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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vlivem malolaktické fermentace na antioxidacni aktivitu
vina. V teoretické Casti byla popsana technologie vyroby vina, chemické slozeni a metody
stanoveni celkového obsahu polyfenolli a antioxida¢ni aktivity. V praktické casti jsou
vyhodnoceny udaje o celkovych polyfenolech a antioxidantech ziskané z laboratorni
analyzy. Tyto udaje jsou dale zpracovany do ptehlednych grafi a konfrontovany s

odbornou literaturou.

Kli¢ova slova: malolakticka fermentace, vino, polyfenoly, antioxidanty, chemické slozeni

ABSTRACT

This thesis deals with the influence of malolactic fermentation on the antioxidant activity
of grape wine. In the theoretical part is described technology of wine production, chemical
composition and methods used for determination of total polyphenol content and
antioxidant activity. In the practical part are evaluated data of total polyphenol content and
antioxidant activity obtained from laboratory analysis. These data are further processed in

charts and confronted with technical literature.

Keywords: malolactic fermentation, wine, polyphenols, antioxidants, chemical composition
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UvVOD

Cetné epidemiologické prace poslednich desetileti svédéi o tom, Ze pravidelna a stiidma
konzumace vina byla spojena se zdravotnimi pfinosy. Pfiznivé vysledky studii vlivu
umirnéného podavani alkoholu, respektive piti vina, vyvolaly z4jem o dalsi G¢inky vina na
lidsky organismus. Klinické studie a prace provadéné se zviraty naznacuji, Ze vino muze
chranit proti kardiovaskuldrnim onemocnénim, ateroskleréze atd. Mechanismus ucinku byl
pricitan antioxidantim.

Vino se zafazuje mezi ndpoje, v nichz se vyskytuje velké mnozstvi latek prospésnych

nasemu zdravi.

Nadmérna konzumace alkoholu je vSak zdravi nesmirn¢ Skodliva. Zplsobuje nemoci

zazivaciho ustroji a celkovou postupnou devastaci organismu.

V malém mnozstvi vSak mulze vino pusobit opravdu prospésné. Velmi znamy je
blahodéarny vliv vina zejména na srde¢ni onemocnéni. Vyznamné jsou jeho antimikrobidlni
ucinky, zptisobené spojenim alkoholu a fenolickych latek, které jsou obsazeny ve ving.
Fenolické latky puasobi pozitivné proti bakteriim a plisnim. Vino pomahéd rovnéz proti

virovym onemocnénim zaZzivaciho traktu.

Pies jednoznacny nazor, Ze piti malého mnoZzstvi jakéhokoliv alkoholu, ale pfedevsim vina,
ma piiznivy dopad na vznik a rozvoj aterosklerdzy, a tim 1 na srde¢ni infarkt a mozkovou
mrtvici, zustava stale oteviena otazka, jestli je skuteéné piti Cerveného vina prospé$ngjsi
nez piti vina bilého. Bilé vino na rozdil od cerveného mé pouze minimalni mnoZstvi
polyfenolt a jeho antioxidacni kapacita je ve srovnani s cervenym vinem velmi nizka.

Antioxidanti epikatechinu a kvercetinu je v ¢erveném viné desetkrat vice neZ v bilém.

Tato prace se zabyva sledovanim vlivu malolaktické fermentace na antioxidacni aktivitu
vina. V teoretické Casti je popsdna technologie vyroby vina se zaméfenim na malolaktickou
fermentaci, ktera se vyuziva predevsim pii technologii vyroby cervenych vin v nasich
klimatickych podminkach. Dale je zde také chemické slozeni hroznti, mostu i vina,
antioxidanty jsou stru¢né charakterizovany a rozdeleny do skupin. Najdete tu i metody
stanoveni antioxidacni aktivity a celkového obsahu polyfenold. V praktické casti jsou

pomoci vybranych metod stanoveny a vyhodnoceny Udaje o celkovych polyfenolech a

antioxidantech ziskané z laboratorni analyzy.
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. TEORETICKA CAST
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1 TECHNOLOGIE VYROBY VINA

oy oo

Vyroba vina patii k nejstar§im lidskym ¢innostem [1]. Archeologické nalezy ji dokladaji jiz
pred 7 500 lety [2]. Historie se vyvijela od davnovékych obyvatel Mezopotamie a starého
Egypta pies antiku Recka a Rima a stiedovék Evropy az k dne$nim dntim [3]. Na nasem
uzemi se provozovala jiz skoro pied dvéma tisici lety [1]. K rozSifeni vinafstvi v Siroké
mife vSak doslo az za vlady Karla IV. V minulosti opfedena fadou baji, povésti a povér se
vyroba vina vyvinula v moderni potravinarské odvétvi s prevladajici velkovyrobou, ac

nemaly podil vina stale ptipada i na malovyrobu [3].

Technologie vyroby vina je zavisla na tom, z jakych hrozn ho vyrdbime a jaky ma byt
hotovy vyrobek. Proto postupujeme podstatné jinak pti vyrobé bilého vina nez pii vyrobé
¢erveného [4].

Bil¢ vino vyrdbime ze zlutych, rtizovych a cervenych hroznti. Pro jeho vyrobu jsou
nejvhodnéjsi mostové odridy. Stolni odriidy zpracovavame na vino jen vyjimecné, a to
zejména jsou-li hrozny poskozené, nahnilé a nevzhledné. Pro vyrobu kvalitniho ¢erveného
vina je potieba modrych odriid. Cervené vino se od bilého lisi nejen barvou, ale i vétsim

obsahem tfislovin, které pfiznivé piisobi na zdravi [4].

V technologii vyroby Cerveného vina hraje vyznamnou roli ,,fenolickd zralost hrozni‘.
Barvu €ervenych vin tvoii antokyany a chut’ ¢ervenych vin vzniké nejen na zakladé obsahu
a sloZeni tanint, ale i kyselin a alkoholu. Vyznamné pro kvalitu ¢ervenych vin jsou veskeré
fenolické latky, které jsou mnohem dulezitéjsi nezli aromatické latky; u bilych vin je tomu

naopak [2].
Vyroba vina zahrnuje tyto technologické postupy [5]:
1. drceni hroznti a pfiprava rmutu,
2. lisovani rmutu,
3. Uprava mostu pro kvaseni,
4. kvaSeni mosStu,
5. Skoleni vina,

6. lahvovani a expedice.
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1.1 Drceni hrozni a priprava rmutu

Pted lisovanim je tfeba pro snadné&jsi uvolnéni $tavy z bobuli hrozny rozemlit tak, aby byly
oddéleny tfapiny od bobuli a ty naruseny, ¢imZ vznikne rmut [4]. Drcenim se usnadni
lisovani, zvysi se vylisnost a zabrani se zapafeni. Pfi drceni ma kazda bobule prasknout,
nesméji se ale poskodit pecicky, tiapina a slupky. Z téchto ¢asti by se mohly do mostu totiz
vyluhovat nezadouci latky, jako oleje a chlorofyl [5]. Tyto slozky zhorSuji kvalitu
budouciho vina. Vytvaieji nepfijemnou travnatou ptichut’ [4]. NejpouzivanéjSim typem

drti¢d u nas jsou mlynky kombinované s odzriiovacim zlabem a pistovym ¢erpadlem [5].
Rmut se dale zpracovava nasledovné [5]:
e pro vyrobu bilych vin se rmut okamzité lisuje,

e pii vyrobé zaromatickych odrid (napf. Rulandské, Tramin apod.) se provadi
nakvaseni po dobu asi 6 hodin. U&elem je vyluhovéni aromatickych latek ze slupek

a rozlozeni pektinu, a tim zvySeni vylisnosti,

e pii vyrobé Cervenych vin se rmut z modrych hrozni musi nechat nakvaset pro

vyluhovani tfislovin a antokyanovych barviv.

Pro nakvaSeni maji byt hrozny bezpodmineéné odzrnéné a zdravé. Pii teplém pocasi
nakvasujeme 6 hodin, pfi chladném 15 - 20 hodin a pfi velmi chladném 1 déle. Nakvaseni

rmutd s nizkym obsahem kyselin je nezadouci a ma za nasledek fadni vina [4].

NakvasSeni se mize kombinovat s oSetfenim rmutu pektolytickymi enzymy pro usnadnéni
lisovani, zvySeni vytéZnosti mostu a zlepSeni filtrovanosti vina. Dale pak 1 pro zlepSeni

ving a barevnosti mostu i vina [4].
Nakvaseni ma 1 nekteré nevyhody spocivajici v tom, Ze budouci vino mtze mit vyssi obsah
ttislovin, zejména u béznych odrid. Proto je vyhodnéjsi nechat hrozny dobfe vyzrat, ¢imz

se vytvori i dostate¢né mnozstvi buketnich latek [4].

Zpusoby nakvaseni rmutu pro vyrobu ¢ervenych vin

Doba vyluhovani zavisi na vyzralosti hroznl, jejich zdravotnim stavu a dale na
nakvaSovaci teploté. Po urcité dobé se vlivem osmotickych tlaki vyrovnaji koncentrace

barviv v slupce a v kvasicim mostu. Nakvasovani pfi teploté 15 °C nema trvat déle nez
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nekolik hodin. Pfili§ dlouhym nakvaSenim ziskd vino nepiijemnou chut’, nepfirozené

hnédou barvu a dochazi k octovému kvaseni. [5].

Vznikajici oxid uhli¢ity vynas$i na povrch necistoty, které tvoii pevnou vrstvu, tzv.
klobouk. Stykem se vzduchem probiha na povrchu klobouku octové kvaseni a navic v
¢astech, kde je klobouk nad povrchem kvasiciho mostu, nedochazi k vyluhovani barviv -
proto se musi klobouk v pravidelnych intervalech do kvasiciho rmutu noftit [5]. Podle

zpusobu ponofovani klobouku do rmutu zname tyto zptisoby nakvasovani [4, 5, 6]:

1. nakvasovani v otevienych nadobach s volné plujicim kloboukem,

2. kvaSeni v otevienych nddobach s ponofenym kloboukem,

3. kvaseni v uzavienych nadobach s ponofenym kloboukem,

4. vyluhovéni barviv horkym mostem,

5. kvaSeni pres Ctyfi.
Po uspésném ukonceni nakvaseni se vétSinou provede jable€no-mlécné kvaseni. ZkuSeni
vinati mohou tento technologicky krok provadét soucasné¢ s alkoholovym kvaSenim.

Malovinafiim nebo zacinajicim vinaifim se doporucuje s nim zapocit az po ukonceni

alkoholového kvaseni [2].

1.2 Lisovani rmutu
Drt’ nebo scezeny rmut je co nejrychleji, pokud mozno ihned po naleZeni, vylisovan [4].

Lisovanim se oddéluje most od tuhych ¢asti rmutu. Intenzitu lisovani ovliviiuje konstrukce
lisu, pouzity tlak, mechanické vlastnosti rmutu aj. Dulezity je také stupenn zralosti hroznti a
odriida. Daéle i to, zda je rmut odzrnény ¢i nikoliv. Rychlost lisovani zavisi na typu lisQ,

zpusobu lisovani, oSetfeni rmutu pied lisovanim apod. [4].

Dnes se nejcastéji pouzivaji komorové nebo kontinudlni Snekové lisy. Rmut se
nedoporucuje lisovat vy§§im mérnym tlakem nez 1,6 MPa. Lisovani musi byt pozvolné a
pferusované, aby most plynule odtékal. Po prvnim lisovani se matoliny (vylisky) rozdrobi a
lisuje se zpravidla podruhé. Vylisnost hrozni se pohybuje okolo 70 — 75 % podle odrudy a
kvality hroznt [5].
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Postup prace by mél byt takovy, ze na zacatku lisovani se pouzije u vSech typi listt nizky
tlak. Potom je tlak zvySovan a v ur€itych intervalech se preruSuje. ZvySuje-li se od pocatku
I v priabéhu lisovani prudce tlak, zmenSuje se tim vykon lisu, protoze se ucpavaji jemné

odtokové pory. Odpor v lisovaci soustaveé se zvySuje a rmut je dostatecné nevylisovan [4].

Predpoklada se, ze z celkového vylisovaného mnozstvi mostu byvd 60 % samotoku
(scezeného mostu), ktery obsahuje nejvice cukru a buketnich latek. Dale je 26 % mostu
Z prvniho lisovani, pochazejiciho pfevazné z duzniny a slupek, ktery obsahuje jesté dost
cukru, mén¢ kyselin i tfislovin. Dal§ich 10 % mostu je z druhého lisovani. Tento most
pochazi ze slupek a stopek, takze obsahuje malo cukru, ale hodné tfislovin, dusikatych
latek a barviva. Posledni 4% mostu ze tietiho lisovani obsahuji velmi mélo cukru, ale

hodné tfislovin a barviva [4, 5].

Pti lisovani je velmi dulezité u vSech typu list, aby nebyla zbyte¢né zvySovana vylisnost
neumérné vysokym tlakem na konci procesu této operace. Je nutno si uvédomit, Ze cilem
lisovani neni ziskdni co nejvétstho mnozstvi mostu bez ohledu na jeho kvalitu, ale
optimalni mnozstvi kvalitniho mostu. Kvalita se odrazi nejen v chutovych vlastnostech

budouciho vina, ale i v jeho dal$im zpracovani [4].

1.3 Uprava mostu pied kvasenim

Odkaleni patii k nejdtlezitéjsim postuptim, jak ziskat Cisté vino bez postrannich tond ve

vini a chuti [6].

Most ziskany lisovanim je kalny, nebot’ obsahuje nepatrné ulomky slupek a duzniny [7].
Velmi nezadouci je, kdyZz se mezi kalovymi €asticemi nachazi i mikrobidlni organismy
(plisnég, bakterie, kvasinky) a rezidua pfipravkil na ochranu rostlin (v pfipadé nedodrzeni
ochranné lhiity pro jejich aplikaci) [2]. Alkohol vznikajici pfi kvaSeni by vyluhoval
Z kalicich ¢astic nezadouci latky a snizila by se jemnost vina, proto je tfeba kalici ¢astice
Z mostu odstranit [7]. Odkaleni se mlize uskute¢nit diskontinualn€ nebo kontinualné [6].

Malé mnozstvi mostu se mize odkalit jeho zchlazenim po dobu 12 - 14 hodinna 5 - 10 °C

v chladném sklepé nebo v chladicim zafizeni. Za tuto dobu se kaly usadi a Cisty most je

potom stahnut do kvasnych nadob [4].
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Na rozdil od ovocnych vin je zakdzano upravovat révovy most vodou nebo vodnymi

cukernymi roztoky. K zakladnim upravam mostu pied kvasenim patii [5]:
e uprava cukernatosti,
e sifeni mosStu,
e uprava kyselin v mostu.

