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ABSTRAKT

V teoretické ¢asti diplomové prace byl popsan vyznam sledovéani obsahu biogennich amint
V potravinach. Dale byla charakterizovana vyroba Cervenych a bilych vin, se zamérenim
na fdze vyroby, které mohou ovlivnit vyskyt biogennich aminti ve finalnim vyrobku. Byly
také struéné charakterizovany mikroorganizmy, které se mohou vyskytovat ve ving,
se zamétenim na ty, které mohou produkovat biogenni aminy. V praktické c¢asti diplomové
prace byly odebirany vzorky nékolika odrad vin v priabéhu vyroby vina. U téchto vzorki
byl stanoven obsah biogennich amint a také pocty vyznamnych mikroorganizmi. Naméie-
né hodnoty byly porovnany s odbornou literaturou. Bylo zjisténo, ze vyskyt mikroorgani-
zmu v jednotlivych fazich vyroby vina ovlivituje vysledny obsah biogennich amint. Kon-
centrace téchto dusikatych latek je také zavisla na cistoté vyrobnich zatizeni, zptisobu skla-

dovani a mnoha dal$ich faktorech.

Kli¢ova slova: Vino, vyroba, biogenni aminy, mikrobiologie

ABSTRACT

In the theoretical part of diploma thesis, the importace of biogenic amines monitoring
in food and beverage was described. Then, manufacturing of red and white wines was cha-
racterized, focusing on phases of wine production, which may affect an occurrence of bio-
genic amines in the final product. Microorganisms, which may occur in wine, were charac-
terised concisely, focusing on this microorganisms, which can product biogenic amines. In
the practical part of diploma thesis, several varieties of wine during wine production were
taken. The content of biogenic amines was determined, as well as the number of significant
microorganisms. Measured values were compared with references. It was found the presen-
ce of microorganisms in different stages of wine production affects the final content of bio-
genic amines. The concentration of these nitrogen compounds also depends on the purity

of production facilities, storage method and many others factors.

Keywords: Wine, production, biogenic amines, microbiology
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UvVOoD

V dnesni dobé kladou lidé stale vyssi pozadavky na konzumaci bezpeénych a zdravych
potravin a napoju, a je tedy vice nez diiv dilezité provadét studie zkoumajici jednotlivé
pritomné slou¢eniny pusobici na zdravi lidi. Tim je umoznéno sledovat senzorické i1 nutric-
ni vlastnosti pozivatin. Biogenni aminy ovliviluji senzorické vlastnosti pozivatin. Mohou
pusobit bud’ pfimo, nebo mohou po poziti vyvolavat ve zvySené mife nezadouci reakce
organizmu. Proto nejen ze senzorického, ale i ze zdravotniho hlediska je Zadouci sledovat
jejich obsah. Pii produkci biogennich amini v potravinach hraje stéZejni roli ¢innost mik-
roorganizmii a podminky pii vyrobé a skladovani, za kterych se biogenni aminy mohou
tvofit.

V4

Tato diplomova prace popisuje ve tiech kapitolach teoretické ¢asti vyznam sledovani obsa-
hu biogennich amint a jejich vliv na lidsky organizmus, vyrobu vina se zaméfenim na faze,
které mohou koncentraci biogennich aminii ovliviiovat, a také dekarboxylaza pozitivni mi-
kroorganizmy, které se pfirozené vyskytuji ve vSech fazich vyroby vina. V dal$ich tfech
kapitolach praktické ¢asti jsou popsana vlastni stanoveni pfitomnosti téchto mikroorgani-
zmt a dusikatych latek, ktera byla provadéna v laboratotich Ustavu technologie potravin

a Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi Fakulty technologické Univerzity Tomase

Bati ve Zlinég.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické latky piirozené se vyskytujici v zivych
systémech, které zajistuji mnoho fyziologickych funkci a vyskytuji se mimo jiné také
ve fermentovanych potravinach a napojich. Vznikaji piedevsim dekarboxylaci aminokyse-
lin pomoci enzymu (dekarboxylaz) mikroorganizmi. V souvislosti S vinem jsou nejcastéji
popisovany histamin, tyramin, putrescin a fenyletylamin. Je-li obsah biogennich amint
V potraviné vysoky, mohou zpusobovat pfimou ¢i nepfimou toxicitu. [1] V nasledujicich

podkapitolach bude podrobnéji popsan vznik, vyskyt a vyznam téchto latek.

1.1 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy jsou z volnych aminokyselin produkovany dekarboxylazami mikroorgani-

zmu béhem vyroby a skladovani potravin a napoja. [2,3,4,5,6]
Pro vznik biogennich aminti musi byt dodrZeny tfi podminky:
1) dostupnost volnych aminokyselin,
2) piitomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmd,

3) vhodné podminky umoznujici rust bakterii a syntézu a aktivitu enzymu dekarboxy-

laza.

Aminokyseliny, jeZ jsou prekurzory amind, v bobulich reprezentuji 30 - 40 % celkového
dusiku. [7] Primarni reakce katabolizmu aminokyselin zahrnuje dekarboxylaci, transami-
naci a deaminaci. Mnoho bakterialnich rodud je schopno takto dekarboxylovat aminokyseli-
ny. Tato schopnost je spojena s ochrannym mechanizmem mikroorganizmii, ktery umozinu-
ji rast a preziti v kyselém prostiedi, jelikoz tvorbou amint se zvySuje pH. [3,8] Dale mo-
hou aminy vznikat transaminaci aldehydi a ketont. [9,10] Ve viné muze byt dekarboxylo-
vano nékolik aminokyselin, hlavné histidin, tyrozin, lyzin, ornitin a fenylalanin, dale vzni-
kaji biogenni aminy také z tryptofanu ¢i argininu. [3,8,11] Vznik nékterych biogennich

aminu z jejich prekurzor je zobrazen na nasledujicim obrazku (obr. 1). [12]
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Obr. 1 - Vybrané biogenni aminy a jejich prekurzory (aminokyseliny) [12]
Pozn.: Putrescin mize byt ve vSech bunkach syntetizovan z argininu pies ornitin,
v rostlinnych pletivech a u gramnegativnich bakterii miize byt syntetizovan pfes agmatin,

ktery vznikl dekarboxylaci argininu. Z agmatinu mize dojit k pfeméné pfimo na putrescin

nebo muze reakce probihat ptes meziprodukt N-karbamoylputrescin. [13,14]
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Biogenni aminy jsou odvozeny bud’ od aromatickych nebo od kationickych aminokyselin
s jednim ¢i vice kladnymi ndboji. Maji hydrofobni strukturu. Podle chemické struktury
se déli na heterocyklické (histamin a tryptamin), aromatické (fenyletylamin a tyramin),

alifatické (kadaverin a putrescin) a polyaminy (spermin a spermidin). [6]

Dekarboxylace piislusnych aminokyselin je podminéna pfitomnosti specifickych enzymii,
tzv. dekarboxylaz. Tyto proteiny a geny, které je koduji, byly studovany u nékterych druhti
bakterii mlééného kvaSeni vyskytujicich se ve viné. Kofaktorem téchto dekarboxylaz je
pyridoxalfosfat. Pii dekarboxylaci je odbouravéna karboxylova skupina aminokyseliny,
dochdzi k odstépeni oxidu uhli¢itého a vzniku bazického aminu. Histidin je pfeménén
na histamin pomoci histidin-dekarboxylazy (HDC, EC.4.1.1.22), tyrozin je dekarboxylovan
pusobenim tyrozin-dekarboxylazy (TDC, EC.4.1.1.25) atp. Tyto enzymy patii do skupiny
lyaz a §tépi vazby mezi uhliky a mezi uhlikem a dusikem. [6,9,10]

Vzajemné vztahy tvorby biogennich aminti jsou zobrazeny na obr. 2.

tyramin histamin Tfyptfﬂliﬂ
I . histidin tryptofan
mﬂfm\ /
PROTEIN ), lyzin__ , kadaverin
katecholaminy: | \
dopamin glmfmm arginin
ornitin agmatin
noradrenalin l /
l putrescin
I spermin

adrenalin spermidin /

Obr. 2 - Vzajemné vztahy tvorby biogennich amint [15]
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1.2 Vyskyt biogennich aminii

Biogenni aminy jsou diilezité dusikaté slouCeniny, které jsou pfirozené tvoieny a degrado-
vany Vv disledku metabolické aktivity rostlinnych, mikrobialnich i zivoc¢isnych bun¢k. Tyto
aminy mizeme nazvat endogenni. Mohou byt detekovany v surovin€ i ve zpracované po-
traviné obsahujici bilkoviny ¢i aminokyseliny. Z mikrobiologického nebo biochemického
hlediska byvaji spojeny také s fermentacnimi procesy, skladovanim anebo kazenim. Tyto

aminy pak nazyvame exogenni. [6,8,11,15,16,17,18]

Nejcastéji se biogenni aminy vyskytuji v alkoholickych népojich, syrech, fermentované
zelenin€ ¢i saldmech, dale také v Cokoladé ¢i ofiScich. Pfitomnost biogennich amint
Vv potraviné je dulezita nejen z toxikologického hlediska, ale je zejména u nefermentova-

nych potravin vyuZzivana pravé i jako indikator kazeni. [2,3,4,5,19]

Ve viné se mohou biogenni aminy vyskytovat bud’ jiz v bobulich ¢i v mostu, nebo jsou
produkovany kvasinkami béhem alkoholového kvaseni a/nebo bakteriemi béhem malolak-

tického kvaseni. [6,20,21,22,23]

Existuje velka variabilita v obsahu a distribuci biogennich amind v hroznech a ve ving.
Nektera vina obsahuji vétSinu znamych biogennich amintl, zatimco jina je neobsahuji.
Napt. v bobulich jsou nej¢astéji obsazeny putrescin a spermidin, zatimco agmatin, kadave-
rin, spermin, histamin, tyramin a fenyletylamin jsou zde nalezeny pouze v malych mnoz-
stvich. Nejcastéji se vyskytujicim aminem ve viné je histamin, tyramin a putrescin.
Tryptamin a kadaverin byvaji zastoupeny Vv mnohem mensich koncentracich.
[15,24,25,26,27] Podle Edera [28] se biogenni aminy ve viné vyskytuji pfiblizné v téchto
mnozstvich: histamin 0,1 - 12,0 mg/l v bilém a 0,1 - 28,0 mg/l v ¢erveném vinu, tyramin
0,1 - 6,5 mg/l vbilém a 0,1 - 8,0 mg/l v ¢erveném vinu, putrescin 0,1 - 4,8 mg/l v bilém
a0,9 - 35,0 mg/l v ¢erveném vinu, kadaverin v bilém vinu okolo 29,0 mg/l a 21,8 mg/I
ve vinu ¢erveném, a fenyletylamin pfiblizn¢ 13 mg/l v bilém a 14 mg/l v ¢erveném vinu.
Bover-Cid a kol. [29] uvadi u tyraminu, putrescinu a kadaverinu vyssi koncentrace. Celko-
va koncentrace biogennich amini ve viné se podle Kiizka a Pelikanové [30] pohybuje

V hodnotach 5 - 130 mg/I.

