
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