Pro harmonickou chut vina je rozhodujici zejména obsah etanolu a kyselin ve viné.
Docukieni zvySuje v konecné fazi obsah etanolu. Docukiovat je povoleno pouze
zahu$ténym mostem nebo cukrem, ktery je za studena rozpusStén v pfiméfeném obsahu
mostu. Docukfit se ma do 72 hodin po vylisovani. Pozdé¢jsi docukieni nakvaSeného mostu
zvySuje dobu kvasSeni a vino se pomaleji Cisti. Pfi vyrobé Cervenych vin se muze cukr
ptidavat pred nakvaSovanim rmutu [5]. Pro zvySeni cukernatosti o 1 °NM je potieba ptidat
1,05 kg cukru. Docukienim o kazdy pfidany kg cukru se objem mostu soucasné zvysi o

0,66 litru. U jakostnich révovych vin s ptivlastkem je docuktfovani zakazano [2, 4, 5, 6, 7].

Oxid sificity pusobi v mostech redukéné a konzerva¢né. Ve vhodnych davkéach puasobi
pfizniv€ na tvorbu buketu i chutovych vlastnosti budouciho vina a ovliviiuje jakost a

stabilitu [4].

Sifenim se chrani most pfed oxidaci a infekénimi mikroorganismy. Zaroven se podporuje
tvorba glycerolu pii kvaSeni [5]. Zdravé mosty se sifi na koncentraci 20 - 40 mg SO,
Vv litru, a to sirnymi knoty nebo K3S;0s. U mosti z nahnilych hroznii je mozno tuto
koncentraci oxidu sifi¢itého zvysit [4, 5]. Po zasifeni Cervenych mosti se antokyanova
barviva sice mirné odbarvi, ale zabrani se pozdéjsi oxidaci, takZe vina maji intenzivnéjsi

¢ervenou barvu [5].

Velmi vysoké koncentrace obsahu oxidu sifi¢itého ve vin€ mohou negativné ovlivnit
predevS§im aromaticky a chutovy projev vina. Tuto vadu lze oznacit jako ,,pfesifeni neboli
,presitené vino“ [2, 8]. Stale se musi mit na paméti, Zze oxid sifiity je povazovany ve
vinafstvi za cizorodou latku, ktera miize mit neptiznivy G€inek na lidsky organismus, proto

je pouzivan jen v nezbytném mnozstvi [4].

Ve velmi neptiznivych rocnicich se mize v moStu vyskytovat i nadmérny obsah kyselin
[7]. Pokud kyseliny v mostu presahnout hranici 12 g/, pouziva se ke snizeni jejich obsahu

uhli¢itan vapenaty. Pii odkyselovani se odebird jen tvrdsi kyselina vinnd [2, 7]. Druhym
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zpusobem snizeni kyselin v mostu je sceleni mostu kyselého s moStem méné kyselym.

Uprava musi byt provedena pouze v ramci jedné odridy [2, 4].

Pti zréani révovych bobuli dochazi ke snizovani obsahu kyselin jejich dodychavanim.
Rychleji se prodychava kyselina jable¢na a ve vinaiskych statech jizni polokoule se mutize
uplné rozlozit. Kyselost mostu se pohybuje od 0,6 - 0,8 %, v neptiznivych letech az do 1,6
% [5].

V primérnych vegetacnich letech obsahuji nase mosty z révy vinné piiméfenou

koncentraci kyselin a kyselost neni nutné upravovat [5].

1.4 KvaSeni moStu

Vylisovany most se ponecha samovoln¢ kvasit v sudech, pochazi-li ze zdravych a ¢istych
hroznt, a pokud nebyly do mostu udélany zadné zasahy, které by mohly ovlivnit jeho
ptirozenou mikrofloru, kterd se do mostu dostala z hroznti v priabéhu lisovani. Nebo se

pouziji k zakvaSeni ¢isté kultury vinnych kvasinek [4].

Alkoholové kvaseni je slozity biochemicky proces rozkladu cukru obsazen¢ho v mosté na
alkohol a oxid uhli¢ity zpusobeny kvasinkami [2, 5, 7]. Alkoholové kvaseni probiha podle
nasledujici rovnice [2, 6]:
CeH120 — 2 CoHsOH + 2 CO,

Ve vinatské praxi se rozlisuji tyto postupy kvaseni mostu [2]:

e spontanni kvaSeni,

e fizené kvaSeni.
Vznikly alkohol (etanol) plsobi ve vysSSich koncentracich konzervacné a prodluzuje
udrznost vina, jinak je dalezitou soucasti chuti vina a viin¢ vina [5]. Soubé&Zzné s tvorbou
alkoholu vznikaji v priibéhu kvaseni vedlejsi produkty, jako jsou glycerol, kyselina mlé¢na,
octova a vyssi alkoholy [2, 5]. Metanol vznika ve vin¢ rozkladem pektinti, jeho mnozstvi je
vSak zanedbatelné a pohybuje se max. do vyse 0,45 % objemovych u Cervenych vin, u

bilych vin je jeho obsah podstatné mensi [5].

v

Kvasinky nejlépe pracuji pii 20 - 30 °C. Vhodné&jsi je vSak vést kvasny proces pii teplotach
do 20 °C, kdy nedochazi k vytékani buketnich latek z vina [5].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Kvaseni mostd probiha v nékolika zietelnych fazich [2, 4, 7]:
1. pocatecni — spoustéci faze,
2. rozmnozovaci faze,
3. faze hlavniho kvaseni,

4. faze odumirani kvasinek.

1.5 Skoleni vina

Nejlepsi vlastnosti ziskava vino v prub&hu zrani (S8koleni) za nejvhodnéjsich podminek [5].
V pribéhu $koleni je dilezité pravidelné dolévani [5, 7]. Skolené vino se nesmi dolévat
vinem neSkolenym. Teplota zrani nesmi kolisat v zavislosti na ro¢nim obdobi. Pro zrani

vina se doporucuji nasledujici teploty [5]:
e pro piirodni bila vina 8 az 10 °C,
e pro ¢ervena vina 10 az 12 °C,

e pro tézka, extraktivni a dezertni vina 12 az 14 °C.

24

Niz8i teploty mohou zpomalovat vyzravani vina, vy$§i mohou naproti tomu negativné

poskozovat kvalitu vina, a to az po vznik chorob a vad ve viné [2].

Relativni vlhkost je vhodné udrZzovat v rozmezi 60 az 80 %. Doba Skoleni zavisi na
podminkach a jakosti vina. BéZné vino zraje asi jeden rok, u extraktivnich a dezertnich vin

je to az 2 roky [5].

Vina se skladuji bud’ v dievénych sudech, Zelezobetonovych cisternach nebo v ocelovych

tancich [5, 7].

Podobn¢ jako ovocné vino se i vino révové staci dvakrat [5, 7]. Prvni staceni oddé€li vino

vvvvv

dokvaSeni a usazeni necistot. Doba prvniho staCeni je zdvisla také na kyselosti vina.

Kyselejsi vina se staci po delsi dobg, protoze leZenim vina na kvasnicich se kyselost vlivem

biologického odbourani snizuje [5].

Po prvnim sto€eni vina nastdva vhodny okamzik pro konec¢nou upravu kyselin ve vin¢ —

odkyseleni [2].
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Dokud je vino teplé, nastartuje se biologické odbouravani kyseliny jable¢né (BOK). Bud’ se
rozvine samovolné, nebo je nutné ptidani vina, v némz se jiz BOK, jinak taky nazyvano
jable¢no-mlé¢né kvaseni, rozvinulo. Pfipadné se piidava cistd kultura specialniho kmene
mlécnych bakterii Oenococcus oeni. Rozhodné by se nemélo dlouho otalet s nastartovanim
BOK. Pfed jeho rozvinutim se totiz vino nemuze chranit oxidem sifiitym, nebot’ by
zahubil potfebné mlécné bakterie. Biologické odbouravani kyselin se ukoncuje, az kdyz je
veskera kyselina jable¢na odbourana. Jakmile mlécné bakterie rozlozi veskerou kyselinu
jable¢nou, nastavad nebezpeéi, ze zacnou rozkladdat i kyselinu citronovou za vzniku
diacetylu, jehoz mdaselné aroma neni pfijemné. Diacetyl vznikd i pfi rozkladu kyseliny
jable¢né a po ukonceni BOK se musi vino vyvétrat, coz trva asi 2 tydny. Pak je mozné cely

proces ukoncit pfimétenym zasifenim vina. [7].

Vysledkem biologického odbourdvani kyselin je snizeni kyselosti rozkladem kyseliny
jable¢né za vzniku chutové jemnéjsi kyseliny mlécné (jable€no-mlééné kvaseni). Poprvé se

staci v prosinci az lednu do Cistych zasitenych nadob [5].

Jable¢no-mlé¢né kvaseni je mozZno aktivovat také kratkodob&j$im vytopenim sklepa na 20
°C. Jable¢no-mlé¢nym kvasenim by méla projit zejména Cervena vina, protoze diky tomuto
biologickému pochodu ztraceji svoji tvrdost. V jiznich oblastech, ale také v Kalifornii nebo
Australii, se jableCno-mléénému kvasSeni naopak zabranuje, protoze zde je kyseliny

jableéné ptirozené velmi malé mnozstvi [5].

Podruhé se staci vino v bfeznu az dubnu po dokonalém vycisténi vina [5]. Silné
provzdusiovani vina pii druhém staceni je nezadouci. Vino pfi ném ztraci piijemnou sveézi
chut’ a vini. Pozménuji nebo rozkladaji se pfi ném buketni latky a vznikd nepfijemna
zvétrala chut. Slabsi provzdu$néni pfijemné ovliviluje vyvin Cervenych vin tim, Ze se

zlep$uji jejich buket, barva a rychlejsi usazovani kalicich ¢astic [4].

Staceni vina je mozno spojit se scelovanim, ¢ifenim a filtraci [4].

Cifeni vin
Po prvnim a druhém staCeni se révova vina pted filtraci Cifi podobné jako ovocna vina
taninem a zelatinou nebo ferrokyanidem draselnym, mladéa vina i bentonitem [2, 4, 5, 7].

Cifeni vina znamena pfidani absorpéniho materialu do mostu nebo vina s cilem odstranit

nebo snizit obsah nezadoucich latek [2, 4]. Vyhodné je zbavit se kald vina co nejdiive, aby
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si zachovalo piijemnou své€zest, lahodnost a pitelnost [4]. Vina chutové nebo vzhledové

vadna se mohou ¢ifit i dal$imi zpisoby. K nim patii [5]:
e (ifeni agarem,
e (Cifeni vaje¢nym bilkem,
e (ifeni kaolinovymi hlinkami,
e (ifeni aktivnim uhlim,

e (ifeni mlékem.

Stabilizace vina

Stabilizaci jsou omezovany biochemické procesy, pii nichz dochazi k vysrdzeni latek
nachdzejicich se ve viné v dob¢ skladovani, nalahvovani a pfi pfepravé. VéEtsSinou jde o
latky koloidni povahy, které tvofi zékal vina. Stabilizovat se musi zejména proto, aby se
vyrobily vina mlada, sv€zi a se zbytkem nezkvaSeného cukru. Stability vina by mélo byt

dosazeno bez poruseni kvality a ,,odridového* charakteru vina [4].

Podle povahy srazeniny jsou zakaly rozdéleny na biologické a nebiologické [4, 9].

Filtrace vin

Filtrace je separacni metoda, ktera se pouziva k zachyceni pevnych castic roztoku [2, 9].
Jejim cilem je oddéleni vSech pevnych &astic ve ving, aniz by doSlo k Gpravam, nebo
dokonce ke zméndm chemického sloZeni vina a potazmo k negativnimu ovlivnéni
aromatickych a chutovych vlastnosti vina [2]. U¢innost filtrace zavisi na velikosti pord

filtratni hmoty a zptisobu zachyceni pevnych ¢astic [5].

Nejnovéji se prozatim prevazné u velkych vinafskych firem pouZivaji tzv. membranové
filtry, které jsou podle konstrukce a zvolené membrany pouZitelné od hrubé filtrace az po
mikrobidlni sterilaci vin Révové vino se miize filtrovat n¢kolikrat, ale filtrace je nutnd vzdy
po vycifeni, kdy se potom vino nechd zrat. Nutnd je vétSinou také filtrace pred vlastnim

lahvovanim [5].
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Ve vinaiské malovyrobé lze pouzivat nasledujici filtraéni postupy [2, 7]:
o filtrace s pouzitim kiemeliny,
o filtrace s pouzitim deskovych filtrt a filtra¢nich desek,

e membranova filtrace.

1.6 Lahvovani a expedice
Lahvovani je dnes nej¢astéjSim zptisobem prodeje vina [7, 9].

Nelze lahvovat vina, kterd dokvasi. VEasné nalahvovani vina pied jeho vrcholem vyvoje
zajiStuje jeho vysokou kvalitu. Proces zrdni vina pokracuje v lahvi a vino se stava tzv.

lahvové zralym. Kazdé odriida mé sviij ¢as vhodny k lahvovani [5].

Vyskolené vino se plni do lahvi, které se uzaviraji korkovou zatkou nebo Sroubovaci

zatkou z plastu. Dals§i moZnosti jsou korunkové zatky s korkovou podlozkou [4, 5].

Pted prodejem je pfirozené nezbytné nalahvované vino néjaky Cas skladovat. Pti lahvovani

utrpi vino Sok a trva nékolik tydnt, nezli se narusend rovnovaha opé&t ustali [7].

1.7 Malolakticka fermentace

Bakterie mohou odbourat v chuti ostfe kyselou kyselinu jable¢nou na zaoblengjsi kyselinu
mlécnou a oxid uhli¢ity. Tento proces se nazyva biologické nebo bakterialni odbouravani
kyselin, malolaktické kvaseni nebo jable€no-mlécné kvaSeni. Mimo sniZeni obsahu kyselin

je ovliviiovano i1 aroma vina. [6].

JelikoZ je zptisobovano bakteriemi, nejedna se o skute¢né kvaseni — fermentaci [2, 10].

Ptesto se vSak toto oznaceni zcela vzilo a pouziva se po celém svéte [2].

Pivodné, aniz by bylo Zadouci, dochazelo ke spontainnimu BOK v ¢ervenych vinech
chudych na kyselinu a BOK vedlo ke zkaZeni vina. I dnes se BOK provadi pfedev§im u
cervenych vin, protoze se tam bakterie kyseliny mlécné 1épe rozmnozuji [8]. Je vSak mozné
vyuzit tuto technologii i pii vyrob¢ bilych vin, coZ je u nas méné rozsifené [2]. V kazdém
pfipadé uz BOK nemusi byt ponechano ndhod&. Je znam dostatek chemickych a

mikrobiologickych postupi, které je mozno pro optimalizaci kvality pouzivat [8].
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Mimo zdroje energie — kyselinu jable¢nou — potiebuji bakterie také dalsi Ziviny jako
aminokyseliny, nenasycené¢ mastné kyseliny a vitaminy. Proto nejsou vina ze stresovanych

vinic a vina, ktera vykazovala problémy pfi kvaseni, vhodna pro BOK [6].

MIlécné bakterie nalezi k rodiim Leuconostoc, Lactobacillus nebo Pediococcus a nachézeji
se Vv ¢erstvém mostu v relativné malém poctu. Pied a béhem alkoholového kvaseni se tyto
kmeny prakticky nemohou mnozit a téméf nejsou aktivni. Teprve pii koncentraci kolem 3
az 10 miliont/ml zaCina vznikat kyselina mlé¢na. Pfitom je odbouravana nejdiive kyselina

jable¢nd, pak citronova a nakonec jesté zbyvajici cukr [6].