Aminokyselinové sloZzeni a tedy i Obsah biogennich aminti v kone¢ném produktu je dan
také zemé&pisnou oblasti, kde je réva péstovana. Dal§imi faktory je pfitomnost mikroorga-

nizmu produkujicich aminy nebo podminky béhem kvaseni, jako je teplota, vliv pH a jeho
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zmén, ¢i pristup kysliku - viz. tab. 1. Dulezitym vlivem je také oSetieni mostu pred kvase-
nim, délka kvaseni na slupkach, dale obsah alkoholu a koncentrace oxidu sifi¢it¢ho nebo
ptidanych zivin. [17,23,31,32] Je-li vino vyrabéno z nahnilého sklizeného materialu, vyka-
Zuje vysoké koncentrace amind. [28] Nékteré z téchto vlivi zpisobuji v médiu zvySeni
koncentrace prekurzort, zatimco jiné podporuji vyvoj mikroorganizmti schopnych produ-

kovat aminy. [6,21,33]

Tab. 1 - Faktory ovliviiujici syntézu biogennich amint
VLIV NA OBSAH

FAKTOR BA ZDROJ
substrat volné AMK zvySeni [26,34,35]
mikroorganizmy
s enzymem nezbyt-  dekarboxylazy zvyseni [15,36,37,38,39,40,64]
nym ke tvorbé BA
teplota chlazeni sniZeni [35,40,41,42]
pH kyselé zvyseni [40,41,43,44,45]
atmosféra aerobni prostiedi zvyseni [38,40,41]
létk,y s al‘lti’rfl‘ikrobi- . inhibiC(? o snizeni [46]
alnimi ucinky mikroorganizma
fermentace e e
: acidifikace 11
sacharida 1 VYR (1]
enzym oxidaza MAO, DAO snizeni [47,48]

1.3 Vyznam biogennich amini

Studium vyskytu biogennich amint byva provadéno z divodu mozného toxikologického
rizika, které hrozi, pokud je pfijiméana potravina obsahujici zvySené mnozstvi téchto latek
nebo je konzumovana citlivéjsimi jedinci v mnozstvi, které u zdravych jedincti nevyvolava
zadné ptiznaky. Daéle je obsah biogennich aminti sledovan kvili vztahu mezi jejich zvyse-

nym obsahem a kvalitou hroznti a hygienickymi podminkami béhem vyroby vina. [6,31,49]

V nizkych koncentracich jsou biogenni aminy esencidlnimi slouceninami dulezitymi
pro mnoho fyziologickych funkci mikroorganizmu, rostlin, ale i lidi a zvitat. [6,50] Patii
sem regulace télesné teploty, regulace pH a objemu zaludku nebo mozkové aktivity. [50]
V lidském téle je nizky obsah biogennich amint odbourdvan na fyziologicky méné uc¢inné

produkty. Tento detoxikacni systém zahrnuje specifické enzymy monoamin oxidazu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

(MAO, EC.1.4.3.4), diamin oxidazu (DAO, EC.1.4.3.6) a histidin metyltransferazu (HMT,
EC.1.1.2.85). [51,52,53,54] Témito enzymy je katalyzovana deaminace biogennich amin,
které jsou pfeménény na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak. [6] MAO odbourava biogenni
aminy Vv celém organizmu, DAO a HMT jsou lokalizovany V gastrointestindlnim traktu

a v jatrech. [55,56]

Pokud je zjisténa nedostatecnd aktivita DAO, zplsobend napt. genetickou predispozici
(intolerance histaminu nebo nedostatek tohoto enzymu), gastrointestinalnim onemocnénim
¢i inhibici uc¢inku DAO 1éky nebo alkoholem, v tomto piipadé ani malé mnozstvi biogen-
nich amini nemuze byt efektivné metabolizovano. [51,52] Ptipadné jsou-li aminy konzu-
movany ve vysokych davkach, ani v tomto pfipadé neni detoxikaéni systém schopny dosta-
te¢né aminy eliminovat a ty pak mohou v organizmu vyvolavat nezadouci stavy jako je
vyrazka, bolest hlavy, hypo- ¢i hypertenze, nevolnost, zvraceni, prijem, buseni srdce, oto-
Ky, a ve vaznych piipadech i krvaceni do mozkové tkané az smrt. Nejvice prostudovanym
biogennim aminem je z tohoto hlediska histamin. Obecné je za davku histaminu, kterd mu-
Ze zpusobit zdravotni problémy, povazovana hodnota 8 - 20 mg/l, dle citlivosti jedince.
Silla Santos a Onal [11,57] rozsiiili tento interval aZ ke 40 mg/l. Jsou-li s histaminem pii-
tomny i aminy spermin, spermidin, putrescin, kadaverin ¢i agmatin, jsou jeho negativni
ucinky zesileny. [6,26,50,51,52,58,59,60,61,62] Na druhou stranu jsou vsak tyto biogenni
aminy zodpovédné za zadouci inhibici oxidace polynenasycenych mastnych kyselin, o-

tokoferolu a karotenoidnich barviv v potraving. [63]

Podle Ten Brinka [64] naopak miiZe putrescin, kadaverin a tyramin metabolizmus histami-

nu inhibovat.

Zminéna toxikologicka rizika zalezi na citlivosti jedince, na celkové koncentraci biogen-
nich aminil, na mnozstvi soubézn¢ konzumovaného alkoholu anebo drog, ale je také roz-
dilna i mezi aminy samotnymi. [6,26] Pro porovnani rozdilnosti mezi jednotlivymi aminy
muze byt jako priklad vzat tyramin a fenyletylamin. Koncentrace tyraminu, ktera mize
zpusobit zdravotni komplikace, se podle Souflerose a kol. [26] pohybuje v rozmezi od 25
do 40 mg/l. Hodnota fenyletylaminu, od niz mohou vznikat zdravotni problémy, je oproti

tomu az desetinasobné mensi, a to pouhé 3 mg/l. [26]

Nékteré biogenni aminy a jejich ucinky na lidské télo jsou uvedeny v tab. 2.
[1,6,15,50,51,52,58,59,60,61]
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Tab. 2 - Vybrané biogenni aminy a jejich u¢inky [1,6,15,50,51,52,58,59,60,61]
AMK BA FYZIOLOGICKY EFEKT
histidin histamin uvolnuje adrenalin a noradrenalin
ovliviiuje hladké svalstvo d€lohy, stiev a dy-
chacich cest
stimuluje senzorické a motorické neurony
fidi sekreci Zalude¢nich kyselin
tyrozin tyramin zuzuje periferni cévy
zvySuje srde¢ni vydej
zpusobuje slzeni a slinéni
zrychluje dychani
zvysuje hladinu cukru v Krvi
uvolnuje noradrenalin
zpusobuje migrénu
ornitina lyzin  putrescin a kadaverin hypotenze
bradykardie
zpusobuji potencidlni toxicitu jinych amind
ovlivnénim detoxikaénich reakci
hnilobné aroma vina

reakci putrescinu s dusitany vznikaji karcino-
genni nitrosaminy

fenylalanin B-fenyletylamin uvolnuje noradrenalin
hypertenze
zpusobuje migrénu
tryptofan tryptamin hypertenze

Do roku 2002 obsahovala ¢eska legislativa limity pro vybrané biogenni aminy v rybach,
syrech, pivu a vinu. Byly stanoveny vyhlaskou ¢. 298/1997 Sb. Pro vino byl stanoven limit
20 mg/1 histaminu a 50 mg/l tyraminu pro ¢ervena vina. V soucasnosti pro zadny biogenni
amin obsazeny ve viné legislativni limity v Ceské republice ani v Evropské unii stanoveny
nejsou, neékteré staty na doporuceni studie podle Marquese a kol. [65] zavedly své vlastni
,limity* na obsahy amint, hlavné histaminu. Tyto zem¢ se snazi omezovat dovoz vin
na jejich tzemi, ztoho divodu, ze vyskyt amini muze byt také ekonomickym rizikem.
Jedna se napf. o Rakousko nebo Svycarsko (odmitaji vina s obsahem histaminu nad 10

v

mg/l), mirngjsi limity ma napi. Némecko, Holandsko, Belgie a Francie. [66,67,68]
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2 VYROBA VINA

Réva vinna (latinsky Vitis vinifera L.) je rostlina z ¢eledi révovitych, ktera se dale déli
na dva poddruhy, a to na uslechtilou révu vinnou pravou neboli evropskou (Vitis vinifera L.
ssp. vinifera syn. ssp. sativa) a révu lesni (tzv. divoka forma) Vitis vinifera L. ssp. syl-
vestris. [69]

Révové vino je vyrobek, ktery byl ziskan vyhradné uplnym nebo ¢astecnym alkoholovym
kvaSenim cerstvych, rozdrcenych nebo nerozdrcenych vinnych hroznli nebo hroznového

mostu. [8]

V této kapitole bude popséna vyroba vina se zaméfenim na faze, které mohou ovliviiovat

vyskyt biogennich aminii v koneéném produktu.

2.1 Riist, sbér a preprava, drceni a odzrnéni hrozni

JiZ na hroznech je mozno nalézt mensi mnozstvi bakterii mlééného kvaSeni (do 10° KTJ/g).
Pocet octovych bakterii a kvasinek je vyssi. [70] Bakterie octového kvaseni dosahuji
na zralych bobulich po&tu okolo 10* KTJ/g, na poskozenych bobulich az 10° KTJ/g. [71]
Kvasinky se na bobule dostavaji z ptidy, ale 1 pomoci vétru a hmyzu. Pii zrani bobuli pre-
vlada druh Kloeckera apiculata, dale je zde mozno nalézt kvasinky rodi Candida spp.,
Cryptococcus spp., Debaromyces spp., Hansenula spp., Issatchenikia spp., Kluyveromyces
spp., Metschnikowia spp., Pichia spp. a Rhodotorula spp.. Saccharomyces cerevisiae a S.
bayanus jsou pfitomny pouze v omezeném mnozstvi. [72] Jejich pocet se na povrchu bobu-
1i pohybuje v fadech 10° KTJ/g. [73]

Také nékteré biogenni aminy jsou pfitomny jiz v hroznech. Téméf vzdy je to putrescin
a spermidin. Jedna se o pfirozeny vyskyt z divodu funkce spermidinu a také sperminu
v metabolizmu nukleovych kyselin, kdy je putrescin témto polyaminiim prekurzorem. Je-
jich obsah je dan odridou, typem a slozenim pidy, klimatickymi podminkami béhem ristu
a vyzivou. Témito faktory je ovlivnén rist dekarboxylaza pozitivni mikroflory.
[3,28,59,74,75,76] Nedostatek vody béhem ristu podle Bover-Cida a kol. [29] vliv na zvy-

Seny obsah amint v hroznech a viné nema.
Jsou-li bobule pfti sbéru nahnilé¢ nebo jinak poskozené, je vyssi pravdépodobnost vyskytu
vysokého obsahu biogennich amint ve findlnim vyrobku. [28] V tomto pfipad¢ je nutno je

prevézt rychle, Setrné a za nizkych teplot tak, aby nedoslo k dalsimu mechanickému posko-
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zeni pii prepraveé, a ihned zpracovat, aby nedochazelo K pfemnozeni mikroflory ne-
bo k zapafeni hroznu. [11,77,78,79,80,81,82,83] Pii vhodné teploté a vlhkosti totiz mize
dojit k ristu plisni, znehodnotit bobule muize predev§im rod Alternaria spp., Aspergillus
spp., Botrytis spp., Cladosporium spp., Eurotium spp., Penicillium spp. a Rhizopus spp.
V duisledku jejich rastu mize dochazet k produkci jejich sekundarnich metabolitd - myko-
toxind. [84]

Drceni (rmutovani) je provadéno v mlyncich, vétSinou soucasn¢ dochazi i k odzrnéni,
vznika rmut. [77,78,79,80,81,82,83,182] Po rozdrceni hroznii a také jesté béhem prvnich
nékolika dni alkoholového kvaseni dojde ke zvySeni poctu bakterii mlécného kvaseni ado-
vé az k 10* KTJ/g. Jedna se zejména o druhy Lactobacillus casei, Lb. plantarum, a také
Oenococcus oeni a Pediococcus cerevisiae. [70,85] Z kvasinek je mozno v mos$tu nalézt
predevsim rody Hansenula spp. a Kloeckera spp.. Kvasinky Saccharomyces se v tomto

prostiedi zacinaji rozmnoZzovat, a po 3 - 4 dnech pievladaji. [72]

Vyskyt amint je obecné ovlivnén hygienickymi podminkami, ve kterych dochazi ke kon-
taktu hrozni ¢i moS$tu s nddobami a zafizenimi, at’ uz pfi sklizni, pfepraveé, zpracovani
hroznii nebo enologickém ofetfovani vina. [59,86,87] Spatné hygienické podminky jsou
pric¢inou vyskytu zvySeného mnozstvi mikroorganizmti (vedle bakterii mlé¢né¢ho kvaSeni

také plisni ¢i octovych bakterii) a vzniku vys$siho mnozstvi aminti. [6,11]

2.2 Macerace

Macerace byva provadéna u cervenych vin pii 10 - 15°C maximalné 8 dni, zkracend mace-
race (n€kolik hodin) pak i u aromatickych bilych odrid, jako je ryzlink rynsky, sauvignon
apod. [77,78,182]

Dobou lezeni mostu na slupkéch neni ovlivnéno pouze vétsi mnozstvi mikroorganizmt
a extrakce fenolickych latek a barviv z hrozni, ale také extrakce jinych latek, jako jsou
proteiny, polysacharidy a samoziejmé také aminokyseliny, které jsou prekurzory biogen-
nich amind. Je tedy dulezita i znalost tohoto vlivu. S del§i dobou macerace silné nartista
koncentrace biogennich amind, zejména histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu.
[6,77,78,80,88] Na druhou stranu vSak mohou extrahované fenolické latky reagovat
S pfitomnymi aminokyselinami, coZ snizi jejich obsah a tim také riziko vzniku biogennich

amint. [6]
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Pro zvyseni extrakce zadoucich latek mohou byt pii nizsich teplotach priddvany komercni
pektolytické enzymy. Vyhodami pouziti téchto latek je také zvySeni vytéznosti pii lisovani,
tickou aktivitu, jejimz pisobenim muze byt nasledné zvysen obsah volnych aminokyselin,

tedy prekurzord biogennich amind. [6]

2.3 Scezovani moStu a lisovani rmutu

Scezovani je oddé€leni nejkvalitnéjsiho podilu mostu, tzv. samotoku. Je provadéno spise
ve vétSich podnicich, které disponuji zatizenim pro scezovani. Tim, Ze most neprotéka pres
lis, je méné vystaven oxidaci. Scezovani by mélo byt uskutecnéno kratce pied lisovanim.
Diky vzniklym provzdusnénym ,,kanalkiim* ve rmutu je sice podpofeno rozmnozeni kva-
sinek, ale dochazi také K nardstu nezadoucich mikroorganizmii, hlavné aerobnich octovych

bakterii. [19,77,78] Z celkového vytézku mostu piipada na samotok 40 - 60 %. [81,182]

Zbyly most je od matolin odstrafiovan vyuzitim tlaku. Lisovani mtze byt provadéno jako
plynulé nebo pferusované, existuje také vice zpiisobil vytvareni tlaku (mechanicky, hydrau-
licky atd.). Odtok mostu je usnadnén ,.kanalky®, které vznikly béhem scezovani nebo pie-
pravy rmutu do lisovaciho zafizeni. Doliskem (vyuZiti vySsiho tlaku, ktery poSkodi slupku
a pritomné pecicky, a je vyluhovano vice ttislovin, barviv a minerdlnich latek) je ziskdno

10 % z celkové vytéznosti mostu. [77,78]

Typické pH hroznového mostu se podle Hearda a Fleeta [181] pohybuje v rozmezi od 2,75
do 4,20. Tyto hodnoty nemaji negativni efekt na rist kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

Pocet viech druhd kvasinek v mostu byva v rozmezi od 10° do 10° KTJ/g. [89,90]

2.4 Sifeni moStu

Podle nékterych autorti neni po sifeni tvorba amini béhem alkoholového kvaSeni nijak
ovlivnéna. [91] Podle Garde-Cerdana a kol. [92] se vSak jednd o nejvyhodnéjsi zplisob
eliminace tvorby biogennich amint. Sifenim jsou potlaéeny nebo inhibovany nejen dekar-
boxylaza pozitivni mikroorganizmy (viz. kapitola 3), utlumeny oxidac¢ni enzymy, je vyva-
zan vzdu$ny kyslik a podpotena tvorba glycerolu pii alkoholovém kvaSeni. Glycerol zvySu-

je obsah bezcukerného extraktu a takto vyrobena vina maji plnou chut. [77,92,182]
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Kvasinky Saccharomyces cerevisiae zodpovédné za alkoholové kvaseni jsou odoInéjsi vici
oxidu sifi¢itému nez vétSina jinych druhti kvasinek. Pouzitim sifeni tedy dochazi
k podpofteni jejich vyvoje vici jinym druhim [93,94], a je také podpotena extrakce feno-
lickych sloucenin. [95]

Oxid sificity je tradi¢ni antimikrobialni ¢inidlo a antioxidant vyuzivany ve sklepich. Je
vyuzivan k inhibici kvasinek a bakterii nechténych v pozd¢jsich fazich vyroby vina (napf.
zrani), a také po ukonceném malolaktickém kvaseni. [6,25,78,91] Principem je ptidani
disifi¢itanu draselného (tzv. pyrosulfitu) nebo sirnych plattd do kyselého prostiedi (rov. 1)
[11,77]:

K,S,0, — 250, +K,0 (1)
Vznikly oxid sifi¢ity dale reaguje s vodou (rov. 2) [77]:
SO, +H,0 — H,SO, (2)

I po sifeni jsou v mostu obsazeny ruzné druhy kvasinek, jako Kloeckera spp., Candida
spp., Pichia spp., Metschnikowia spp. a Saccharomyces cerevisiae, v pofadi jejich ptitom-
nosti na zacatku, uprostfed a na konci alkoholového kvaseni, tedy i podle jejich odolnosti
k obsahu etanolu. [89,96] Sifenim tedy nelze zastavit Gpln¢ vSechny enzymatické reakce,
podle nékterych studii byl také na konci malolaktického kvaseni i po zvySeni obsahu SO,
zjistén mirny nardst obsahu histaminu. [6,25,91] Pro zvySeni G¢inku sifeni je mozno pridat
také enzym lysozym, ktery lyzuje grampozitivni bakterie, mezi které patii pravé bakterie

mlééného kvaseni. [97]

Zdravé mosty se sifi na koncentraci 20 - 40 mg SO, na litr [182]. Z vyzkumu podle Vidal-
Caroua a kol. [20] bylo zjisténo, ze ¢ervena vina s obsahem SO, 40 mg/l obsahovala vice
tyraminu (8 mg/l) nez histaminu (2 mg/l), zatimco tento pomér se zménil (4 mg/l
ku 7 mg/1), pokud byla sulfitace zvysena na 85 mg/l. Podle Bauzy a kol. [98] koncentrace

SO, vyssi nez 100 mg/1 rapidné snizila tvorbu vSech biogennich amind.