Tento prub¢h se ale muze zvratit, a i kdyz je jesté k dispozici kyselina jable¢na, muze
vznikat nezadouci diacetyl, ktery dodava vinu maselnou chut’, a pifi vyssi koncentraci az

chut’ po syru nebo jogurtu [6].

Nejvyznamnéjsim kmenem bakterii pro vino je Leuconostoc 0enos, ktery se nyni oznacuje

jako Oenococcus oeni [6, 9].

Jable¢no-mlécné kvaseni mize probihat i na zakladé Cinnosti mléénych bakterii, které se
vyskytuji spontanné na hroznech ve vinici nebo ve vinaiském provozu. Z pohledu kontroly
celého technologického procesu JMK je vSak vyhodnéj$i inokulace Ccistou kulturou
mlécnych bakterii Oenococcus oeni. Pouziti Cisté bakterialni kultury umoziuje vyrobci

vina nacasovat JMK a ¢astecné ovlivnit i délku odbouravani kyseliny jablecné [2].

Pro vyrobu kvalitniho vina je dulezité spravné nacasovani JMK. Kviili snadné kontrole
prabéhu a vlivu na kvalitu vina se doporucuje u malovinaid nechat JMK prob&hnout po
ukonceni alkoholového kvaSeni. Pokud se aplikuji mlééné bakterie do vina po ukonceni
alkoholového kvaseni, tak se vyhne nadmérné produkci kyseliny octové a kyseliny D-

mlécné, které mohou negativné ovliviiovat aroma a chut’ vina [2].

Dal$im moZznym zplsobem aplikace mléénych bakterii je samoziejmé vzdjemna inokulace
Cistych selektovanych kvasinek a mlécnych bakterii. Pfi tomto kroku dochazi rovnéz
k pfeméné kyseliny L-jable¢né na kyselinu L-mlé¢nou, pfi soucasném zachovani ovocného
charakteru vina. Spole¢na inokulace umoznuje mléénym bakteriim dobfe se pfizpusobit
zvySujicimu se obsahu alkoholu [2]. Je velmi dulezité si uvédomit, ze populaci bakterii

negativné ovliviiuje pritomnost oxidu sifi¢itého, ktery ji mtze siln¢ potlacovat [2, 9].
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Pokud jsou vytvofeny optimalni podminky, umozni spole¢na inokulace rychlejsi pribeh
JMK, takze vina ziskévaji mén¢ ,,mlééného* a ,,jogurtového* charakteru a zachovavaji si

vyraznéj$i chutovou a aromatickou svézest, coz je vyznamné u bilych vin [2].

1.7.1 Chemické reakce béhem BOK
e Chemicka stabilizace vin

Z 1 g kyseliny jablecné vznika 0,67 g kyseliny mlééné, CO; a sekundérni produkty latkové
vymény [6, 8]. Tvorba CO; se ostatné¢ rovnd malému ubytku extraktu [8]. Titrovatelné
kyseliny se pfitom snizi o polovinu ptivodniho podilu kyseliny jablecné [6, §].
Pozitivni U¢inky [8]:

= odbouravani kyseliny jable¢né na harmonizujici kyselinu mlé¢nou,

= kyselina pyrohroznova je pfeménéna na kyselinu mlécnou,

= 7 acetaldehydu vznika etanol.
Mimo pfemény kyseliny L-jablecné na kyselinu L-mlé¢nou se transformuji 1 dal$i zdroje
vodiku, jako naptiklad frukt6za, kyselina gluonova, kyselina citronova a pyrohroznova,
polyalkoholy a glyceriny. Pfitom vznikaji mald mnoZstvi kyseliny octové, acetoin a vyssi
alkoholy [8, 9]. Z organicky vazaného dusiku se vedle rtiznych produkti latkové vymény

tvofi amoniak. Aminokyseliny se mohou v zdvislosti na kmeni bakterii odbourat na 24

riznych biogennich amind [8].

1.7.2 Bakterie kyseliny mlé¢né
e Homofermentativni bakterie

K homofermentativnim bakteriim kyseliny mlééné patii kulovité (koky napiiklad
Pediococcus damnosus) a tyCinkovité bakterie (kmeny druhti Lactobacillus) [8, 10].
Pediococcus damnosus a nekteré kmeny druhu laktobacild tvofi z hexéz D-mlécnou a L-

mlécnou kyselinu, ale také kyselinu octovou v malych mnoZstvich, zavisejicich na kmeni
[8].
e Heterofermentativni bakterie

Heterofermentativni bakterie kyseliny mlécné tvofi podstatné vice kyseliny octové

zglukozy a dalsi vedlejsi produkty (napiiklad etanol, acetaldehyd) [8].
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K heterofermentativnim bakteriim kyseliny mlé¢né patii vedle nékterych druhti laktobacilt

Oenococcus oeni [8, 10].

1.7.3 Podminky BOK
Na vlastni proces JIMK ma vliv nékolik faktort [2, 6, 8]:

e Hodnota pH

vvvvvv

hodnota lezi mezi 3,0 - 3,6 pH [2, 6, 8]. Cim vy$$i je hodnota pH moStu nebo vina, tim
snadnéji dochazi k rozmnozovani mléénych bakterii a k rychlej$imu prabéhu JMK [2].
V ptipad€ nizkého pH ho mizeme upravit odkyselenim, abychom dosdhli hodnot alespoii
3,3-3,4pH [2, 6, 8]. Pod pH 3,0 uz nedochazi k viibec zddnému rozmnozovani, od pH 3,5
se rozmnozuji Pediococcus damnosus a jiné kontaminanty [6, 8]. Maly prostor mezi pH 3,3

a pH 3,5 postacuje, aby podporoval Oenococcus oeni a tlumil kmeny druhu Pediococcus
[8].
e Teplota

Teplota hraje velkou roli pfedevs§im ve fazi zahajeni [8]. Teplotni optimum JMK lezi mezi
22 - 25 °C [2, 6, 8]. Ke spontannimu nastupu a prubéhu JMK vétsinou nedochazi pii
teplotach pod 10 °C [2].

Nizsi teploty maji za nasledek zpozdéni zahdjeni JIMK, chybny priibéh nebo utlumeni a
vznikaji ne€isté finalni produkty. Zbytkové teplo kvaseni bezprostiedné po prvnim stoceni
normdlné umoznuje dostatené rozmnozovani a meélo by se vyuzit. Pokud nejsou
k dispozici teplé prostory k uskladnéni vina, mohou se pouzit béZzné metody zahtati [8].
Nejjednodussi je pouzit ohiivace mostu [6, 8]. V piipadé potieby ohievu vina je vhodny
infracerveny ohfivac, jehoZ ptfednosti je, Ze nezpiisobuje lokalni piehfati, a tim neSkodi
zivym bakteriim [6].
e SO,

Snad nejvyznamngéjsi faktor, ktery mize ovlivitovat nastup a prabéh JMK. Oxid sificity
totiz velmi dobie eliminuje populaci vSech bakterii, a tudiz i mléénych bakterii [2].
Vyznamny je pfedevSim obsah volného SO, [2, 6, 8]. Vazany SO, ma 5 - 10krat nizsi

antimikrobidlni piisobeni nezli volny. Slabé sifeni moStu vétSinou nemé negativni vliv na
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probéhnuti JMK, protoze v prub&hu alkoholového kvaseni se obsah volného SO, zpravidla
snizi a vétsina mladych vin nema vétsi obsah nez 25 - 40 mg/l celkového SO,. Aplikace
oxidu sifi¢it¢tho do mladého vina miize naproti tomu velmi negativné ovliviiovat nastup a
pribé¢h JMK. V takovém ptipadé muize i1 aplikace SO, v mnozstvi 20 mg/l pulsobit
negativné [2]. Pfi koncentraci pod 10 mg/I (pfi pH 3,4) jsou bakterie kyseliny mlé¢né jeste

zivotaschopné [6].
e Kvasni¢ni kal a ziviny

Zachovani kvasni¢ného kalu po odstranéni sedimentu plni dva tkoly. Na jedné stran¢ se
bakterie kyseliny mlé¢né zivi aminokyselinami a vitaminy, které jsou b&éhem kvaseni
tvofeny kvasinkami. Na druhé stran¢ kvasinky uchovavaji reduktivni okoli a zabraiuji

Skodlivym oxidacim (napfiiklad tvorba kyseliny octové) [6].

Ziviny se mohou pfidat i ve form¢ preparati z bunéénych stén kvasinek a preparati

vitaminovych [6, 9].
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2 CHEMICKE SLOZENI

Pro vyrobu kvalitnich vin je nutno hledat zaklad v chemickém slozeni bobuli hroznt [11].
Zékladem vyroby je vypéstovani zdravych a kvalitnich hrozni. Uroveii zralosti hrozni
predstavuje zakladni parametr pro vyrobu kvalitniho vina. Zralost hroznu je vysledkem

mnoha fyziologickych a biochemickych procest probihajicich v révovém kefi [2].

2.1 Slozeni hroznu

Hrozen révy vinné je slozen z tfapiny a bobule [5, 6]. Pro zpracovani hroznl jsou
nejdulezitéjsi hmotnosti poméry téchto Casti hroznt, jejich technologicka vyzralost a

chemické slozeni [5].

Ttapina tvoti 3 - 4 % hmotnosti hroznl. Pied dosazenim optimalni technologické zralosti
je zelena, pak dfevnati a hnédne [5]. Ze zelené, nevyzralé tfapiny se do mostu mohou
vyluhovat tfisloviny a chlorofyl, které poSkozuji senzorické vlastnosti vina [5, 6].
Ttisloviny mohou vinu dodat nepiijemné hoikou a Skrablavou chut’. Proto je tfeba omezit

poskozeni a vyluhovani [6].

Bobule se sklada ze slupky, duziny a semen. Povrch slupky je pokryt voskem [5, 6]. Podil
slupky a hmotnosti bobule miiZze byt v Sirokém rozmezi podle odridy, ¢ini 9 - 11 % slupky
Z celkové hmotnosti hroznd. Jejich sloZeni je zavislé na odridé a ma vliv na barvu, vini,
chut’ a celkovy odriidovy charakter vina [5]. Bobule obsahuji cukry, kyseliny, tfisloviny,
barviva, aromatické latky, vosky, dusikaté a mineralni latky [5, 11]. Slupky bilych hrozni
obsahuji flavonova barviva a chlorofyl. V €ervenych a modrych odridach jsou pak
antokyany, u nichZ pomér jednotlivych antokyanli zavisi na odriidé. Vzhledem k tomu, Ze
antokyany jsou jen ve slupce, s vyjimkou barvifek, u nichz jsou casteéné i v duzning,
muzeme z modrych odriid vyrobit i bild nebo rizova vina. Antokyany se uvoliuji z bun¢k
slupky az po jejim umrtveni alkoholem, teplem nebo atmosférou CO, [5]. Hlavnim
antokyaninovym barvivem v bobulich je malvidin. Dale bobule obsahuji delphinidin,
cyanidin, petunidin, peonidin. Vyskytuji se i jako estery s kyselinou octovou, kyselinou
kumarovou a kyselinou kavovou [2]. Dale ve slupkach bobuli jsou koncentrovany
aromatické latky, které se vyluhuji kratkym kvaSenim po odzrnéni hroznl. Ve slupkach se
nachazi pomérn¢ vysoky obsah tfislovin u modrych odrtd, ale i u nékterych bilych [5]. Pro

zdravotni stav bobuli je vyznamna voskova vrstva na povrchu, kterd je chrani pied
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priliSnym odparem vody, pii destich chrani bobule pfed rozmozenim a konecné také pied
infekci choroboplodnymi mikroorganismy [5, 6]. Tenka voskova vrstva (kutikula) potahuje
celou bobuli. Tato vrstva ovliviluje také ulpivani prostiedkli ochrany rostlin a pohlcovani

pacht z okoli (napf. asfalt, nafta, moc¢tvka) [6].

Dalsi pevnou soucasti hroznii jsou semena, kterych byva 1 - 4 v bobuli. Pokud bobule
semena neobsahuje, byva mald, tzv. hraskovitd (mirandage). Pouze nékteré stolni odridy

jsou vyslechtény na produkci bezsemennych ploda [5].

Duzina je pro nas z hlediska zpracovani i pfimé spotieby nejvyznamnéjsi soucasti. Tvofri
praumérné 85 - 90 % hmotnosti bobule. Z toho 5 - 8 % tvoii susina, zbytek most [5]. Velmi
velké bunky duzniny (mesokarp) maji velmi slabé, malo stabilni stény. V nich se nachazi
nejveétsi mnozstvi §tavy, kterou lze lehce ziskat [6]. Jejimi hlavnimi sloZzkami jsou cukry
glukoza a fruktoza, dale kyseliny vinna a jable¢na [2, 5, 6]. Tyto kyseliny ptedstavuji 70 -
90 % ze vSech organickych kyselin, jeZ se nachéazeji v bobulich révy vinné. V malém
mnozstvi se zde vyskytuje rovnéz kyselina citronovd. Koncentrace a slozeni kyselin
Vv bobulich zaviseji na odriidé a podminkach okolniho prostfedi. Velky vyznam mé hlavné
oslunéni hroznt, které zptsobuje snizovani obsahu kyseliny jablecné v bobulich. Kyselina
vinna se hromadi zejména ve slupce a ve vnéjsi ¢asti duzniny. Kyselinu jable¢nou obsahuji
piedevsim stied duzniny a jeji obsah klesa smérem ke slupce [2]. Kyseliny se mohou
vyskytovat jednak volné a jednak vazané pirevazné jako draselné a vapenaté soli [5].
V bobulich se déale nachazeji ve velmi malém mnoZstvi 1 dal$i cukry (rafindza, maltdza,
galakt6za, arabindza a xyloza) [2]. Z dal§ich chemickych latek je zde podil dusikatych

sloucenin, pektinti, enzymu, mineralnich latek a vitamina [2, 5, 6, 11].

V hroznech se mineralni latky podileji pfedevsim na tvorbé chutovych vlastnosti a extraktu
vina [2, 9]. Jednou z hlavnich mineralnich latek obsazenych v bobulich révy vinné je
draslik. V pribéhu dozravani se koncentrace drasliku v hroznech zvySuje ve vztahu
k akumulaci hroznti. V bobuli se naléza v bunkach duzniny. Hlavni zdroj dusiku pro
kvasinky predstavuji tzv. primarni aminokyseliny a amonné ionty [2]. Celkové mnozstvi
aminokyselin v bobulich zavisi na mnoha faktorech okolniho prostiedi. V chladnéjsich
oblastech se hromadi podstatn€ vice aminokyselin nezli v oblastech teplych [2, 9]. Teplotu

v bobulich nemalo ovliviiuje i intenzita oslunéni [2].
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2.2 Slozeni moStu

Prabéeh pocasi, vyzralost hrozni a samotné odrtida ovliviiuji obsah riznych latek v mostu.

Slozeni mostu ma vliv na kvalitu z n¢j ziskan¢ho vina a urCuje i1 potiebné osetieni mostu

[6].