Povolena mnozstvi piidaného SO; jsou uvedena v Natizeni Komise (ES) ¢. 606/2009, kte-
rym se stanovi nekterd provadéci pravidla k nafizeni Rady (ES) ¢. 479/2008, pokud jde
0 druhy vyrobki z révy vinné, enologické postupy a omezeni, ktera se na n¢ pouziji. [99]
Pfi nadmérnych davkach muze dochazet k organoleptickym zménam a k drazdivym vliviim

zejména na horni cesty dychaci. Vzhledem k témto t€¢inkiim je v poslednich letech tenden-
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ce snizovat pfipustné limity. I kdyz neni dosud znama zadna latka, jez by SO, mohla
ve vSech jeho enologickych vlastnostech nahradit, jsou hledany jiné konzervacni latky,
které neposkozuji zdravi a mohou nahradit nebo ¢aste¢né doplnit ¢innost snizeného mnoz-

stvi tohoto konzervacniho ¢inidla (napt. nisin). [6]

Siteni se obvykle neprovadi po alkoholovém a pted malolaktickym kvasenim, byl by inhi-

bovan rust bakterii mlé¢ného kvaseni. [100]

2.5 DalSi apravy mostu

Mezi dal$i Gpravy mostu je zahrnuto doslazovani, které je omezeno Natizenim Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013 ze dne 17. prosince 2013, kterym se stanovi spolec-
na organizace trhi se zem&délskymi produkty a zruSuji nafizeni Rady (EHS) ¢. 922/72,
(EHS) ¢. 234/79, (ES) ¢. 1037/2001 a (ES) ¢. 1234/2007, a Provadécim nafizenim Komise
(EU) ¢. 1271/2014 ze dne 28. listopadu 2014, kterym se povoluje zvysit mezni hodnoty
obohacovéani vina vyrobeného z vinnych hroznii nékterych mostovych odrid sklizenych
v roce 2014 v nékterych vinatskych oblastech nebo jejich ¢asti. Dale se mize provadét od-
kyselovani ¢i okyselovani a odkalovani. Odkalovani je provadéno staticky nebo filtract,
a dochazi k oddéleni kalti a necistot, které by mohly byt nositely nezadouci mikroflory.

[77,78,102,103]

2.6 Alkoholové kvaSeni

Alkoholové kvaseni (rov. 3) je anaerobni pfeména cukrii (hlavné glukézy a fruktdzy)

na etanol a oxid uhlic¢ity. [104]

C,H,,0, > 2CH,CH,OH +2CO, AG = - 235 kd/mol
(3)
100g — 51,19 +48,89¢g
Pozn.: Ve skutecnosti nevznika ze 100 g glukézy 51,1 g etanolu, ale jen 47 - 48 g. Kromé&

etanolu totiz vznikaji i jiné produkty, které jsou zminény dale v této kapitole. [77]

Katabolizmus glukézy (a fruktozy) je uskutecnovan beéhem glykolyzy, kdy dochazi k jejich
pfeméné na dvé molekuly pyruvatu, k regeneraci NAD", a zaroveii se uvoliluje energie ve
formé¢ dvou molekul ATP. Tato pfeména je také nazyvana jako Embden-Meyerhoff-

Parnasova (EMP) dréha, viz. obr. 3. [78,105] Pyruvat je poté enzymaticky transformovan



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

na etanal a oxid uhlicity, etanal dale redukovan na etanol. [106] Ob¢ vzniklé latky jsou pak

transportovany ven z bunky prostou difuzi. [6]

HO-CH2 P-0—CH2 P—O0—CH. oH
o
He CoH HA CoH >
ATPE = ADE
H OH H OH OH H
glukdza glukiza-B-fosfit fruktoza-E-fosfat
l.—‘ﬂ? = ADP
HC=0 H2C—0OH P_G_CH‘E OH
2 he—om ~— C=0 — O
| | H—CH2—0—P
H2C—0—FP H2C—0—FP OH H
ghyceraldehyd-I-fosfat dihydroscyacetonfosfat fruktiza-1,6-bisfos{at

1237_-‘-.[}'}2:\1-‘;]1-1—21-1'

0. O0—P 0 0 0. O
%C 4 %C'f %Ef d
) |I 240 52 4T2, || e
HC—OH HC—0H H?——O——P
1,3-bisfosfoghroerit 3-fosfoghroerdt Z-fosfoghroerdt
l -2H0
) 0 o)
0 T © o
T 24DP->24TP,) |
2 o o=
CH3 CHZ2
pyruv t fosfoanolpyruv it

Obr. 3 - Schéma glykolyzy [107,108]
Pozn.: V ptipadé metabolizmu frukt6zy dochazi k fosforylaci fruktézy rovnou na fruktoza-
6-fosfat, vstup fruktéozy do glykolytické drahy tedy obsahuje jen jeden reakéni stupeii.
[104]
Alkoholové kvaseni je komplex mnoha biochemickych, chemickych a fyzikalné-

chemickych dé&ju. [6] Je vyvolavano piedevsim pritomnosti kvasinek nebo nékterych bakte-
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rii. [6,63,109] Podili se na ném piedevsim kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, ale
i rody Brettanomyces spp., Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces spp., Hanse-
niaspora spp., Kluyveromyces spp. ad. [110] Jejich pocet béhem kvasSeni se pohybuje
az okolo 10® a 10° KTJ/g, po skondeni alkoholového kvaseni klesa podet kvasinek Saccha-
romyces cerevisiae na méné nez 10° KTJ/g. [73,90,96] Priibh alkoholového kvaseni je
ovlivnén teplotou pii kvaseni, obsahem cukru a SO, vV mostu, vznikajicim CO,, piedcho-
zim odkalenim, koncentraci etanolu, a mnoha dalSimi faktory. [11] Vznika mnoho dalSich
latek, jako jsou vyssi alkoholy, estery, glycerol, diacetyl, acetoin, kyselina octova, jantarova
¢i sukcinova ad. Je tvofen také buket vina. [6,77] Koncentrace etanolu v suchych bilych
a ¢ervenych vinech se pohybuje mezi 8 a 16 obj. %. [111,112] Pocéet mléénych bakterii
b&hem alkoholového kvaseni klesa Fadové na hodnotu 10? KTJ/g, béhem rozvoje malolak-

tického kvaseni v8ak jejich pocet za¢ne opét rust. [85,70,73]

Dle Moreno-Arribase a Pola a dalSich autoru [6,20,21,22,23] jsou biogenni aminy produ-
kovany pravé i kvasinkami béhem alkoholového kvaseni. Oproti tomu podle Herberta
a kol. a van Schothorsta [74,91] nebyl studiemi béhem alkoholového kvaseni prokazan
vyrazné&j§i nartst obsahu biogennich aminti se zavérem, ze kvasinky vétsinou nejsou zod-

povédné za produkci amind.

Nejcastéji prezentovanym nazorem je, Ze kvasinky produkuji béhem alkoholového kvaseni
méné¢ vyznamné mnozstvi biogennich aminti nez bakterie mlé¢ného kvaseni pii kvaseni
malolaktickém. Bylo také zjisténo, ze dekarboxylaénim ptsobenim kvasinek jsou produko-
vany jin¢ aminy nez mlécnymi bakteriemi. V soucasnosti v§ak nejsou biochemické procesy
ani geny kodujici enzymatickou pfeménu na aminy a regulaci jejich tvorby u kvasinek
znamy tak dobfe jako u bakterii mlééného kvaseni. [6,78] Nicméné je znamo, ze jakmile
jsou kvasinky na konci alkoholového kvaSeni autolyzovany, jsou zdrojem volnych amino-
kyselin v nasledujicim malolaktickém kvaSeni a pfi starnuti vina. Autolyzou kvasinek je
tedy podporovan rist a aktivita bakterii mlééného kvaseni, protoze jsou pfi ni uvoliiovany
vitaminy a mnoho dusikatych slou¢enin. Bakterie mlééného kvasSeni vyuzivaji tyto Ziviny
a zdroje energie, a mohou tak snadnéji hydrolyzovat a metabolizovat dalsi proteiny a pepti-

dy na aminokyseliny. [113,114,115,116,117]

Bylo zjisténo, Ze pouZzitim selektovanych Cistych kultur kvasinek je zabranéno kvaSeni ne-
zadoucim smérem, prokvaseni je dikladné a dochazi k nizsi produkci nezadoucich vedlej-

Sich latek, tedy i biogennich amind. Tato vina maji unifikované slozeni. [77,118,119,120]
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2.7 Malolaktické kvaSeni

Vétsina biogennich aminti vzniké diky enzymim mlécnych bakterii béhem malolaktického
kvaseni. Bakterie mlééného kvasSeni jsou v nizkych koncentracich ptitomny jiz na bobulich,
a béhem zpracovani se rychle rozvijeji. [6,120] Jakmile se jejich pocet za¢ne pohybovat
okolo 10° KTJ/g, mlé&né bakterie zatnou spotiebovavat zejména hexozy, které nebyly zce-

la zkvaseny kvasinkami pii alkoholovém kvaSeni, a nastava kvaseni malolaktické. [85]

Malolaktické kvaseni (jablecno-mlécné kvaseni) je biologické odbouravani kyselin ve ving,
kdy je jable¢na kyselina pfeménéna enzymatickou dekarboxylaci na méné chutové agre-
sivni kyselinu mlé¢nou a oxid uhli¢ity (obr. 4). [6,77,121,122] Jedna se o tzv. sekundarni
kvaseni nastavajici obvykle na konci nebo pied ukon¢enim alkoholového kvaseni, které je
zadouci u vice kyselych vin. [78,121,123,124,125] Jde o enzymatickou reakci, kdy je po-
moci malolaktického enzymu (MLE) nejprve dekarboxylovana jable¢na kyselina na pyro-
hroznovou, a ta je poté redukovana na mlé¢nou kyselinu. [78,85,126,127] Nasledné¢ je tato
kyselina spole¢né s protony transportovéna z buiiky. Vné pfitomné protony jsou pak dosta-
teénym pohonem k uskuteénéni oxidativni fosforylace, kdy z ADP vznikd ATP a dochazi
k regeneraci NAD". [78] Z 1 g kyseliny jable¢né dojde ke vzniku 0,67 g kyseliny mlééné
a 0,33 g oxidu uhli¢itého. [95]

Pii vedeni malolaktického kvaSeni je diileZité udrZzet nékteré parametry ve vhodnych oblas-
tech. Jedna se predevsim o hodnotu pH, teplotu, obsah alkoholu a SO,. Odbouravani kyse-
lin bude probihat snadno, bude-li podle Boua a Steidla [70,77] pH vyssi nez 3,2, teplota
vys$i nez 18°C (okolo 22 - 25°C), obsah alkoholu pod 13 obj. % a obsah volného SO,
pod 10 mg/I.

Dusledkem malolaktického kvaseni dochazi ke zlepSeni kvality vina, organoleptickych
vlastnosti a mikrobiologické stability pfed lahvovanim. Za biologické odbouravani kyselin
je zodpovédny zejména bakterialni druh Oenococcus oeni, ktery pieziva i v prostiedi
0 Vyssi koncentraci etanolu (nad 10 obj. %) a SO, (50 mg/l). Dal§imi pfitomnymi kmeny
jsou Lactobacillus spp. (Lb. casei, Lb. sake, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fructivoran),
Leuconostoc spp. a Pediococcus spp. (Ped. parvulus, Ped. damnaus, Ped. pentosaceus).
[6,124,126,127,128] Mize vSak dochazet ke snizeni intenzity barvy, jelikoZz nékteré bakte-

rie mohou svou metabolickou aktivitou odbouravat fenolické slouceniny. [129]
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Obr. 4 - Pfeména L-jable¢né kyseliny na L-mlé¢nou kyselinu [77,78]
Béhem alkoholového kvaSeni jsou kvasinkami spotfebovavany dusikaté latky (aminokyse-
liny), poté jsou z nich autolyzou béhem jejich odumirani dal$i aminokyseliny uvolfiovany,
stejné tak jako tiamin a dal$i rustové latky, které podporuji mlécné bakterie. Je-li mladé
vino udrzovano v kontaktu s kvasni¢énim kalem, je pak pfitomnym bakteriim mlécného
kvaseni k dispozici vice peptidli a volnych aminokyselin k vyzivé i k hydrolyze a dekarbo-
xylaci. Tim je vysvétlen vyss§i obsah amint ve vinech, ktera zastavaji delsi dobu v kontaktu

s kaly. [3,117,130]

Schopnost bakterii mlééného kvaseni dekarboxylovat je také velmi zavisla na kmenu bak-
terii a mize byt jina i v ramci jednotlivych druhd. [3] Ovlivnéna je také hodnotou pH.
Jsou-li hrozny sbirany ptezralé, za ucelem zvysSeného obsahu fenolickych a aromatickych
latek, je kyselost niz$i. Roste-li pH (pfiblizné nad hodnotu 3,5), roste i pocet a druhy pfi-
tomnych mikroorganizmi. Pfi vysoké hodnoté pH jsou biogenni aminy vzdy produkovany
ve velkych mnozstvich. Cervend vina, ktera jsou méné kyselejsi nez bila (jiz prob&hlo ma-
lolaktické kva$eni, kterym doslo k mirnému zvySeni pH), proto obsahuji vy$si koncentrace

biogennich aminu. [3,51,134]

Vliv na obsah amint ve vin€ miiZe mit také typ nadoby, ve které je vino béhem malolaktic-
kého kvaseni uchovavano. [118,120] Vyznamné vyssi primérné koncentrace biogennich
amint byly zjiStény u vin, jejichz malolaktické kvaseni probihalo v nerezovych tancich.
Bylo totiz zjiSténo, ze slozky dfeva z dubovych sudl (ptfitomné fenolické slouc¢eniny) mo-
hou obsah aminl nepfimo snizovat. [117] N&kterymi autory bylo popsdno, ze fenolické
slouc¢eniny mohou rist a metabolizmus mikroorganizmi (pfedev§im mléénych bakterii)
podporovat nebo inhibovat, v zavislosti na jejich chemické struktufe a koncentraci.
[135,136] Jako piiklad mize byt uveden Lb. hilgardii v kultivatnim médiu, do kterého
byla pfidana gallova kyselina a katechin v koncentracich, ve kterych se vyskytuji ve ving.
Koncentrace téchto polyfenolickych latek zvysila bakterialni populaci, jelikoz laktobacilus

je schopen je metabolizovat ve své rustové fazi, ¢imz ziskavaly bunky energii pro rist.
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[137] Ve vyssich koncentracich vSak jiz maji polyfenoly negativni efekt na bakteridlni vy-
voj. Podle Campose a kol. [138] je O. oeni, mikroorganizmus s nejvice histidin dekarboxy-
laza pozitivnimi kmeny, citlivéjsi na inaktivaci fenolickymi slou¢eninami nez Lb. hilgardii.
K dal$im fenolickym slou¢eninam, které takto mohou ovliviiovat rast bakterii mlé¢ného

kvaseni, patii hydroxyskoficova ¢i ferulova kyselina. [139]

U malovyrobcii vina je ve vétSing piipadt aplikovano spontdnni malolaktické kvaseni.
In vitro studie provedené dle Moreno-Arribase a Pola [132] zkoumaly schopnost ¢tyt pfi-
danych malolaktickych starterii tvofit biogenni aminy. Zadnym z téchto komerénich starte-
ri nebyla prokazéana produkce histaminu, tyraminu ani putrescinu. Jedna se o startery, které
neobsahuji geny kodujici enzymatickou pfeménu na aminy, navic potlacuji ptitomnou
Skodlivou mikrofléru. Tato aplikace se tedy ukazala jako vhodna prevence pied tvorbou

nadmérného mnozstvi amini ve viné. [3,91,133]

Jakmile je béhem malolaktického kvaseni odbourana veskera kyselina jable¢na, jsou bakte-

rie mlé¢ného kvaseni inhibovany sitenim. [85]

2.8 SamociSténi vina, vylu¢ovani vinného kamene, staceni vina z kali

a Skoleni vina

V obdobi mezi kon¢icim kvaSenim a sto€enim vina z kali dochazi k samocisténi vina
a vylu¢ovani vinného kamene. Béhem samociSténi dochazi ke srazeni bilkovin, barevnych

latek, tfislovin, slizd a gum a soli kyselin. [11]

Vinny kdmen je oznaeni pro hydrogenvinan draselny a vinan véapenaty. Tyto slouceniny
vznikaji reakci ve vin€ ptfitomné kyseliny vinné s draslikem nebo vapnikem. Vinny kdmen
je malo rozpustny a ve viné zplsobuje krystalicky zakal ve formé jemného sedimentu.

[28,77,140]

Stacenim vina z kalG dochazi k odlu€ovani vina od kalti vzniklych sedimentaci mrtvych
kvasinek, srazenim bilkovin a sedimentaci vinného kamene. Obvykle byva provadéno dva-
krat. Mezi touto manipulaci dochazi ke Skoleni vina, jehoZ cilem je zlepSeni a uchovani
vlastnosti vina. Principem je opé&tovna tprava vina, kdy je scelovano (michéani vin stejné
odridy s rtiznou kvalitou), opét sifeno, poté je &ifeno a filtrovano. [11,77,78] Cifenim
(napf. bentonitem, taninem nebo polyvinylpyrollidonem) je mozné zachytit cast ptitom-

nych biogennich amint, a tim snizit jejich koncentraci. Timto oSetfenim muze byt obsah
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histaminu ve ving snizen az o polovinu. [6,76,141] | filtraci mize byt mirné snizena kon-
centrace biogennich amind, jelikoz dochazi k zachyceni nékterych aminokyselin a peptidu,

a tim 1 ke snizeni obsahu amind v nadchazejicim zrani a starnuti vina. [6]

2.9 Zrani a skladovani vina, lahvovani

Béhem zrani je pozorovano mnoho biochemickych zmén. Dochdzi k hydrolyze dusikatych
latek, vzniku aldehyd az melanoidind, vytvaii se buket a dokvasi zbytkovy cukr. Zrani

muze probihat jak v sudech, tak i v lahvich po plnéni. [11,77,78]

Pted lahvovanim by vino mélo byt senzoricky zhodnoceno, zda vykazuje vlastnosti bézné
pro dany stupeii jakosti a odridu. Dale by se mélo vyznacovat ustalenou hladinou SO,. Je
mozné také provedeni zkousSky tepelné stability bilkovin ¢i stability vina viéi vinnému
kameni. Lahve musi byt pfed plnénim fadné vycistény a dezinfikovany, aby nedoslo k po-
mnozeni mikroflory, ktera by mj. mohla zvysit obsah biogennich amint ve viné. Ke sterili-
zaci lahvi je mozné vyuzit SO;, H,0,, kyselinu peroctovou, 0zén ¢i horkou paru. Také sa-
motné plnéni by mélo byt sterilni. Lahvované vino musi byt ¢isté. Vyzralé vino mize byt
uzavieno plastovou ¢i jinou zatkou, nevyzralé radéji ptirodnim korkem pro umoznéni do-

konceni vyvoje vina v lahvi. [77]

Z vyzkumu dle Vidal-Caroua a kol. [24] byl nalezen pouze nepatrny nebo zadny vztah me-
zi teplotou skladovani vina a obsahem biogennich aminti ve vinech. Podle jiného zdroje,
teplota skladovani vina v lahvi mirny vliv na obsah biogennich amini mé¢la. [142] B&hem
skladovani byl také zkouman vliv typu dubového sudu na obsah amint, podle Morena
a kol. [143] vsak tento faktor jejich obsah neovliviiuje. Alcaide-Hidalgo a kol. [117] napro-
ti tomu tvrdi, Ze fenolické slouceniny obsazené v dubovém dievé obsah amini sniZuji.