Tab. 1. Obsah jednotlivych skupin latek v bobuli a mostu v hmotnostnich procentech [2]

Skupina latek Obsah v bobuli Obsah v mostu
Voda 74 % 76 %
Anorganické soli 0,5% 0,4 %
Uhlohydraty (cukry) 24 % 23 %
Alkoholy 0% 0 %
Kyseliny 0,6 % 0,7%
Fenolické latky 0,2 % 0,01 %
Dusikaté latky 0,2% 0,1%
Lipidy 0,2% 0,01 %
Aromatické latky 0,03 % 0,02 %
2.2.1 Voda

Voda je hlavni sloZkou a rozpoustédlem pro vSechny ostatni latky. Pfi pfezravani se mize

obsah vody podstatné snizovat v dtsledku vyparu [6].

2.2.2 Sacharidy

Tato skupina latek slouzi v pfirodé jako zékladni stavebni kdmen bunéénych stén a jako
chemicky akumulator energie, proto je pro rostliny velmi dilezita [6]. Nejjednodussimi
sacharidy jsou cukry, které se oznacuji jako monosacharidy, jsou-li tvofeny pouze jedinou
jednotkou, disacharidy v ptipadé¢ dvou jednotek a slouceniny vice monosacharidi se

nazyvaji oligosacharidy a polysacharidy [6, 12, 13]. Pro vino jsou dulezité pfredevsim
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hexézy (6 atomi C) a pentdzy (5 atomt C), pro alkoholové kvaseni pak predevSim tii

cukry - glukéza, fruktoza a sacharoza [6].
e Glukéza (hroznovy cukr, dextroza)
V bobulich se vytvari tento monosacharid jako prvni [6, 7].
e Fruktéza (ovocny cukr)
Je to nejsladsi pfirodni cukr, v bobulich vznika az pozdéji pti vyzravani [6, 7].

Glukoéza a fruktdza jsou nejvyznamnéjSimi cukry pro alkoholové kvaSeni a nachézeji se
v mostu jako tzv. invertni cukry ve stejném poméru (1:1) [6, 7]. Kvasinky je pfeménuji na
etanol a oxid uhlicity, pfi¢emz gluko6za je kvasinkami zpracovéavana diive a vice (glukofilni
projev kvasinek) [6, 7, 11]. Tim se méni béhem kvasného procesu pomér cukri ve

prospéch fruktozy [6].

I kdyz maji glukéza a fruktéza vysledny vzorec stejny, liSi se oba monosacharidy tim, ze
glukéza ndlezi k aldohex6zadm (aldehydové slouceniny), kdezto fruktéza ke ketohex6zam

(ketonové slouceniny) [6, 12, 13].
e Sacharoza (fepny cukr)

Tento disacharid je slozen z molekuly glukozy a fruktozy [6, 12, 13]. Mize byt v malém
mnozstvi (prumérné 4 g/1) obsazen v bobulich [6]. Bud’ vlastnimi kyselinami bobuli, nebo
pomoci enzymu invertazy dochazi k jejimu tplnému $tépeni na glukoézu a fruktozu [6, 12,
13]. Tato reakce se nazyva inverzi, protoze opticka otacivost roviny polarizovaného svétla
sachardzy se méni z pozitivni vychylky na negativni. Smysl otaceni se tedy meéni opacné -

inverzné [6].
e Nezkvasitelné cukry (pentozy)

Mimo glukdzy a fruktdzy, které obsahuji 6 atomu uhliku, existuje i cukr s 5 atomy uhliku.
Kvasinky je nezpracovavaji a musi byt pfi analytickém stanoveni cukri vyhodnocovany

samostatné (redukujici cukry) [6]. Patii sem arabindza, xyloza aj. [7]

2.2.3 Kyseliny

Stejné jako cukry vznikaji asimilaci v listech z vody a oxidu uhli¢itého. Celkové mnozstvi

kyselin zavisi na odradé¢, klimatickych podminkach a vyzralosti hrozn. Béhem vyzrévani
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vznika nejdiive kyselina jable¢nd a pozdéji kyselina vinna, obé tyto Kyseliny jsou
nejCastéjsi. V podstatné mensim mnozstvi se vyskytuji ostatni kyseliny — kyselina

citronova, gluonova, jantarova apod. [6].
e Kyselina vinna

Je nejdilezitéjsi kyselinou v mostu a v pfirod¢ se vyskytuje jako kyselina L(+)-vinna [6,
13, 14]. Je velmi dobie rozpustnd ve vode a alkoholu i pii pokojové teploté a v bobulich se
po svém vytvoreni neodbourava [6]. Spolu s chloridem draselnym z kyseliny vinné vznika
Spatné rozpustny hydrogenvinan draselny - vinny kamen [6, 7, 9, 13]. V dusledku jeho
Spatné rozpustnosti a drasliku, obsazeného v pid¢, miize dochazet k jeho vzniku jiz
V hroznech, zvlast¢ pii chladném pocasi, ¢imz se miize snizit obsah kyseliny vinné
v mostu. Vinny kamen vznika i pti kvaseni, kdy alkohol jeho rozpustnost dale snizuje [6].

V nedostatecné zasitenych vinech pfechovavanych v teplejSim prostredi mohou mlécné

bakterie rozklddat kyselinu vinnou na kyselinu mléénou a octovou, ¢imz dochazi

k nechténému zvrhnuti vina [7].
¢ Kyselina jable¢na

V piirodé se vyskytuje jako kyselina L(-)-jable¢na [6, 13, 14]. Je nejcastéjsi kyselinou
Vv fad€ plodd, v bobulich hroznl révy vinné se zvySuje jeji obsah béhem rlstu bobuli az na
15 - 20 g/l. Béhem vyzravani se jeji obsah nasledkem dychani trvale sniZuje, zralé hrozny ji

obsahuji pouze 3 - 5 g/l [6].

Jeji tipIné odbourani, pii BOK, je zadouci hlavné u ¢ervenych vin [7].

2.2.4 Mineralni latky (popeloviny)
Kofeny révy pfijimaji s vodou 1 mineralni latky, které jsou potieba pro vystavbu a vyzivu
rostliny [6]. Mnozstvi téchto latek zavisi na pocasi, druhu pudy, hnojeni, odridé a
vyzralosti [6, 14]. Pti nedostatku vody je obsah niz$i nez v mokrych letech [6].

vvvvvv

anionu fosfore¢nany, sirany, chloridy a uhli¢itany. V malych mnoZstvich je rovnéz obsazen

bor, kifemik, mangan a zinek [6].
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2.2.5 Dusikaté slouceniny

Jde v podstaté o bilkoviny (proteiny), aminokyseliny a amonné slouceniny. Predstavuji
latky dulezité pro vyzivu kvasinek. Obsah dusiku postacuje vétSinou k tomu, aby mohlo
probéhnout prokvaSeni. Volné aminokyseliny jako pfedchiidei aromatickych latek

(prekursory) maji vyznam pro vznik kvasného buketu [6].
e Enzymy
Jsou rovnéz proteiny, katalyzuji a fidi veSkeré vymény u rostlin a zivo¢ichu [6].

Pektinazy $tépi polymerni strukturu pektint, a tim snizuji viskozitu mostu. To vede k lepsi

sedimentaci a lepsi filtrovatelnosti mostu [6].
Oxidazy transportuji kyslik. Pfredev§im fenoloxidazy zptisobuji hnédnuti mostu [6].

Invertaza $tépi fepny cukr [6, 12, 13].

2.2.6 Aromatické latky

Pod timto ndzvem se rozumi vonné a chutové latky mostu a vina, které shrnuje vyraz buket
[6, 9]. Kvonnym latkdm patii lehce tékavé substance jako alkoholy, estery, zatimco
K chutovym latkdm Spatné t€kavé nebo netékavé slouceniny — organické kyseliny, cukr,
fenolické slouceniny [6, 7, 14]. Buketni latky z hroznti jsou nachylné na vzduch a napadeni

hnilobou je pozménuje jiz v bobulich [6].

Rozlisuje se [6, 14]:
e primarni buket - nositelem jsou latky pfitomné v hroznech, resp. v mostu,
e sekundérni — nositelem jsou latky vznikajici v pritbé¢hu kvasenti,

e tercidlni buket — zmény béhem dlouhodobého zrani.

2.2.7 Polyfenoly

Polyfenoly jsou casto zahrnovany pod spole¢né oznaceni tfisloviny a barviva [6, 7]. Diive
byvaly uvadény jako oenotaniny, barviva a taninové latky [7]. Tato skupina latek obsahuje

asi 8 000 sloucenin a podle zptisobu reakce je lze rozdélit do péti tiid [6]:
1. kyseliny fenolkarboxylové (derivaty kyseliny benzoové a skoticové),

2. flavonoly,
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3. flavan-3-oly,
4. flavan-3,4-dioly (proantokyanidy),
5. antokyanidiny.

Polyfenoly ovliviiuji barvu, hoikost, stahujici pocit v chuti, jimavost kysliku a prab¢h

starnuti mostu a vina [6].

Fenolkarboxylové kyseliny, oznacované i jako neflavonoidy, se chovaji béhem pftipravy
vina jako inertni. Ostatni skupiny - flavonoidy - jsou zna¢né reaktivni a velmi ovliviiuji

jimavost kysliku, a tim i charakter vina [6].

2.3 Slozeni vina

SloZzeni mostu se zadoucimi i nezadoucimi procesy méni [6]. Ktomu patii napf.
enzymatickd ¢innost, zvySeni cukernatosti, alkoholové kvaseni, vysrazeni vinného kamene,
BOK, stabilizace, ¢ifeni mladého vina [6, 9]. Pfitom se na jednu stranu sniZzuje mnozstvi
slou€enin, nebo jsou zcela odstraniovany, a na druhou stranu vznikaji béhem kvaseni i zcela

nové slouceniny [6].

2.3.1 Voda

Podle odriidy obsahuje vino 80 % fyziologické vody. Zadna voda se do vina jiz nepiidava

[15].

2.3.2 Alkoholy
e Metanol

Vznika odbouravanim pektind a zvySuje se jen intenzivnim nakvasenim rmutu [6, 11].
Bézny obsah metanolu se pohybuje u bilého vina mezi 17 a 100 mg/l, u erveného vina

mezi 60 a 230 mg/l [6].
e Etanol

Po vod¢ je etanol s primérnymi 9 az 13 % obj. (to odpovida 72 az 104 g/I) hlavni slozkou
vina [6, 15]. Je dulezitym jakostnim kritériem, Casto souvisi s obchodni hodnotou vina.

Jeho zasluhou je vino plné a extraktivni a podporuje i aroma ve viné [6].
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e Vyssi alkoholy

I kdyz jsou ve ving zastoupeny jen v relativné malém mnozstvi (150 az 700 mg/1), maji na
zakladé vyrazného vlivu na vini a chut’ ddleZitou roli pro aroma vina. Casto jsou nazyvany

,,pfiboudlinou* [6].

Vyssi alkoholy opétovné vznikaji z produktl vzniklych odbourdvanim cukri béhem
kvaSeni. Patii proto mezi tzv. sekundarni produkty kvaseni a jsou disledkem mnozeni
kvasinek. Jejich vytvareni zavisi na obsahu aminokyselin v mostu, které pochazeji

z prokvaSeného cukru, a tim pfimo souviseji s vytvaienim etanolu [6].
e 2,3-butandiol

Tato slouCenina se nachazi ve vin¢ v mnozstvi 400 az 700 mg/l a bezprosttedné souvisi

s obsahem etanolu. Ve sladkych vinech je jeho vyskyt dikazem kvaseni [6].
e Glycerol

Jako primérni produkt kvaseni dodava vinu télo a plnost. Vznika pievdzné na pocatku
kvaSeni a je vytvafen predevsim divokymi kvasinkami [6]. Je obsazen ve vinech jen v

malych mnozstvich [11].

2.3.3 Sacharidy

Glukéza a fruktoza se béhem kvaSeni preménuji rozdilnou rychlosti [6]. Pomér mezi
glukézou a fruktézou se z poméru 1:1 v moStu béhem kvaSeni méni ve prospéch fruktozy
[6, 7, 15]. Pokud je kvasny proces zastaven (u vina s piivlastkem), lze zjistit prevahu
fruktozy prostfednictvim zmény optické otacivosti. Pfidavkem moStu se opét zacina blizit
poméru 1:1 [6]. Fruktdza plsobi slad$im dojmem, proto existuji i senzorické rozdily ve

ving [6, 7].

V malych koncentracich obsahuje vino i1 pentdzy, které jsou nezkvasitelné a jejichz obsah

ovliviiuje hodnoty pii analytickém stanovovani cukru zpravidla 0,5 az 1 g/ [6].

Polysacharidy jsou jako podstatnd ¢ast koloidnich sloucenin ve viné¢ nezadouci, mohou

zpusobovat potize pfi filtraci. Na ovlivnéni chuti je v soucasnosti rozporuplny nazor [6].
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2.3.4 Kyseliny

Vétsinu obsahu kyselin tvoii kyselina vinnd a jable¢na. V nevyzralych rocnicich ptevazuje
kyselina jablecna, naopak v dobte vyzralych rocnicich pievazuje kyselina vinna. Pfitom se

nesmi zapomenout, Ze rizné jiné Kyseliny a substance ztézuji jejich stanoveni v mostu [6].
e Kyselina vinna

Kvasinky tuto kyselinu béhem kvaseni nenapadaji. Avsak asi 0,5 az 1,5 g/l kyseliny vinné
se vysrazi jako vinny kamen v dasledku obsahu alkoholu ve ving€, ktery pozménuje jeji
rozpustnost [6]. Velmi vysoky obsah kyselin (pfes 12 g/l) muze byt snizen odkyselovanim,
pfi kterém kyselina vinna vypadne pomoci uhli¢itanu vapenatého [2, 6, 7]. Tim zustane ve
ving vice drasliku, ktery je jinak reakénim partnerem. To pfinasi na jednu stranu zakulaceni

a plnost vina, na druhou stranu vétsi nebezpeéi pii biologické odbouravani kyselin [6].
e Kiyselina jable¢na

Oproti kyseliné vinné je jablena kyselina lehce zpracovavana mikroorganismy. I kvasinky
pfeménuji béhem kvaseni kyselinu jableCnou. Vznikad pfitom alkohol, nikoliv kyselina

mléc¢na jako pii biologickém odbouravani kyselin [6].
e Kyselina mlééna

VéEtsi mnozstvi kyseliny vznikd ve viné jen pii bakteridlni pfeméné kyseliny jable¢né na
mlécnou [2, 6, 8, 9]. Také kvasinky mohou, i kdyZ jen v omezeném rozsahu, ménit

kyselinu pyrohroznovou na mléénou [6, 8]. Vzniklé mnozstvi je ale malé [6].

Mezi dalsi kyseliny, které jsou obsazeny ve vin€ prevazné v menSim mnozstvi, 1ze zaradit

kyselinu octovou, citronovou a jantarovou.

2.3.5 Mineralni latky (popeloviny)

Obsah téchto latek v moStu se snizuje jejich krystalizaci, vysraZenim a vyuZitim
kvasinkami. Celkové mnozstvi se uvadi jako ,,obsah popelovin®“ - zbytek po spaleni
organickych souc¢asti vina pii 500 °C. MnoZstvi ve viné ¢ini 1,5 az 4 g/I. V suchych letech

je obsah nizsi [6].

Nejvice se na popelu podili draslik s 650 az 950 mg/l, u ¢ervenych vin mtze byt jeho obsah
jeste vyssi. Vysrazenim vinného kamene pii kvaseni se ptivodni obsah drasliku snizuje asi

0 1000 mg/I [6].
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Vapnik se vyskytuje v bilych vinech v mnozstvich cca 60 az 80 mg/l, jeho obsah se zvySuje
pfi odkyselovani, musi se pocitat i s jeho vypadnutim (jako vinan vapenaty), mezni

hodnotou je 220 mg/l [6].

2.3.6 Dusikaté slouceniny

Slouceniny, obsazené v mostu (aminokyseliny, amonné soli, bilkoviny), jsou ve znacném
mnozstvi (az do 75 %) spotifebovavany kvasinkami [6, 15]. Pfi zrani vina na kvasnicich se
obsah aminokyselin opét o néco zvysuje. Celkovy obsah se ve viné pohybuje mezi 250 a

4 500 mg/l [6].

2.3.7 Bilkoviny

Obsah bilkovin se zna¢né 1isi, je ovlivnén odriidou i roénikem, v suchych letech je bilkovin
vice. Koncentraci bilkovin snizuje kvaseni, reakce s tfislovinami (polyfenoly) a oSetieni

bentonitem. Termolabilni bilkoviny mohou vést v 1ahvi k zakaltim [6].

2.3.8 Aromatické latky

Jejich obsah ve ving €ini cca 0,8 az 1,2 g/l, pfi€emZ polovinu tvofi vyssi alkoholy. SloZeni
je velmi riznorodé, doposud se rozliSuje 800 substanci. Pro odriidovy charakter vina maji
velky vyznam terpeny, velkd skupina aromatickych latek. Vazi se na cukr a teprve béhem

kvaseni a skladovani se uvoliuji a piisobi jako aroma [6].

2.3.9 Vitaminy

Obsah vitaminu se 1isi podle jednotlivych odrid, je ovlivnén technologickym postupem
vyroby vina. Cervena vina maji vétsinou vyssi obsah vitamin®l neZ vina bila [15]. Nejvice
Jsou obsazeny vitaminy skupiny B: thiamin B; (Cervené vino ho obsahuje 7 az 10 mg/l),
riboflavin B, (ve viné se naléza v mnozstvi az 0,5 mg/1), kyselina pantothenova Bs (ve viné
je ptitomna v mnozstvi 1,2 az 1,5 mg/l), pyridoxin Bg (ve viné se naléza v mnozstvi az 0,5
mg/l), kobalamin B;; (ve ving je pfitomny ve velmi malém mnozstvi, méné nez 0,16 mg/1).
Dale biotin vitamin H (vino ho obsahuje 5 mg/l), niacin vitamin PP (Bs3) (ve viné je
pfitomen v mnozstvi 1 az 2 mg/l) [15,16]. Nejvétsi mnozstvi vitamini B-komplexu

obsahuje burcak [15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Vino obsahuje velmi malé mnozstvi vitaminu C (kyselina askorbovd), vitamin A se ve viné

témer nevyskytuje [15].

2.3.10 Polyfenoly

Polyfenoly v mostu se béhem nakvaseni méni jen malo (viz kapitola 2.2.7). Obsah se
pohybuje v bilych vinech mezi 150 az 250 mg/l, v ¢ervenych az do 4 500 mg/l, podle
zptisobu zpracovani. Béhem zrani a starnuti dochdzi ke znaénym zménam, které maji vliv

na chut’ a barvu vina [6].

2.4 Antioxidanty

Jako antioxidanty oznacujeme vSechny latky, pfirodni i syntetické, které svou piitomnosti

zpomaluji, az potlacuji nezadouci oxidacni déje [17].

Antioxidanty se rozd€luji podle ruznych kritérii podle plvodu, podle mechanismu

pusobeni, podle chemického slozeni [12].
Podle ptivodu na [12, 18]:

e piirodni — extrakty a smési ziskané naptiklad ze zeleniny, bylin, kofeni, ovoce,

obilovin, olejnin,
e piirodné identické — synteticky tokoferoly, askorbova kyselina,

e syntetické — BHA, BHT, gallaty.

Podle struktury [12, 18]:

e fenolové - tokoferoly, fenolové antioxidanty, gallaty, slouceniny v potravinach a

syntetické tokoferoly,
¢ endioly - kyselina askorbova, kyselina erythorbova a jejich soli a jiné derivaty,

e jiné latky - amidy, kurkuminoidy, alkaloidy rostlin, flavonoidy.

K pfirodnim antioxidantiim se fadi [12]:

o fenoly,
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fenolové kyseliny a jejich derivaty,
e lignany,

e kurkuminoidy,

e diterpeny a chinony,

e triterpeny a steroly,

o flavonoidy,

o alkaloidy,

e sirné peptidy a proteiny,

e ostatni (vitaminy, karotenoidy,...).

Antioxidanty jsou hojné vyuzivany jako dopliiky vyzivy pfi prevenci takovych nemoci jako

rakovina a srdeé¢ni onemocnéni.

Ackoliv pfiliSnd konzumace alkoholu ma neptiznivé zdravotni ucinky, epidemiologicka
studia soucasné demonstrovala, Ze mirna spotieba alkoholu je spojend s poklesem timrti na
kardiovaskularni onemocnéni. Vysledky studie ukazuji, ze lidé, ktefi konzumuji alkohol ve
zvySené mife, maji zvySené riziko onemocnéni srdce, zatimco lidé konzumujici alkohol v

malém mnoZzstvi maji niz$i riziko onemocnéni nez abstinenti [19].

Vyzkumy prokazaly, Ze po poZziti dvou skleni¢ek vina denné se zvysi pfisun antioxidanti

az 0 40 % ve srovnani s béznou stravou [19].

2.4.1 Antioxidanty vina

Fenolické slouceniny nebo polyfenoly jsou pfirodni slozky hroznt a vina [20]. Pod nazvem
polyfenoly jsou seskupeny hydroxybenzoové kyseliny, alkoholy, stilbeny, flavanoly,
flavonoly, antokyany a tiisloviny [6, 20].

Tyto slouceniny jsou velmi dilezité, protoze jsou odpovédné za organoleptické vlastnosti
vina, a to zejména barvu a trpkost [20]. Polyfenoly jsou také spojeny s prospéSnymi uc¢inky

v souvislosti s kardiovaskularnimi chorobami [19, 20, 21, 22].
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Struktura fenolové slouceniny urcuje jeji chemické a biologické vlastnosti. Koncentrace
fenolickych latek ve viné je podminéna nékolika faktory (odriida, kvalita sklizng, pudy,

ovzdusi, atd.) a enologickymi postupy [20, 23].

Polyfenolické latky maji na lidsky organismus fadu pozitivnich G€inkl. Chovaji se jako
antimutageny a antioxidanty. Dale jsou schopné vytvaret cheldtové komplexy s kationy

system [24].

Polyfenolické latky obsazené ve viné jsou piirozenym zdrojem antioxidanti pro lidsky
organizmus, Je ale velmi téZké zjistit, které polyfenolické latky maji prospéSny vliv na
lidské zdravi. Antioxidacni ucinky jednotlivych polyfenolickych latek nemusi mit stejny
efekt, kterého je docileno synergickym plisobenim riznych polyfenolickych sloucenin, jak

je tomu naptiklad u ¢erveného vina [25].

Mezi slouceniny nalezenymi v hroznech s vybornymi zdravotnimi ucinky patii melatonin,
katechiny, lutein, kvercetin a resveratrol [26]. Ve vin¢ byly identifikovany i dalsi
flavonoidy jako epikatechin, rutin a vyznamnymi fenolovymi kyselinami rovnéz s
antioxida¢nimi uc¢inky jsou kyselina gallova, protokachetovd, kumarova, kavova,

vanilinové a ferulov4 a tento vycet neni konec¢ny [19].

e Resveratrol

OH

HO N

OH

Obr. 1. Resveratrol [27]

Resveratrol je pfirodné¢ se vyskytujici fytoalexin produkovany nékterymi rostlinami
klasifikovanymi jako spermatofyty jako odpovéd na bioticky a abioticky stres, napf.

napadeni patogeny, UV zafeni, expozice ozonem nebo mechanické poskozeni [28].
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Patii mezi stilbeny. Objevuje se v izomerech cis a trans [19, 29, 30, 31, 32]. Ptic¢emz trans

forma je biologicky aktivnéjsi [30, 31, 32].

V nejvyssim mnozstvi se tato fenolova sloucenina nachazi v pokozce hroznového vina
[19].

Obecné plati, Ze vina ze severnéjSich zemi, kam patfi i nase vinaiské oblasti, maji vice této
slouceniny nez vina ze zemi jiznich. Ve vinech z jihu Italie bylo stanoveno primérné pod 2
mg resveratrolu na litr. Jest¢ hiife dopadly v testech na resveratrol vina z Australie, jizni

Ameriky a Kalifornie, kde byly naméfeny pramérné hodnoty tohoto antioxidantu pod 1,5

mg/l [19].

Cervena vina obsahuji 2 - 6 mg/l resveratrolu, tedy 1 mg je obsazen v 0,17 - 0,5 |
erveného vina [31]. Cervena vina obsahuji asi desetkrat vice resveratrolu nez vina bila.
Resveratrol je produkovan jako prostiedek k mikrobidlni ochrané, jeho vyroba vSak muze

byt uméle povzbuzena ultrafialovym zafenim [33].

Primérny piijem resveratrolu z béznych potravin denné je asi 200 - 600 pg. Piedpoklada
se, ze mirna konzumace Cerven¢ho vina snizuje umrtnost na korondrni onemocnéni a

pusobi pozitivné pii 1é¢eni Alzheimerovy choroby [31].

e Kvercetin

OH

HO

HO

@) OH

Obr. 2. Kvercetin [41]

Nejvice obsazeny flavonoid ve vyzivé Clovéka je flavonol kvercetin. Nachazi se ve

vysokych koncentracich v bézné ptijimanych potravinach jako je cibule (300 mg/kg Cerstvé
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vahy), jablka (21 - 72 mg/kg), kapusta (100 mg/kg), cervené vino (4 - 16 mg/l) a zeleny a
cerny ¢aj (10 - 25 mg/l). V takovychto zdrojich se nachéazi ve formé volné i vazané s
cukernymi jednotkami. Napi. kvercetin-3-O-glukosid (isokvercitrin), kvercetin-4’-O-

glukosid (spiraeosid), kvercetin-3-O-rhamnosid (rutin) a mnoho dal$ich [29].

Jeho antioxida¢ni schopnosti jsou diky jeho chemické struktute mimofadné a je u¢innéjSim
antioxidantem nez vitaminy C a E. Na druhé strané je nutno fici, ze nékteré flavonoidy, a
mezi nimi 1 kvercetin, vykazuji nejen antioxidacni aktivitu, ale v nékterych piipadech i

aktivitu prooxidacni [34].

Flavonoly se vyskytuji v ovoci, zelenin€ 1 v napojich, avSak v pomérné malém mnozstvi
[35]. Jejich denni ptijem byl odhadnut pouze na 20 mg [35, 36]. Pfesto patii, predevs§im
kvercetin a jeho derivaty, jako je rutin, k nej€astéji studovanym flavonoidim. Je to dano

jejich komer¢ni dostupnosti a vyznamnou biologickou aktivitou [35].

e Katechiny

OH

OH

Obr. 3. Katechin [42]

vV

Patii k nim napf. katechin, epikatechin, epigallokatechin a jejich estery s kyselinou
gallovou. Jsou pritomné hlavné v ¢aji. DalSi zdroje jsou cervené vino (270 mg/l) a

cokolada [29]. Katechiny jsou Siroce zastoupeny i v ovoci, zelening a koteni [37].

Flavanoly katechin a epikatechin se nachdzeji ve vysokych koncentracich v zrnickach
hroznit, ale piitomny jsou i v pokozce a ve stopkach [33, 38]. Cim vice je zrnitek na
kilogram hroznt, tim vétSi obsah flavanoli miZeme v Cerveném viné ocekavat. Odrady

hroznt s malymi plody dodavaji ¢ervenému vinu vice polyfenoli [38].
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Katechiny hraji dalezitou roli v ochrané hroznli pted mikroorganismy. Jsou produkovany

ve vyS$§i mife v pfipad¢é napadeni révy vinné naptiklad plisnémi [33].

Po chemické strance maji redukéni a antioxidacni vlastnosti, coz je schopnost

zneskodnovat volné radikaly [29, 39].

2.4.2 Francouzsky paradox

Francie patii k zemim zapadniho zivotniho stylu, kde se navzdory konzumaci potravin s
vysokym podilem tuka a sacharidd, koufeni a nedostatecného pohybu vyskytuje nejnizsi
umrtnost na srde¢ni onemocnéni. Tato skute¢nost vedla k domnénce, Ze se jedna o0 paradox
zpusobeny kazdodennim pitim vina spolu se stravou bohatou na vitaminy. Podobn¢ je na

tom Italie a ostatni zemé s vysokou spotiebou vina [40].
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3 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost slouceniny (smési latek) inhibovat
oxidaéni degradaci riznych sloucenin (napi. zabranovat peroxidaci lipida). Mély by se
rozliSovat dva pojmy, a to antioxida¢ni kapacita a reaktivita. Antioxidacni kapacita
poskytuje informaci o délce trvani antioxida¢niho ucinku, reaktivita charakterizuje
pocatecni dynamiku prubéhu antioxidaéniho procesu pii uréité koncentraci antioxidantu

[43, 44].

Antioxidacni ucinek latek vyplyva z jejich specifické struktury. U latek fenolového typu,
které jsou schopné prerusit fetézovou radikalovou reakci, zavisi antioxidacni schopnost na
poctu a poloze hydroxylovych skupin i typu dalSich substituentt (alkyl, alkoxyskupina,
allylové uskupeni, glykosidicka ¢ast). Tyto strukturni faktory podmiiiuji snadnost odstépeni
vodiku z molekuly antioxidantu, ¢imz se inaktivuji radikaly vzniklé oxidaci lipidd nebo
metabolickymi pochody, napt. hydroxylovy radikal, dale ovliviiuji miru stabilizace
vzniklého radikalu antioxidantu, snadnost reakce s jinym radikalem ¢i schopnost chelatovat
kovy katalyzujici oxidaci. Funkéni skupiny v molekule antioxidantu urcuji téz polaritu a
hydrofobné-lipofilni vlastnosti molekuly, coz ma vliv na jeji rozmisténi v systému. Kromég
struktury ovliviuje antioxidacni aktivitu antioxidanta i pH systému a stabilita sloucenin
béhem zpracovani suroviny (teplota, fermentace) [45]. Dulezita je téz pfitomnost dal§ich

latek v systému, které mohou pusobit jako synergisti, nebo jako antagonisti [45, 46].