Tento problém byl jiz rozebran v kapitole 2.7 0 malolaktickém kvaseni.

Podle Romana a Suzziho [95] je primérné chemické slozeni vina takové: voda 850 g/l,
alkohol 116 g/l (z toho etanol 105 g/l, glycerol 9 g/l, metanol 0,1 g/l), cukry 6 g/l, kyseliny
10 g/l (z toho vinna a jable¢na 3 g/l, mlécna 1,5 g/l), mineralni latky 2,5 g/1, dusikaté slou-
¢eniny 3 g/1, fenolické slouceniny 2 g/l, vitaminy 0,01 g/1.

Z hotového vina je mozné izolovat predevsim octové bakterie, a to druhy Gluconobacter
oxydans, Acetobacter aceti ¢i A. pasteurianus, Gluconobacter liquefaciens a G. hansenii.

[144] U vin se také mlizeme setkat s mnoha chorobami a vadami, které zptuisobuji nékteré
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druhy mikroorganizmu. Vznik téchto vad je ovlivnén také vlastnostmi vina, jako je obsah
alkoholu, nebo kontaktem vina s kyslikem. N¢které tyto vady jsou popsany V piiloze zdroje

[145].
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3 MIKROORGANIZMY PRODUKUJICI BIOGENNI AMINY

Potencialné jsou vSechny skupiny mikroorganizmu schopny vytvaret svymi enzymatickymi
procesy alespon mala mnozstvi nékterych biogennich amint. Nejcastéji diskutovanymi
skupinami mikroorganizma v problematice vyroby, ptipadné skladovani vina, jsou bakterie
mlécného kvaseni a kvasinky. [6] Vyskytuji se pfirozené na bobulich, ale jsou také piitom-

ny v sudech, tancich a na zafizenich pro vyrobu vina. [146]

Bobule maji slozitou mikrobidlni ekologii, do niz patii bakterie s riznymi fyziologickymi
vlastnostmi, kvasinky i1 vlaknité houby. Nékteré druhy mikroorganizmil (parazitické houby)
se nachazeji pouze v bobulich, jiné jsou schopny ptezit a dale rist i ve vinu (kvasinky
a bakterie mlécného a octového kvaseni). Podil jednotlivych mikroorganizmi je zavisly
na fazi zralosti, ve které se bobule pii sbéru nachazeji, a také na dostupnosti zivin. Je-li
navic slupka bobuli poskozena, zvysi se dostupnost cukrl i na povrchu bobule, ¢imz je

podpofen nartst napt. bakterii octového kvaseni. [147]

Je tieba zminit vlivy, které ptitomnost dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmu ovliviiu-
ji. Jedna se predevsim o podminky okolniho prostiedi. Tyto vnéjsi faktory maji vliv na sa-
motny rist mikroorganizmu. Patfi mezi né jiz dfive zminénd ptitomnost volnych aminoky-
selin, ktera ovliviiuje koncentraci vzniklych amint, dale je to teplota, pH prostfedi, ptitom-
nost kysliku, dostupnost zdroju slou¢enin obsahujicich uhlik, koncentrace oxidu sifi¢itého
a etanolu, faze bun¢k ad. Vzhledem k riznorodosti druhti a kmenti mikroorganizmu jsou

rizné i optimalni podminky pro dekarboxylazovou aktivitu. [68,148,149]

Teplotou je podstatné ovlivnén riist mikroorganizmd, a tedy 1 produkce biogennich aminti.
Pii optimalni teploté pro riist daného mikroorganizmu dochazi k aktivaci dekarboxylac¢nich
a proteolytickych enzymt. Obsah amind tedy roste v zavislosti na ¢innosti mikroorgani-
zmU, a na délce a teploté skladovani. Rozmezi téchto teplot je obvykle 20 - 37°C, jedna-li
se vSak o psychrotrofni kmeny, byla dekarboxylazova aktivita pozorovana i pii 4°C.
Pod teplotu 15°C sice muize byt zastaven rast mikroorganizmd, enzymaticka aktivita vsak

nemusi byt ovlivnéna. [150]

K dillezitym faktorim ovliviiujicim vyskyt mikroorganizmi patii i koncentrace vodikovych
iontd. Je-1i pH vyssi nez 3,5, roste 1 pocet a druhy ptfitomnych mikroorganizmii, a tim roste
I pravdépodobnost vzniku amini. [3,51,134] Podle Greifa a kol. [148] se tato hodnota pH

pohybuje az okolo 4,0 - 5,5. Timto je bakteriim vyskytujicim se ve vin¢ umoznéna produk-
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ce dekarboxyldz, jejichz pluisobenim jsou samy chranény proti piekyseleni. [148] Nékteré
rody bakterii mlééného a octového kvaseni mohou tvorbou kyselin snizovat pH prostredi
az pod 4,0. Vzniklé kyseliny mlé¢na a octova jsou v kyselém prostfedi malo disociovany
a takto spolu s nizkym pH putisobi inhibi¢né az mikrobicidné na ostatni mikroorganizmy,
s vyjimkou jinych bakterii mlécného kvaSeni a kvasinek. [151] Vina s pH pod 3,5 podle
Boua [70] vétsinou obsahuji jen kmeny Oenococcus oeni, vina s pH nad tuto hodnotu ob-
sahuji razné druhy rodu Pediococcus ssp. a laktobacily. Podle Bauera a Dickse [152] vSak
i tyto kmeny ptezivaji pii pH pod 3,5. V prostiedi s neutralnim a alkalickym pH muzou byt
aminy rovnéz produkovany, avSak pouze za predpokladu, ze bakterie, které je produkuji,

dokazou prostiedi dostatecné okyselit. [15,153]

Pfitomnost jednotlivych druhti mikroorganizmu ovliviiuje i fakt, zda se nachazeji v aerob-
nim ¢i anaerobnim prostiedi. Alkoholové kvaseni probiha za nepfitomnosti kysliku. Stejné
tak je dulezité mit vino, ve kterém probiha malolaktické kvaSeni, i hotové vino naplnéné
v nddobach az po okraj kviili eliminaci pfitomného kysliku. Oproti tomu bakterie octového
kvaSeni jsou aerobni mikroorganizmy, a proto se dobie rozmnozuji tam, kde je mezipro-
dukt ¢i hotové vino v kontaktu s kyslikem. Pfistupu kysliku je tedy nutno zamezit, aby ne-
dochazelo k oxidaci etanolu na kyselinu octovou a Kk tvorbé nezadouciho aroma a chuti
vlivem vzniklého etylacetitu, acetaldehydu, acetoinu a  dihydroxyacetonu.

[72,77,78,144,154]

Dekarboxylazova aktivita bakterii je také ovlivnéna pfitomnosti zkvasitelnych sacharidi.
Podle Karovicové a Kohajdové [150] se optimalni obsah D-gluk6zy pohybuje od 0,5
do 2,0 hm. %, u hodnot nad 3 hm. % D-glukdzy byla pozorovana inhibice Syntézy nékte-

rych dekarboxylaz.

Optimalni koncentrace SO, v mostu nebo ve viné€ je velmi dilezita kvili inhibici neZzadou-
cich kmenu bakterii, predevs§im pak ke zbrzdéni rozvoje bakterii octového kvaseni. [147]
Podle Lonvaud-Funela a Farkase [85,155] obsah 50 mg/l SO, inhibuje ptfitomné bakterie.
Jakmile je most vylisovan, je také vhodné rychle nastartovat kvaseni, ¢imz dochazi ke zvy-
Sovani obsahu etanolu a ke tvorbé oxidu uhli¢itého, a tim i k inhibici octovych bakterii.

[147]

Mezi bakteridlni druhy, které jsou schopny piezivat i v prostiedi o vysoké koncentrace eta-

nolu, patii zejména Oenococcus oeni, ktery roste i v prostiedi obsahujicim vice
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nez 10 obj. % etanolu. Dale jsou piitomny kmeny Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.
a Pediococcus spp. [6,124,126,127] Na zac¢atku alkoholového kvaSeni jsou pfitomny hlav-

n¢ laktobacily. Po malolaktickém kvaseni jsou pfitomny hlavné pediokoky. [70]

3.1 Dekarboxylaza pozitivni bakterie

K mikroorganizmtiim s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou patii fada rodt gramnegativ-
nich (Citrobacter ssp., Klebsiella ssp., Escherichia ssp. aj.) i grampozitivnich bakterii (Ba-
cillus ssp., bakterie mlééného kvaseni rodu Lactobacillus ssp., Lactococcus ssp., Pedi-

ococcus ssp. ¢i Streptococcus ssp.). [156,157]

Za vyskyt vyssich obsahti histaminu ve viné jsou zodpovédné predevsim bakterialni rody
Pediococcus spp. (nejvice druh Pediococcus parvulus), Lactobacillus spp. (L. hilgardii a L.
mali) a Leuconostoc spp. (L. mesenteroides). Nejvice histidin dekarboxylaza-pozitivnich
kment vykazuje Oenococcus oeni, Ktery se ve viné vyskytuje nejcastéji a je také nejéastéji
spojovan s malolaktickym kvasenim. Hladiny vzniklého histaminu jsou vSak obecné nizké.
[3,75,158,159,160] Nekterymi kmeny tohoto druhu (ne vS§emi) mtize byt produkovan také
putrescin spolu s kadaverinem. [75] Stejné tvrzeni plati i v opaéném ptipadé, tedy Ze témet
vSechny kmeny oenokokl produkujici kadaverin s putrescinem produkuji také alespont ma-