V oblasti chemické analyzy a biologického hodnoceni jakosti rostlinnych produkti byly
Vv poslednich letech vypracovany cetné metody, které umoziiuji stanovit tzv. celkovou
antioxidacni aktivitu vzorku (TAC tj. total antioxidant capacity) [43, 46, 47, 48]. TAA
(total antioxidant activity) je parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu vzorku biologického

materialu eliminovat radikaly [46].

Jedna se o metody, které jsou principialné znacné odlisné a postupné se vyvijeji jejich
rtizné modifikace [43, 47]. Ukolem t&chto metod je charakterizovat v podminkach blizkych
fyziologickému prostiedi jejich antioxidacni, pfipadné redukéni tcinnost jako souhrnnou

vlastnost potraviny [47].

Existuje velké mnozstvi metod pro stanoveni a vyjadieni TAA [47, 48, 49, 50]. Jejich

rozmanitost vyplyvd ze skutecnosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou pulsobit
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riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o pifimou reakci s radikdly (zhaseni, vychytavani)

nebo reakci s prechodnymi kovy [47].

Jednou z nejvice pouzivanych je metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity),
kterd udéava antioxidacni aktivitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi standardu
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [46, 47, 48, 49,
50]. Pro cisté latky je TEAC definovana jako milimolarni koncentrace Troloxu
odpovidajici antioxida¢ni aktivité testované latky o koncentraci 1 mmol/l [46, 50, 51].
Smésné vzorky se hodnoti jako latkové mnozstvi Troloxu odpovidajici aktiviteé 1 g ¢i 1 ml
vzorku [46, 50]. Tato metoda muize byt aplikovana na méfeni Cistych latek, vodnych

roztoku i napoju [50].

Antioxidac¢ni aktivitu latek 1ze méfit metodami chemickymi a fyzikalnimi. Chemické
metody spocivaji v pouziti ¢inidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikaly barevné
produkty, jejichZ vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Nejcastéji se vyuZivaji
metody zalozené na eliminaci kyslikovych (ORAC) nebo syntetickych stabilnich (ABTS,
DPPH) radikalt [50, 51]. Intenzita zabarveni se méfi nejcastéji spektrofotometricky a
rozdil v hodnotdch absorbanci slepého a méteného vzorku udava obsah latek
s antioxidacnimi u¢inky. Avsak srovnani vysledkii poskytovanych jednotlivymi metodami
neni snadné, protoze antioxidantll i reaktivnich latek, které zptisobujici oxida¢ni zmeny, je
cela fada a prakticky zadna z metod neni schopna obsahnout tento fakt v celé jeho §ifi [51].
Fyzikalni metody stanoveni antioxidacni aktivity nesleduji bezprostiedné chemickou reakci
nebo zmény obsaht jednotlivych latek, ale zménu fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy
doprovazi. Prikladem je elektronova spinova rezonance, stanoveni redoxniho potencialu ¢i

chemiluminiscence [50, 51].

3.1 Chemické metody

3.1.1 Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)

R

radikédlovou formu, kterd je barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti antioxidacné
aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku potraviny se redukuje, a tim odbarvuje, je
méfena relativni zhdSeci schopnost antioxidantu v porovnani s Troloxem. Rychlost a mira

odbarveni jsou timérné antioxidacni aktivit¢ vzorku. Aby vyjadieni této kvality vzorku
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bylo standardni, stanovuje se shodnym postupem TEAC v pfitomnosti pouhého askorbatu,

Troloxu, gallatu, epikatechinu nebo jinych klasickych antioxidantd [47].

Nejcastéji pouzivanym prekursorem radikalu je tzv. ABTS [47].

CHsj
HO O

OH

CHj

Obr. 4. Trolox [57]

3.1.2 Metoda ABTS

Iniciatorem, ktery ABTS tj. 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) pifeménuje na
modrozeleny radikal ABTS™, je latka AAPH tj. 2,2’-azo-bis(2-amidinopropan)
dihydrochlorid [43, 47, 51, 52, 53]. V praxi se jako zdroj peroxidového radikalu pouziva
AAPH, jehoz smés s ABTS se inkubuje v acetatovém pufru o pH 4,3 pii 45 °C po dobu 60
min. Po ochlazeni a pfidani vzorku, resp. pufru v pfipadé slepého vzorku, se po 25 min
m¢éfi absorbance pii 734 nm. Tato tzv. hodnota TRAP (total reactive antioxidant potential)
je v pivovarstvi povazovana za odpovidajici indikator antioxida¢nich G¢inkt vyhradné
polyfenolickych latek [51]. Dale Ize jako inicidtor ABTS™ pouzit peroxid vodiku (H,O,)
Vv pfitomnosti  peroxidasy, hexakyanidozeleznatanu tetradraselného Ks[Fe(CN)g] ¢i
peroxodisiranu draselného K,S,0g [43, 46, 47, 50].

ABTS radikal (ABTS™ je stabilni pfi pokojové teploté do 35 °C a pii hodnotach pH do
7,5 [54].

TEAC vyjadiuje pocet radikalovych kationtt ABTS™ inaktivovanych jednou molekulou
antioxidantu. Stanoveni TEAC je zavislé na c¢ase inkubace jakoz i na poméru mnozstvi
vzorku a koncentrace ABTS™. Jednim z omezeni této metody je jeji mald selektivita pfi

reakci s donory vodikovych atoma [43].
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ABTS™ ma silnou absorbanci ve viditelné oblasti 600 - 750 nm (roztok je zeleny) a
antioxidac¢ni aktivita mize byt snadno stanovena spektrofotometricky [43, 52]. Pro
spektrofotometrickou metodu stanoveni celkové antioxidacni aktivity s ABTS jsou

popsany aplikace méteni v hydrofilnim i lipofilnim prostiedi [46].

Obr. 5. ABTS [58]

3.1.3 Metoda FRAP (ferric reducing ability of plasma)

Metoda FRAP je zaloZena na redukci Zelezitych komplext jako TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-
1,3,5-triazin) s hexakyanidozelezitan draselny Kj[Fe(CN)s] nebo chloridem zelezitym
FeCls, které jsou téméf bezbarvé (popf. slabé nahnédlé) a po redukci a eventualné reakci
s dal$im ¢inidlem vytvaii barevné produkty, jakym mize byt napiiklad berlinska modf [43,
46, 47, 50, 53]. Modie zbarveny Zeleznaty komplex je métitelny spektrofotometricky pfi
vinové délce 593 nm [43, 46].

Metoda ma svd omezeni spoc¢ivajici v tom, Ze méteni probihd pfi velmi nizké hodnoté pH
(3,6), dale nejsou zachyceny polyfenolické latky reagujici s komplexem pomalu [46, 50,
55].

Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovat ion Fe®** a s celkovou

antioxidacni aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat [46].
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Obr. 6. TPTZ [59]

3.1.4 Metoda DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu ze zakladnich metodik pro posouzeni antiradikalové

aktivity Cistych latek i riznych smésnych vzorka [46].

DPPH test je zalozen na schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2°-difenyl-1-
pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku [43, 51, 53, 56]. DPPH vykazuje silnou absorpci
v UV/VIS spektru. DPPH test je pii reakci s donory vodiku selektivngj§i nez ABTS™ [43].

Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky. Pokles absorbance pti 517 nm se mé&ii
bud’ po uplynuti uréitého konstantniho ¢asu, nebo se pracuje v Kinetickém rezimu. Test Ize
provadét 1 na mikrotitracnich destickach. Reakci je mozno sledovat i metodou elektronové

spinové rezonance (ESR) nebo HPLC [46].
Pfi tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R") roztok odbarvi [43]:
DPPH’+ AH — DPPH-H + A
DPPH' + R*— DPPH-R

Intenzivni fialové zabarveni méfitelné pti 520 nm je zplisobeno neparovym elektronem na
dusiku hydrazylu. Pasobenim antioxidantli se intenzita jeho zabarveni snizuje [51].
Vzhledem k tomu, Ze je sledovan ubytek latky, je mozno pouzit i detekci HPLC, kdy je
sledovanou veli¢inou plocha pasu odpovidajici DPPH [46, 51].

U smésnych vzorku se radikalova aktivita nékdy vyjadiuje v ekvivalentech askorbové

kyseliny nebo v jednotkach standardu Troloxu [46].
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Obr. 7. DPPH [60]

3.1.5 Metoda pouzivajici galvinoxyl

K metoddm vyuzivajicim reakci antioxidantu se stabilnimi radikaly patii také test
s galvinoxylem (2,6-di-terc-butyl-4-[(3,5-di-terc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)
methyl]fenoxyl). Princip metody spociva v redukei stabilniho radikédlu galvinoxylu latkami
poskytujicimi vodik podobné jako pii testu DPPH. Reakce se sleduje spektrofotometricky
pii vinové délce 428 nm nebo na zakladé ESR [46].

t-Bu -Bu
0] O
-Bu -Bu

Obr. 8. Galvinoxyl [61]

3.1.6 Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

Pti pouziti metody ORAC se v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a hodnoti

se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci [46].
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Metoda ORAC spociva ve vytvofeni peroxylového radikalu fykoerythrinu, a to jeho
oxidaci ¢inidlem ABAP (2,2°-azo-bis-2-propionamidin). Radikal se urcuje kvantitativne

fluorimetricky a hodnoti se rychlost ubytku signalu po pfidani testovaného vzorku [47].

Pro generaci peroxylovych radikali se pouzivda AAPH, pfi generaci hydroxylovych
radikald pak systtm H,O, + Cu?*. Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly patii k
nejreaktivnéj$im, patii test ORAC k dillezitym parametrim charakterizujicim antioxidanty

[46].

3.1.7 Cyklicka voltametrie

Redoxni vlastnosti latek je mozno hodnotit cyklickou voltametrii, ktera indikuje schopnost

latek odstépovat elektrony [46].

Pfi této metod& se na pracovni elektrodu vklada potencialovy pulz s urCitou rychlosti
polarizace a soucasné se sleduji proudové odezvy v roztoku studované latky. Ziskany

zaznam zachycuje kiivka - tzv. cyklicky voltamogram [46].

Reduk¢ni schopnost latek se vyhodnocuje dvéma parametry, a to z potencidlu anodického
oxida¢niho piku Ea a jeho anodického proudu Ia. Cim je niz&i hodnota Ea, tim latka
snadné&ji odevzdava elektrony a mize byt lep§im antioxidantem. Z hodnoty vysky proudu

anodického piku I je mozné uréit koncentraci latek [46].

Cyklicka voltametrie je vhodna pro ziskani informace, zda latka je schopna snadno
odevzdavat elektrony a poté je mozné zvolit uréitou metodu na stanoveni antioxida¢ni
kapacity. Je prokazano, ze v fad¢ piipadi hodnoty Ea koreluji s antioxidacni aktivitou latek

ur¢enou jinymi metodami, napt. DPPH [46].

3.1.8 Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolova) - metoda MEBAK

Tato metoda je standardni metodou podporovanou MEBAK (Mitteleuropéische
Brautechnische Analysenkommission). Principem je reakce 2,6-dichlorfenolindofenolu s
endiolovou skupinou polyfenoli za vzniku bezbarvych dioxosloucenin. Tato zména
zbarveni je stanovitelna spektrofotometricky. V piipadech, kdy neni mozno optickych
metod pouzit (tmava piva, kvasnicova piva), se pouziva kombinace s voltametrickou
detekci. Vysledky se vyjadiuji jako ekvivalenty mnozstvi kyseliny L-askorbové, ktera
slouzi jako standard [51].
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3.1.9 Stanoveni redukéni sily 2,2'-bipyridylem

Tato metoda je zalozena na reakci zelezitych iontd S 2,2'-bipyridylem. Vznikly komplex je
silnym oxida¢nim ¢inidlem a reakci se Sirokou skupinou redukujicich latek se méni z
bezbarvé oxidované formy na cCervenou, redukovanou. Tuto zménu lze méfit

spektrofotometricky pii 510 nm po tiiminutové prodlevé [51].

3.1.10 Stanoveni celkového antioxidaéniho stavu

Tato metoda byla doposud hojné vyuzivana v medicinské praxi, zejména pii stanoveni
antioxidacnich vlastnosti krve a séra. Metoda spociva v reakci methmyoglobinu
peroxidem vodiku za tvorby radikalu ferrylmyoglobinu. Uvedeny radikal reaguje s ABTS v
substratu a vytvafi radikal-kation ABTS™ modrozelené barvy. Antioxidanty v systému
zabraiiuji tvorbé ABTS™ v mife odpovidajici jejich koncentraci. Reakce probiha pti 37 °C,

meti se pii vinové délce 600 nm [51].

3.1.11 Metoda spoluoxidace p-karotenu v linoleatovém modelovém systému

B-karoten je diky syst¢ému dvojnych vazeb ve svém fetézci vybornym pohlcovacem
radikald. Je pfidavan do vzorku a spolu s nim podroben oxidaci. Méfitelnou veli¢inou je
pokles absorbance B-karotenu pii vinové délce 470 nm za a bez pfitomnosti antioxidantt ze
vzorku. Antioxidacni vlastnosti jsou vyjadieny jako procenta inhibice oxidace p-karotenu
[51].

3.1.12 Inhibice lipoxygenasové aktivity

Metoda inhibice lipoxygenasové aktivity se pouziva pro urceni antioxidac¢nich schopnosti v
je¢mennych a sladovych extraktech. Lipoxygenasova aktivita se bézné vyjadiuje v
nanomolech spotiebovaného kysliku za sekundu (nkat). Antioxidac¢ni kapacita byva pak

vyjadiovana v procentech inhibice v porovnani se srovnavacim vzorkem [51].
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3.2 Fyzikalni metody

3.2.1 Elektronova spinova rezonance (ESR)

Tato v posledni dobé¢ velmi oblibend metoda je schopna urcit pfitomnost iontt, které
obsahuji neparové elektrony, a je proto vhodnd pro stanoveni volnych kyslikovych

radikali, piipadné jejich komplexu s nékterymi kovovymi ionty [51].

3.2.2 Stanoveni redox potencialu

Metoda, kdy stanovujeme rH (redox potencial vztazeny ke standardni vodikové elektrodeé).
Postupem c¢asu byly ur€eny tfi skupiny latek, které rozhodujici mérou ovliviiuji hodnotu

redox potencialu v pivovarském procesu [51]:
e rozpustény kyslik (hodnota rH je linearné zavisla na jeho koncentraci),
o t¢Zké kovy a jejich komplexy (zejména zelezo a med),
e latky povahy reduktont.

Bylo rovnéZ prokazéano, Ze méfené potencialy vyjadiuji pouze okamzity oxidacné-redukéni
vliv zminovanych latek ve vzorku, a Ze tedy tyto hodnoty nemohou byt pouzity pro
kvantifikaci obecnych antioxida¢nich vlastnosti vzorku, nebot’ na ném se podileji 1 dalsi,
elektrochemicky neaktivni latky. Dalsi vyzkum se proto omezil na optimalizaci
pouzivanych systému S tim, ze sledovani redox potencidlli bude mit pouze informativni

charakter a bude pouzivano jako zplsob sledovani obsahu rozpusténého kysliku [51].