1¢ mnozstvi histaminu. [69]

Ke vzniku putrescinu dochazi dekarboxylaci ornitinu, nicméné z obsahu putrescinu vétsi-
nou nezjistime pouze mnozstvi volného ornitinu, ale také aminokyseliny argininu, ze kte-
rého ornitin vzniké katabolizmem. Arginin je jedna z hlavnich aminokyselin nachazejicich
se vV hroznovém mostu, a je vétSinou metabolizovan kvasinkami pii alkoholovém kvaseni.
Obecné je vsak stale ve vyznamném mnoZstvi pfitomen i pfed nastupem malolaktického
kvaSeni. Arginin mizZe byt katabolizovan né€kolika kmeny bakterii mlé€ného kvaseni, jak
laktobacily, tak i vySe zminénymi oenokoky nebo druhem Leuconostoc mesenteroides.
[3,75,161]

Z bakterialnich rodu, které jsou schopny produkovat mimo jiné aminy i fenyletylamin, mi-
Zzeme mluvit zejména 0 rodu Lactobacillus spp. (L. hilgardii, L. brevis, L. buchneri a L.
mali). [27,75,159,162]

Co se tyka produkce agmatinu, schopnost dekarboxylovat arginin byla zjisténa u jednoho
kmenu L. hilgardii. [8,75]
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Tyramin byva ve viné produkovan rodem Lactobacillus spp., identifikovan byl zejména
druh Lactobacillus brevis nebo nékteré kmeny L. hilgardii. [3,27,62,159] Podle Lonvaud-
Funela a Crowa a kol. [3,161] sem patfi i Leuconostoc mesenteroides a Enterococcus fae-

cium.

Mezi jednotlivymi kmeny laktobacilli je vysoké variabilita produkce aminti. Tvorba bio-
gennich amint druhem Oenococcus oeni nebo rody Pediococcus spp. je podle Lonvaud-
Funela a dalsich autort [3,62,72,159] pomérné vzacna (nebo dokonce zadna) a je velmi

ovlivitovana hodnotou pH, koncentraci etanolu nebo oxidu sifi¢itého.

Byla také sledovana mozna produkce biogennich aminti bakteriemi octového kvaseni, ale

nebyly zjistény zadné pozitivni vysledky. [159]

3.2 Dekarboxylaza pozitivni kvasinky

Podle Carusa a kol. [63] jsou producenty histaminu ve viné i nékteré druhy kvasinek, jako
napft. Saccharomyces cerevisiae nebo Brettanomyces bruxellensis. Tyto druhy jsou schopny
vyprodukovat az 15 mg/l histaminu. [163] Az u 50 dal$ich kment kvasinek byla zjisténa
schopnost produkovat histamin, nicméné vétSina z nich je schopna jej tvofit pouze ve vel-
mi nizkych nebo nedetekovatelnych koncentracich. Jedna se napi. o rody Candida spp.,
Hansenula spp., Kloeckera spp., Metschnikowia spp., Pichia spp. nebo Rhodotorula spp.,

a také dalsi druhy rodu Saccharomyces spp.. [49,63]

Z kvasinek tvoricich fenyletylamin a tyramin byl izolovan druh Saccharomyces cerevisiae.
[63,164] Fenyletylamin jsou schopny produkovat kvasinky Kloeckera apiculata, Metschni-

kowia pulcherrima a Brettanomyces bruxellensis. [27,75,159,162]

Schopnost dekarboxylovat arginin na agmatin byla zjisténa hlavné u kvasinky Candida
stellata. [8,75]

3.3 Dekarboxylaza pozitivni plisné

ZvySeny obsah biogennich amint, zejména fenyletylaminu a izopentylaminu, byl zjistén
u vin, jejichz bobule byly napadeny plisni Botrytis cinerea, ktera je typicka u vyroby To-
kajskych vin v Mad’arsku. [21,28,165]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

4 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo
e popsat vyznam sledovani obsahu biogennich amind,

e strucn¢ charakterizovat vyrobu Cervenych a bilych vin a pokusit se vysledovat

faze, které mohou ovlivnit vyskyt biogennich amint ve findlnim vyrobku,

e struéné¢ charakterizovat mikroorganizmy, které se mohou vyskytovat ve viné

(se zamé&fenim na ty, které mohou produkovat biogenni aminy).
Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo
e odebirat vzorky tii odrtid v prib¢hu vyroby vina,
e stanovit u téchto vzorkl obsah biogennich amint,

e vysledky zhodnotit a zformulovat zavér.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Rozdéleni vzorku

Pro ucely této diplomové prace byly zpracovavany vzorky z obce Novosedly (vini¢ni trat
Janav vrch, podoblast Mikulovska, oblast Morava), ro¢niky 2013 a 2014. Jedna se 0 odri-
dy veltlinské zelené, ryzlink rynsky a rulandské modré, vyrabéné jako ekologické produkty,
tedy se snizenym obsahem SO, ve vin¢. Kazda z téchto odrid byla odebrana na 4 riznych
mistech viniéni trati. Tab. 3 ukazuje jednotlivé faze odbéru, které byly provadény. U ode-
branych vzorkl byl mikrobiologickym rozborem stanovovan pocet mezofilnich mikroorga-
nizmd, octovych bakterii, mléénych bakterii a kvasinek a plisni, a také obsah biogennich

aminu.

Tab. 3 - Schéma odbéru vzorka

2013

2014

VELTLINSKE RYZLINK RULANDSKE
ZELENE RYNSKY MODRE
most most rmut

-—- mladé vino most

21 dni po staceni
60 dni po staceni
90 dni po staceni

bobule
mladé vino

21 dni po staceni

60 dni po staceni

90 dni po staceni
bobule

21 dni po staceni
60 dni po staceni
90 dni po staceni

bobule
mladé vino

Pozn.: Podle provadéciho natizeni Komise (EU) €. 203/2012, kterym se méni nafizeni (ES)
¢. 889/2008, kterym se stanovi provadéci pravidla k natizeni Rady (ES) €. 834/2007, pokud
jde o provadéci pravidla pro ekologickou produkci vina, je do ekologického produktu
Vv odvétvi vina povoleno pfidat oxid sifi€ity nebo disifi¢itan draselny ¢i metadisificitan dra-

selny v téchto mnozstvich (tab. 4) [166]:
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Tab. 4 - Povolena mnozstvi SO, v ekologickych vinech [166]

DRUH ViNA ZBYTK%X]Y SO SO, [mg/l]
cervena vina <2 100
bila a rizova vina <3 150
cervend vina 2-5 120
bild a rizova vina 2-5 170
pozdni sbér >5 270
vybér z hroznli >5 320
ledové, slamové, vybér z hroznii, vybér z cibéb >5 370

Vysledky rozboru vzorkd na obsah biogennich aminti zafazenych do sledovani v prubéhu
vyroby byly také porovnany s hodnotami naméfenymi v komer¢nich vinech roéniku 2013,
taktéz odrud veltlinské zelené, ryzlink rynsky a rulandské modré (obec Novosedly, podob-
last Mikulovska, oblast Morava).

5.2 Mikrobiologicky rozbor

Mikrobiologicky rozbor byl provadén dle platnych CSN norem. Obecné pouZivanymi nof-
mami byly

e (SN EN ISO 6887-1 Mikrobiologie potravin a krmiv - Uprava analytickych
vzorki, piiprava vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni - Cést 1: Vieobec-

né pokyny pro piipravu vychozi suspenze a desetindsobnych fedéni,

e (SN EN ISO 7218 Mikrobiologie potravin a krmiv - Vieobecné pozadavky

a doporuceni pro mikrobiologické zkousenti,

Za uéelem kultivace vybranych skupin mikroorganizmii byly pouzity CSN normy vztahuji-
ci se k témto stanovovanym skupindm mikroorganizmi, popsanym na nasledujicich stra-

nach.
Pro mikrobiologicky rozbor byly pouzity tyto ptistroje a pomicky:
e automatické mikropipety Biohit, Finsko
o predvazky KERN 440-47N (max. 2000 g, d = 0,1 g), Némecko

o digitalni vaha KB800-2- Kern & Sohn GmbH, Némecko
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e analytické vahy A&D GH-200 EC, Mettler Toledo, CR

e vortex Heidolph Real top, Némecko

e autoklav 135 S, H+tP VARIOKLAYV, H+P Labortechnik AG, Némecko
e filtracni aparatura

e filtra¢ni papir Fisher Scientific s.r.0., 0,45 um

e Dbiologicky termostat BT 120, Laboratorni piistroje Praha

e laboratorni sklo a plasty

Pro ptipravu zivnych plid bylo vypocitano a navazeno dané mnozstvi zivné pudy, které
bylo rozpusténo ve 400 ml destilované vody. Smés byla po dikladném promichani sterilo-
vana v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 20 minut. Sterilované pudy byly rozlity do
prazdnych Petriho misek (metoda roztéru a filtrace) nebo po mirném zchlazeni rozlity na
oznacené Petriho misky s jiz napipetovanymi vzorky (metoda ptelivu). Fyziologicky roztok
pouzivany pro desitkové fedéni byl vyroben navazenim 8,5 g chloridu sodného (LachNer)
a rozpusténim v 1000 ml vody. Takto pfipraveny roztok byl sterilovan v autoklavu pfi tep-
lot¢ 121°C po dobu 20 minut. Odbéry vzorkl byly provadény za aseptickych podminek
sterilnimi pomickami. Tekuté vzorky byly v poméru 1:9 smichany s fyziologickym rozto-
kem. V pfipadé pevnych vzorkli (bobule) byly tyto navazeny v pfiméfeném mnozstvi
a ve stejném poméru S fyziologickym roztokem homogenizovany ve stomacheru po dobu

2 minut.