3.2.3 Chemiluminiscence

Zkoumalo se pouziti chemiluminiscence jako metody pro stanoveni intenzity oxidace
lipidt. Bylo vyzkouseno vice luminiscenénich ¢inidel, z nichz se nejvice osvedcil 5-amino-
2,3-dihydro-1,4-ftalazindion (isoluminol) a 6-fenyl-2-methyl-3,7-dihydroimidazo[1,2-a]
pyrazin-3-on, coz je analog luciferinu. Bylo zjisténo, ze rozhodujici vliv na intenzitu
oxidace lipidd ma jednak teplota, kdy bylo dosazeno nejvétsi intenzity luminiscence pfi
teplotach okolo 65 °C, jednak intenzita michani. To odpovida podminkam, které jsou
bézné pii rmutovani, které bylo jiz diive povazovano za kriticky krok z hlediska oxidace

lipidovych slozek [51].
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3.2.4 Specialni metody

Briggs-Rauscherova metoda vyuziva peroxylovy radikal malonatu, jehoz tvorba v umélém
systétmu je moderovana aplikovanym vzorkem. Kvantitativni hodnoceni radikalu je
oscilometrické, metoda je vyjimecné citliva [47].

Jind metoda spociva ve vytvoieni superoxidového anionu a jeho zhaseni vzorkem,

koncentrace tohoto radikalu se méfi pomoci specifického biosenzoru [47].

Osvédeuji se rovnéz metody neuvértitelné jednoduché, napi. smés méd’naté soli a ¢inidla na
sul méd’nou (bathocuproin), urcuje se mnozstvi redukované formy vytvofené potravnimi

antioxidanty [47].
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4 STANOVENI CELKOVEHO OBSAHU POLYFENOLU
Pro stanoveni celkového obsahu polyfenold se pouzivaji tyto metody [62]:
e FCM (Folin-Ciocalteu method),

e PBM (Price and Butler method).

4.1 Metoda FCM

Tato metoda je jinak také nazyvana Gallic Acid Equivalent method (GAE) [62, 63]. Jako
standard slouzi kyselina gallova. Cinidlo neobsahuje fenol, ale obsahuje slougeniny, které
reaguji s fenolickymi sloueninami. Jedna se o smés fosfomolybdenu a fosfowolframanu,
ktera se pouziva pro kolorimetrické stanoveni fenolickych a polyfenolickych antioxidanta.
Folin-Ciocalteuho ¢inidlo reaguje s fenoly a dochazi k redukci latky na formu chromogent,

ktera mize byt zachyceny spektrofotometricky pii 550 - 750 nm [62].

O

H
© OH

HO
OH

Obr. 9. Kyselina gallova [64]

4.2 Metoda PBM

V této metod¢ fenolatovy anion oxiduje na radikal fenolatu. Soucasné je redukovan

hexakyanidozelezitanovy ion a tvofi se berlinska (pruska) modft [62].
Reakce probiha podle rovnice [62]:

Ks[Fe**(CN)g] + Ph-OH — K, (Fe,>*[Fe**(CN)g]s) + Ph-O" + H*
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo v teoretické ¢asti popsat technologii vyroby révového vina,
blize se zaméfit na malolaktickou fermentaci, dale popsat chemické slozeni a uvést

metody, kterymi se antioxida¢ni aktivita ve viné¢ stanovuje.

Cilem diplomové prace v praktické ¢asti bylo aplikovat vybrané metody, podle nich
stanovit celkovy obsah polyfenoll a antioxidacni aktivitu ve vzorcich vin a zjistit, jak se

meéni koncentrace v pribéhu jablecno-mlécného kvaseni.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL A METODIKA PRACE

6.1 Pouzité chemikalie

Folin-Ciocalteuho ¢inidlo (1 000 ml, PENTA)

Uhli¢itan sodny bezvody (1 000 g, Lach-Ner, s.r.0.)
Redestilovana voda (piipravena na pfistroji AquaOsmotic)
DPPH (1,5 g, Sigma-Aldrich)

Methanol (1 000 ml, Lach-Ner, s.r.0.)

Kyselina gallova (100 g, Sigma-Aldrich)

Kyselina askorbova (250 g, distributor Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

6.2 Pristroje a pomiicky

UV-VIS Spectrophotomether (UVmini-1240, Shimadzu)

Analytické vahy (LABICOM s.r.0.)

Mikrofiltry MS®™ Nylon Syringe Filter 25 mm, 0,45 pm (Chromservis s.r.0.)
Mikropipeta 10 - 100 ul (Biohit Proline)

Mikropipeta 100 - 1 000 ul (INTECH)

Mikropipeta 500 - 5 000 ul (LABMATE)

Bé&zné laboratorni vybaveni (laboratorni sklo a pomtcky)

Obr. 10. UV-VIS Spectrophotomether [65]
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6.3 Analyzovany material

Analyzovanym materidlem bylo ¢ervené vino. Jednalo se o vzorky odridy Frankovka

pochézejici z vinai'ské oblasti Morava, Mikulovské podoblasti a vinafské obce Lednice.

Byly odebirany tii sady vzorkti dané odriidy v riznych ¢asovych intervalech a pfi odlisnych
teplotach. Pticemz se liSily tim, Ze vzorky z van €. 3 a €. 4 byly zaoCkovany Lalvin 31,
jedna se o nové selektovany kmen malolaktickych bakterii vyslechtény ve Francii. Bakterie
snizuji vyrazné riziko infekce a i v obtiznych podminkach se vyznacuji obrovskou
schopnosti ptizpisobeni se prostiedi [66]. Dalsi sada vzorki z vany ¢. 5 byla zaockovana
startovacim preparatem BioStart® Vitale SK11® pro piimé spusténi jable¢no-mlééné

fermentace v ¢erveném a bilém viné.
Jednalo se o vina ze sbéru 2008.

Datum a teplota odbéru jednotlivych sad jsou uvedeny v Tab. 2. - Tab. 4.

Tab. 2. Vana ¢. 4

Cislo vzorku Datum Teplota [°C] Poznamka
1 27.10. 2008 10,0
2 28. 10. 2008 12,4
3 29. 10. 2008 13,9
4 3.11. 2008 21,7
. 4 11 2008 29.6 Inokulace - Lalvin 31 Oenococcus oeni,
Lallemand (Francie)
6 5. 11. 2008 28,0
7 6. 11. 2008 25,0
8 7.11. 2008 24,5
9 8. 11. 2008 23,5
10 10. 11. 2008 22,4

11 11. 11. 2008 21,8
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12 18. 11. 2008 18,3
13 28. 11. 2008 14,6
14 5.12. 2008 13,5
15 6. 1. 2009 12,1
16 12. 1. 2009 14,5
17 27.1. 2009 15,6
18 4.2.2009 14,0
Tab. 3. Vana ¢. 3
Cislo vzorku Datum Teplota [°C] Poznamka
19 27.10. 2008 10,0
20 28. 10. 2008 18,0
21 29. 10. 2008 20,5
- 3 11 2008 20,0 Inokulace - Lalvin 31 Oenococcus oeni,
Lallemand (Francie)
23 4.11. 2008 23,5
25 6. 11. 2008 21,2
26 7.11. 2008 21,8
27 8. 11. 2008 23,5
28 10. 11. 2008 25,1
29 11.11. 2008 21,0
32 5.12. 2008 16,4
33 6. 1. 2009 10,7
34 12. 1. 2009 6,4
35 27.1.2009 8,9
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36 3.2.2009 7,0
Tab. 4. Vana ¢. 5
Cislo vzorku Datum Teplota [°C] Poznamka

37 3.11. 2008 21,8

38 4, 11. 2008 31,7 Inokulace - Biostart Vitale SK11, Erbsloh
39 4.11.2008 29,6

40 5.11. 2008 31,7

41 6. 11. 2008 30,7

42 7.11.2008 29,6

43 8.11. 2008 26,4

44 10. 11. 2008 23,2

45 11.11. 2008 21,9

46 18. 11. 2008 14,1

47 28.11. 2008 13,5

48 5.12. 2008 13,0

49 6. 1. 2009 11,0

50 12. 1. 2009 9,1

51 27.1. 2009 12,4

52 4.2.2009

6.3.1 Uprava vzorki p¥ed stanovenim

Pted stanovenim byly vzorky uchovavany zamrazené v tmavych neprithlednych nddobéch o

objemu 0,25 1. Pfed vlastnim stanovenim probéhlo jejich Setrné rozmrazeni.
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6.4 Metodika

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenolt v cerveném vin€ byla vybrana metoda FCM,

kdy standardy 1 vzorky vin byly prométovany pii vinové délce 765 nm.

Pro stanoveni antioxidacni aktivity byla zvolena metoda DPPH, kdy standardy i vzorky vin

byly prométfovany pii 515 nm.

6.4.1 Priprava standardi

e U metody FCM byla pouzita jako standard kyselina gallova, ktera byla rozpusténa
Vv destilované vod¢, ze zasobniho roztoku o koncentraci 4 000 mg/l byla fedénim
pfipravena kalibra¢ni fada o koncentraci 50, 100, 200, 400, 600 a 800 mg/l.
Vysledky jsou udavany v ekvivalentech kyseliny gallové (GAE - gallic acid

equivalent).

e U druhé metody, pro stanoveni antioxidacni aktivity, byla jako standard pouzita
kyselina askorbova. Kalibracni fada byla pfipravena fedénim zésobniho roztoku
(800 mg/l) o koncentraci 40, 80, 120, 160 a 200 mg/l. Vysledky jsou pifevadény na

ekvivalentni mnozstvi kyseliny askorbové (AAE - ascorbic acid equivalent).

6.4.2 Metoda FCM

Do 10 ml odmérné banky bylo postupné napipetovano 0,1 ml vzorku, pfidano 0,5 ml
Folin-Ciocalteuho ¢inidla a 1,5 ml 20% roztoku Na,COs, ktery byl pfipraven smichanim 20
g uhli¢itanu sodného s 80 ml vody. Poté byla 10 ml odmérna banika doplnéna po rysku

destilovanou vodou.

Jelikoz byl vzorek zakaleny, do kyvety se zfiltroval pfes mikrofiltr. Absorbance byla
zmeéiena na spektrofotometru pii vinové délce 765 nm proti slepému vzorku, ktery

obsahoval Folin-Ciocalteuho ¢inidlo, 20% Na,COs a destilovanou vodu.

Celkovy obsah polyfenoli byl vypocten pomoci kalibraéni kiivky, ktera byla sestrojena pro
standardni roztok kyseliny gallové. Vysledna absorbance analyzovaného vzorku byla

vyjadiena jako mg GAE/], ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové na 1 1 vzorku.
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Kalibra¢ni kiivka pro metodu FCM

S presnosti na 0,0001g bylo navazeno 0,4 g kyseliny gallové. Navazka byla rozpusténa ve
100 ml destilované vody, ¢imz vznikl zasobni roztok o koncentraci 4 000 mg/l. Z tohoto
roztoku byly ptipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 50, 100, 200, 400, 600 a 800

mg/l fedénim zasobniho roztoku destilovanou vodou.

Pro kalibra¢ni kiivku byl pouzit stejny postup jako u vzorku, kdy byly k reakéni smési
piidavany misto vzorku fedénim pfipravené koncentrace kyseliny gallové. Nasledné byly
proméreny absorbance jednotlivych koncentraci pii vinové délce A =765 nm a byla

sestrojena kalibracni ktivka zavislosti absorbance (%) na koncentraci kyseliny gallové
(mg/l).

6.4.3 Metoda DPPH
Piiprava zasobniho roztoku DPPH

Na analytickych vahéach s ptfesnosti na 0,0001g bylo navézeno 0,024 g DPPH. Navazka

byla rozpusténa ve 100 ml metanolu.

Zasobni roztok byl ulozen v mrazaku ve tmé pfi teploté -18 °C.

Priprava pracovniho roztoku DPPH

Ze zasobniho roztoku DPPH ohtéatého na laboratorni teplotu 20 °C bylo pipetou odebrano

10 ml a ziedéno s 45 ml metanolu.

Absorbance vzniklé smési byla promérena spektrofotometricky pti vinové délce A = 515

nm proti slepému vzorku, ktery tvofil metanol.

Do 10 ml odmérné barky bylo napipetovano 450 pl vzorku a 8,55 ml pracovniho roztoku.
Smés se nechala stat za nepfitomnosti svétla po dobu 1 hodiny a poté byl méren ubytek

absorbance pii vinové délce A = 515 nm. Taktéz se méfila absorbance pracovniho roztoku.

Ubytek absorbance byl pomoci rovnice regrese piepocten na mg AAE/I, ekvivalentni

mnozstvi kyseliny askorbové na 1 | vzorku.
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Kalibra¢ni kiivka pro metodu DPPH

S presnosti na 0,0001g bylo navazeno 0,08 g kyseliny askorbové, ktera byla rozpusténa ve
100 ml destilované vody, ¢imz vznikl zasobni roztok o koncentraci 800 mg/l. Z tohoto

roztoku byly ptipraveny kalibrac¢ni roztoky o koncentracich 40, 80, 120, 160 a 200 mg/1.

Z kalibrac¢nich roztokti bylo odebrano 450 pl a smichano s 8,55 ml pracovniho roztoku
DPPH. Nechalo se stat ve tm& 1 hodinu a pak byly zméteny absorbance jednotlivych
koncentraci kyseliny askorbové pii 515 nm. Nasledné byla sestrojena kalibra¢ni ktivka

zavislosti absorbance (%) na koncentraci kyseliny askorbové (mg/1).
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Celkovy obsah polyfenola

7.1.1 Metoda FCM

Fenoly (neselektivné mono- i polyfenoly) jsou v alkalickém prostiedi oxidovany Folin-

Ciocalteuho cinidlem. Toto cinidlo je tvoreno smési kyseliny fosfore¢no-wolframové

(HsPW1,040) a kyseliny fosforecno-molybdenové (H3PMo01,040), ktera se po oxidaci

fenolt redukuje na smés modrych oxida wolframu (WgO,3) a molybdenu (MogOz3).

Vytvoiené modré zbarveni siln¢ absorbuje v oblasti A = 765 nm a je umérné celkovému

mnozstvi pavodné piitomnych fenolovych sloucenin.

Nameétené hodnoty, podle kterych byla kalibra¢ni kiivka sestrojena, jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5. Nameérené hodnoty pro kalibracni kiivku standardu kyseliny gallové

Koncentrace Smérodatna
/] Absorbance Primér odchylka
50 0,077 0,078 0,077 0,077 0,001
100 0,138 0,143 0,140 0,140 0,003
200 0,305 0,304 0,304 0,304 0,001
400 0,609 0,609 0,609 0,609 0,000
600 0,824 0,830 0,827 0,827 0,003
800 1,179 1,181 1,180 1,180 0,001
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Kalibracni krivka standardu kys. gallové
14

v=0.001x + 0,004

12 / RZ=0.997
1.0

0.6
0.4

0.2 /

0 200 400 600 800 1000

Absorbance | %]

Koncentrace kyseliny gallové [mg/]

Obr. 11. Kalibracni kiivka standardu kyseliny gallové

Bylo proméieno celkem 48 vzorku ze tfi van. Z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky standardu
kyseliny gallové byly vypocteny vysledky vyjadiené v g kyseliny gallové na 1 1 vzorku vina
(g GAE/). Kazdy ze vzorkt byl zméien 6 krat a vysledna hodnota byla zprimérovana.
Vysledné primérné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6. - Tab. 8. 1 v grafickém znazornéni

vyvoje celkového obsahu polyfenoli na Obr. 13. - Obr. 15. v ptiloze P I.

Tab. 6. Vysledky koncentraci - vana ¢. 4

Cislo vzorku FCM [g GAE/I] Smérodatna odchylka
1 1,234 0,009
2 1,409 0,017
3 1,585 0,025
4 1,763 0,011
5 1,488 0,032
6 1,552 0,014
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7 1,621 0,026
8 1,687 0,018
9 1,766 0,027
10 1,820 0,021
11 1,924 0,010
12 1,983 0,016
13 2,055 0,009
14 2,066 0,005
15 2,087 0,003
16 2,092 0,008
17 2,099 0,004
18 2,101 0,002
Tab. 7. Vysledky koncentraci - vana ¢. 3
Cislo vzorku FCM [g GAE/I] Smérodatna odchylka
19 1,236 0,010
20 1,418 0,015
21 1,592 0,030
22 1,303 0,005
23 1,419 0,009
25 1,600 0,018
26 1,657 0,024
27 1,724 0,015
28 1,786 0,021
29 1,862 0,030
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32 2,071 0,011
33 2,093 0,009
34 2,099 0,007
35 2,105 0,003
36 2,108 0,005
Tab. 8. Vysledky koncentraci - vana ¢. 5
Cislo vzorku FCM [g GAE/I] Smérodatna odchylka

37 1,701 0,021
38 1,813 0,003
39 1,817 0,005
40 1,844 0,016
41 1,878 0,020
42 1,902 0,013
43 1,936 0,009
44 1,970 0,014
45 1,999 0,012
46 2,025 0,018
47 2,083 0,021
48 2,167 0,007
49 2,184 0,008
50 2,191 0,003
51

52 2,202 0,006
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7.2 Antioxidacni aktivita

7.2.1 Metoda DPPH

Metoda spociva v reakci testované latky s DPPH (stabilni volny radikal 1,1°-difenyl-2-
pikrylhydrazyl). V metanolovém roztoku je v barevné radikalové formé DPPH" a vykazuje
silnou absorpci v UV/VIS spektru. Redukce DPPH antioxidantem se projevuje odbarvenim

roztoku, které se méfi spektrofotometricky pti A = 515 nm.
Antioxida¢ni aktivita byla pifepocitana jako ubytek absorbance pomoci vzorce:
Ubytek absorbance (%) = [(Ao — A1) / Ag] * 100,

kde Ay je naméfena absorbance pracovniho roztoku a A; absorbance smési pracovniho

roztoku se vzorkem.

Namétené hodnoty, podle kterych byl vypocten ubytek absorbance a sestrojena kalibracni

ktivka, jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9. Nameérené hodnoty pro kalibracni kiivku standardu kyseliny askorbové

Koncentrace Smérodatna
Absorbance Pramér
[mg/l] odchylka
40 0,079 0,078 0,077 0,078 0,001
80 0,057 0,058 0,057 0,057 0,001
120 0,043 0,044 0,041 0,043 0,002
160 0,020 0,023 0,022 0,022 0,002
200 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001
Pracovni
0,095 0,105 0,100 0,100 0,005
roztok
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Kalibracni kfivka standardu kys. askorbové
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Obr. 12. Kalibracni kiivka standardu kyseliny askorbové

Stejné jako v predchozi metod¢ bylo proméieno celkem 48 vzorka ze tiéi van. Z rovnice

regrese kalibra¢ni ktivky standardu kyseliny askorbové byly vypoéteny vysledky vyjadiené

v mg kyseliny askorbové na 1 | vzorku vina (mg AAE/Il). Kazdy ze vzorktu byl zméien 6

krat a ze ziskanych vysledkli byla vypoctena primérna hodnota i smérodatnd odchylka

meéfeni. Vysledné primérné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 10. - Tab. 12. i v grafickém

znazornéni vyvoje antioxidacni aktivity na Obr. 16. - Obr. 18. v ptiloze P 1L

Tab. 10. Vysledky koncentraci - vana ¢. 4

Cislo vzorku DPPH [mg AAE/I] Smérodatna odchylka
1 175,120 0,521
2 178,903 0,899
3 182,364 0,920
4 185,592 0,678
5 179,495 0,232
6 181,195 0,444
7 182,669 0,525
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8 183,923 0,397
9 185,598 0,753
10 186,683 0,226
11 187,420 0,120
12 190,379 0,692
13 191,329 0,028
14 191,420 0,119
15 190,880 0,151
16 190,663 0,073
17 190,524 0,085
18 190,329 0,104
Tab. 11. Vysledky koncentraci - vana ¢. 3
Cislo vzorku DPPH [mg AAE/I] Smérodatna odchylka
19 175,228 0,515
20 179,188 0,888
21 182,776 0,902
22 177,406 0,237
23 179,273 0,854
25 183,277 0,621
26 184,319 0,366
27 185,184 0,503
28 186,505 0,819
29 187,443 0,200
32 191,217 0,478
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33 191,050 0,125
34 190,665 0,066
35 190,280 0,082
36 190,101 0,091
Tab. 12. Vysledky koncentraci - vana ¢. 5
Cislo vzorku DPPH [mg AAE/I] Smérodatna odchylka

37 184,776 0,421
38 186,553 0,117
39 186,609 0,095
40 187,143 0,233
41 187,472 0,146
42 187,793 0,178
43 188,108 0,262
44 188,636 0,304
45 189,002 0,159
46 189,364 0,180
47 191,087 0,363
48 191,561 0,275
49 190,501 0,482
50 190,014 0,096
51

52 188,996 0,077
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7.3 Diskuse

V této diplomové praci byl stanoven celkovy obsah polyfenolid a antioxidacni aktivita

¢erveného vina.

Pro celkové stanoveni celkového obsahu polyfenolli byla pouzita metoda FCM.
Spektrofotometricky byla méfena absorbance, jako standard byla pouzita kyselina gallova.
Z rovnice regrese kalibracni kiivky byla prevedena vypocétena hodnota na ekvivalentni

mnozstvi kyseliny gallové.

Vysledné pramérné hodnoty metody FCM se pohybovaly v rozsahu 1,234 - 2,101 g GAE/I
u vzorkl z vany €. 4, 1,236 - 2,108 g GAE/I vzorku z vany ¢. 3 a 1,701 - 2,202 g GAE/l u
vzorkd z vany €. 5. Obsah polyfenolli se pohybuje v bilych vinech mezi 150 az 250 mg/1,
v ¢ervenych az do 4 500 mg/l [6, 67]. Je patrné, Ze vzorky vina Frankovka se nachazi v
rozmezi téchto hodnot. Podil téchto latek je ovliviiovan technologii zpracovani hrozni a
Skoleni vina. Polyfenoly jsou obsazeny ve slupkdch bobuli a do vina pfechazeji na zacatku

vyrobniho procesu, pfi nakvaseni rmutu pouzivaného u vyroby ¢ervenych vin [68].

Z grafu vyvoje celkového obsahu polyfenolll ve vané €. 4 a €. 3 vyplyva, ze po inokulaci
kulturou Lalvin 31 doslo k poklesu celkového obsahu polyfenold. Intenzivni narust trval u
obou vzorki vin do 11. 11. 2008 a poté mirn¢ stoupal, az téméf stagnoval. U vzorkl z vany
&. 5 nebyl tento pokles zaznamenan, zfejmé& kvali inokulaci odlisnou kulturou (BioStart™
Vitale SK11®) a celkovy obsah polyfenoli po celou dobu rostl. Po 11. listopadu

pozorujeme piiblizné stejny vyvoj jako u zbyvajicich van.

Bé&hem procesu fermentace se slupky, semena a stopky hroznli misi se §t'avou a do §tavy
jsou extrahovany dals§i fenoly. Kvasenim se vyrabi etanol, ktery pomdha pii extrakci
fenolickych sloucenin ze slupek, semen a stopek. V disledku toho dojde béhem fermentace

ke zdvojnasobeni celkového obsah polyfenolii [69].

V praci Burnse, a kolektivu vrcholi celkovy obsah polyfenolt po 6 - 7 dnech v zavislosti na
hroznech a vyrobnim procesu. Jak vino starlo, hladina celkovych fenolickych slou¢enin

postupné rostla a nasledné doslo ke stabilizaci, kdyz bylo vino plnéno do lahvi [70].

Grafy vyvoje celkového obsahu polyfenolt u jednotlivych van potvrdily pfiblizné stejny

proces, ktery je popsan vyse.
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Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byla pouzita metoda DPPH. Jako standard byla pouzita
kyselina askorbova. Ubytek absorbance vzorku byl piepoéitan na ekvivalentni mnozstvi

kyseliny askorbové v 1 litru vzorku.

Vysledné primémé hodnoty metody DDPH se pohybovaly v rozsahu 175,120 - 191,402
mg AAE/l u vzorki z vany ¢. 4, 175,228 - 191,217 mg AAE/I vzorku z vany ¢. 3 a 184,776
- 191,561 mg AAE/l u vzorkl z vany €. 5.

Z grafu vyvoje antioxidacni aktivity ve vané ¢. 4 a ¢. 3 vyplyva, Ze po inokulaci kulturou
Lalvin 31 doslo k poklesu nejen obsahu polyfenolt, ale i antioxidaéni aktivity. U vzorkl
z vany €. 5 nebyl tento pokles opét zaznamenan. Grafy kopiruji pribéh vyvoje celkového
obsahu polyfenoli s tim rozdilem, ze od 5. 12. 2008 nedoslo u vSech vzorki ke stagnaci,

ale k uibytku antioxida¢ni aktivity.

Metoda DPPH, kterou pouzil ve své praci Ginjom a kolektiv, pfinesla podobny vyvoj
s velmi nizkou antioxida¢ni aktivitou na zacatku procesu vyroby (drceni hroznill), vysokou
antioxida¢ni aktivitou béhem procesu kvaseni a stabilni nebo mirn¢ klesajici hodnoty
béhem obdobi starnuti a lahvovani vina [69].

Tudiz, vétSinu antioxida¢nich zmén odehravajici se v pribéhu vyroby vina pravdépodobné
vysvétli zmény v jejich fenolickém sloZeni. Naptiklad je zfejmé, Ze delSi vyluhovani
fenolickych latek ze slupek, semen a stopek hroznli béhem macerace a fermentace zvySuje

dramaticky antioxidaéni aktivitu [69].

I tato skute¢nost byla grafy vyvoje antioxida¢ni aktivity u jednotlivych van potvrzena.
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ZAVER

V diplomové praci bylo cilem popsat vliv malolaktické fermentace na antioxida¢ni aktivitu
vina a porovnat vysledky s jinymi vyzkumy. V teoretické ¢asti byla popséana technologie
vyroby vina, chemické slozeni a metody stanoveni celkového obsahu polyfenold a

antioxidacni aktivity.

Na zédklad¢é metabolické aktivity mléénych bakterii miize ve viné probihat jable¢no-mlécné
kvaSeni. Jelikoz je zpusobovano bakteriemi, nejedna se o skute¢né kvaseni — fermentaci.
V disledku ¢innosti mléénych bakterii nedochdzi pouze k preméné kyseliny L-jablec¢né na
kyselinu L-mlé¢nou, a tim i k celkovému sniZeni kyselosti vina, ale rovnéz ke zménam

wewv

biologické odbouravani kyseliny jable¢né, je Oenococcus oeni.

Jable¢no-mlécné kvaseni se vyuzivd predevSim pii technologii vyroby cervenych vin
v naSich klimatickych podminkach. Je vSak mozné vyuZit tuto technologii 1 pfi vyrobé
bilych vin.

Cervené vino je bohatym zdrojem polyfenolickych latek. Jejich obsah zavisi na nékolika
faktorech napt. odradé, kvalité pudy aj. Polyfenolické latky maji na lidsky organismus

fadu pozitivnich G€¢inki a jsou pfirozenym zdrojem antioxidanti.

Jako antioxidanty jsou oznacovany slouceniny, jejichz molekuly omezuji aktivitu
kyslikatych radikaldi a tim zabraiuji nebo preruSuji fetézové reakce, které byly vyvolany

oxida¢nimi procesy.
V praktické ¢asti jsou vyhodnoceny udaje o celkovych polyfenolech a antioxidacni aktivité.

Pro stanoveni byly k dispozici vzorky révovych vin odridy Frankovka z vinafské obce
Lednice. Po prob&hnuti alkoholového kvaseni byla vina zaogkovéna Lalvin 31 a BioStart™
Vitale SK11® pro nastartovani malolaktické fermentace. V priib&hu jable¢no-mlé&ného
kvaSeni byly postupné odebirdny vzorky vin, které se nasledné¢ zamrazily. Byly uchovany

pii teploté - 18 °C a poté byly Setrné rozmrazeny.

Celkovy obsah polyfenolll byl stanoven metodou FCM. Primérné hodnoty se pohybovaly v
rozsahu 1,234 - 2,202 g GAE/I vzorku. Nejnizsi hodnota byla namétena u vzorki z vany €.

4, naopak nejvyssi byla zjiSténa u vzorkl z vany €. 5.
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Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity ve vzorcich vin byla aplikovana metoda DPPH.
Primérné hodnoty u této metody se pohybovaly v rozmezi 175,120 - 191,561 mg AAE/I
vzorku. Nejnizsi 1 nejvyssi hodnota byla jako v predchozim piipadé naméfena u vzorkl

Z vany ¢. 4, respektive z vany €. 5.

Zpocatku méfeni po zaoCkovani piislusnou kulturou doslo k poklesu obsahu
polyfenolickych latek a nasledné jejich obsah neustale nartstal, s vyjimkou vany €. 5, kde
obsah rostl po celou dobu, az postupné doslo u vSech van ke stagnaci. Stejny prib¢h byl
zaznamenan i u antioxidacni aktivity, kdy v dobé stagnace doslo ke snizeni antioxidacni

aktivity jednotlivych vzorka vin.
Je tedy zfejmé, ze spolu celkovy obsah polyfenolil a antioxidacni aktivita souvisi.

Z vysledkt lze usoudit, Ze malolakticka fermentace ma pozitivni vliv na obsah

antioxidantd v ¢erveném viné.
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uv

VIS

HPLC
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ESR

rH

FCM

PBM

GAE

AAE

CcCa

Biologické odbouravani kyselin
Jable¢no-mlécné kvaseni

Celkova antioxidaéni aktivita

Trolox equivalent antioxidant capacity
Total reactive antioxidant potential

Ferric reducing ability of plasma
Ultrafialové spektrum

Viditelné spektrum

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Oxygen radical absorbance capacity
Mitteleuropéische Brautechnische Analysenkommission
Elektronové spinova rezonance

Redox potencial
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