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganizmi byl stanovovan na agaru Plate Count Agar
(dale jen ,,PCA*) od HiMedia (Indie). Jedna se o neselektivni médium pro stanoveni mezo-
filnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganizmii. Plida obsahuje pouze vyziv-
né latky trypton, kvasni¢ny extrakt a glukozu. [167,183] Pti piipravé agaru byla za ucelem
inhibice kvasinek a plisni pfidana antifungalni latka Cycloheximide od Sigma-Aldrich
v koncentraci 50 mg/l. Vzorky z ro¢niku 2013 ve fazi rmutu a mostd byly o¢kovany meto-
dou roztéru v objemu 100 pl, fedéni 10° (bez fedéni), 10" a 102, vzdy ve dvou paralelnich
stanovenich. Z diivodu nulového narGistu mikroorganizmi u nékterych vzorkd byla
az po fazi 21 dni po staceni (vCetn¢) zvolena metoda prelivu, a objemu inokula 1000 pl.

Vzorky z odbéru 60 dni po staceni a 90 dni po staceni nebyly ke kultivaci na této pudé po-
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uzity vibec - viz. tab. 5. Kultivace u této puidy probihala aerobné pfi teploté 37°C po dobu

48 hodin.

ODRUDA

Veltlinské
zelené

Ryzlink
rynsky

Rulandské
modré

Tab. 5 - Metody inokulace u jednotlivych odrud a fazi odbért - 2013
AGAR AGAR AGAR AGAR AGAR AGAR

FAZE

most
21 dni po
staceni
60 dni po
staceni
90 dni po
staceni
most
mladé vino
21 dni po
staceni
60 dni po
staceni
90 dni po
staceni
rmut
most
21 dni po
staceni
60 dni po
staceni
90 dni po
staceni

PCA

AAG

AAM MRS

roztér

pteliv

filtrace

filtrace

roztér
preliv

preliv

filtrace

filtrace

roztér
rozteér

preliv

filtrace

filtrace

TJA CHYGA

Octové bakterie byly stanovovany na dvou zivnych pidach: acetobacter agar s glukdzou

(Acetobacter Agar Glucose) a acetobacter agar s manitolem (Acetobacter Agar Mannitol),
dale jen ,,AAG* a ,,AAM*, oboji od HiMedia (Indie). Agar s glukoézou obsahuje kvasni¢ny

extrakt, uhli¢itan vapenaty a glukdzu, agar s manitolem obsahuje pepton, kvasni¢ny extrakt

a manitol. [168,169] Pii ptipravé agaru byla za ucelem inhibice kvasinek a plisni pfidana

antifungalni latka Cycloheximide od Sigma-Aldrich v koncentraci 50 mg/l. Vzorky

z ro¢niku 2013 ve fazi rmutu a mosti byly ockovany metodou roztéru v objemu 100 pl,

fedéni 10° a 107, vzdy ve dvou paralelnich stanovenich. Z dvodu nulového narastu mik-
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roorganizmti u nékterych vzorkt byla v nasledujicich fazich odbérti zvolena metoda pteli-
vu, a objemu inokula 1000 pl. Pro zvyseni pravdépodobnosti zachyceni mikroorganizmu
byla u fazi 60 a 90 dni od staceni pouzita metoda filtrace, kdy bylo filtrovano 10 ml nete-
déného vzorku - viz. tab. 5. Kultivace probihala acrobné pfi teploté 30°C po dobu 48 ho-
din.

Kultivace laktobacilti byla provedena na agaru MRS Broth (de Man, Rogosa and Sharpe,
dale jen ,,MRS*) smichaném s Agar Agar, Type I, oboji od HiMedia (Indie). Vyziva je po-
skytovana smési peptonu, glukozy, hovéziho a kvashi¢ného extraktu, hoi¢ik a siran man-
ganaty pusobi jako ristové stimulanty. Citrat amonny a octan sodny poskytuji ochranu pro-
ti streptokokiim a plisnim. Agar je vyuzivan pii nizkych hodnotach pH. [170,184] Pii pfi-
pravé agaru byla za tcelem inhibice kvasinek a plisni pfidana antifungalni latka Cyclohe-
ximide od Sigma-Aldrich v koncentraci 50 mg/l. Vzorky z ro¢niku 2013 ve fazi rmutu
a mosta byly o&kovany metodou roztéru v objemu 100 ul, fedéni 10° a 107, vzdy ve dvou
paralelnich stanovenich. Z divodu nulového naristu mikroorganizmti u nékterych vzorkt
byla v nasledujicich fazich odbéri zvolena metoda pielivu, a objemu inokula 1000 pl.
Pro zvyseni pravdépodobnosti zachyceni mikroorganizmi byla u fazi 60 a 90 dni od stace-
ni pouzita metoda filtrace, kdy bylo filtrovano 10 ml nefedéného vzorku - viz. tab. 5. Kul-

tivace probihala anaerobné pfi teploté 30°C po dobu 48 hodin.

MIécné koky byly stanovovany na agaru Tomato Juice Agar (dale jen ,,TJA“) od HiMedia
(Indie). Tento agar je sloZen z extraktu rajéatové §t'avy, peptont z mléka a enzymatického
hydrolyzatu kaseinu (zdroj dusiku, uhliku, stopovych prvki a dalsich zivin pro rist). [171]
Pii pifipravé agaru byla za Ucelem inhibice kvasinek a plisni pfidana antifungélni latka
Cycloheximide od Sigma-Aldrich v koncentraci 50 mg/l. Vzorky z ro¢niku 2013 ve fazi
rmutu a moitil byly okovany metodou roztdru v objemu 100 ul, fedéni 10° a 107, vzdy
ve dvou paralelnich stanovenich. Z diivodu nulového nartstu mikroorganizmu u nékterych
vzorkli byla v nasledujicich fazich odbérti zvolena metoda ptelivu, a objemu inokula
1000 pl. Pro zvyseni pravdépodobnosti zachyceni mikroorganizmu byla u fazi 60 a 90 dni
od staceni pouzita metoda filtrace, kdy bylo filtrovano 10 ml nefedéného vzorku - viz.

tab. 5. Kultivace probihala aerobné pfi teploté 30°C po dobu 48 hodin.

Pro stanoveni kvasinek a plisni byl pouzit agar s chloramfenikolem, kvasni¢énym extraktem
a glukozou (dale jen ,,CHYGA®) od HiMedia (Indie). Jedna se o selektivni médium. Chlo-

ramfenikol zde slouZzi jako Sirokospektralni antibiotikum inhibujici doprovodnou bakterial-
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ni mikrofloru, kvasni¢ny extrakt poskytuje ristové faktory v¢. vitamind a mineralnich 14-
tek, a glukdza je zdrojem energie pro rust. [167,185] Vzorky z ro¢niku 2013 ve fazi rmutu
a mosti byly ockovany metodou roztéru v objemu 100 pl, fedéni 107, 102 a 1073, vzdy
ve dvou paralelnich stanovenich. Z divodu nulového naristu mikroorganizmii u nékterych
vzorkl byla az po fazi 21 dni po staceni (véetn¢) zvolena metoda pielivu, a objemu inokula
1000 pl. Vzorky z odbéru 60 dni po staceni a 90 dni po staceni nebyly ke kultivaci na této
pud¢é pouzity viibec - viz. tab. 5. Kultivace probihala aerobné pii teploté 23°C po dobu 5

dna.

Vsechny vzorky z ro¢niku 2014 (faze bobuli a mladého vina) byly o¢kovany metodou pre-
livu, objem inokula 1000 pl, taktéz ve dvou paralelnich stanovenich. Pro mikrobiologicky

rozbor byly pouzity stejné pudy jako pro vzorky z ro¢niku 2013.

Pro stanoveni poctu kolonie tvoficich jednotek byly na vSech agarovych plotnach spocitany
viditelné makroskopické kolonie, které¢ zde vyrostly. Pro vyjadieni poctu mikroorganizmt
byly pouZzivany dva vypocty, a to bud’ vypocet pro Petriho misky stejného fedéni (rov. 4)

nebo pro dvé Petriho misky po sob¢ jdouciho fedéni (rov. 5).
N =Xc/ndV 4)

kde N je pocet mikroorganizmt [KTJ/ml nebo KTJ/g], Zc je pocet vSech kolonie tvoficich
jednotek (pfislusné skupiny mikroorganizmti) na plotnach pouzitych pro vypocet, n je po-
et ploten pouzitych pro vypocet, d ptislusné pouzité fedéni a V objem ofkovaného inokula
[mI]. [167]

N - c
“V.(n,+01n,)d ®)

kde N je pocet mikroorganizmti [KTJ/ml nebo KTJ/g], 2c je pocet vSech kolonie tvoficich
jednotek (piislusné skupiny mikroorganizmi) na vSech plotnach pouzitych pro vypocet, ns
je pocet ploten prvniho fedéni pouzitého pro vypocet a n, pocet ploten druhého fedéni pou-
zitého pro vypocet, d je fedici faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitému fedéni

a V objem inokula o¢kovaného na kazdou plotnu [ml]. [167]

Podle normy CSN 56 9609 Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe - Mikrobiologicka
kritéria pro potraviny a Principy stanoveni a aplikace, a také dle Natizeni Komise (ES)
¢.2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny,

se vino tadi do skupiny potravin mikrobiologicky nerizikovych. U téchto potravin se mik-
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robiologické pozadavky nestanovuji, jelikoz diky jejich slozeni, technologii pouzité
k vyrob¢ a jejich vlastnostem z hlediska ekologie mikroorganizmi (aktivita vody, hodnota
pH, obsah antimikrobialnich latek apod.) jsou pokladany za mikrobiologicky nerizikové.
[131,175] Mikrobiologicky rozbor v této diplomové praci byl tedy uskute¢novan spiSe
z diivodu spojitosti pfitomnosti dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmii a vyskytu bio-
gennich amind. Je vSak tfeba dodat, ze dekarboxyldza pozitivnimi mikroorganizmy mohou

byt i1 jiné skupiny mikroorganizmti, nez které byly v této praci stanovovany.

5.3 Stanoveni obsahu biogennich amint

Pro detekci biogennich aminti byly vzorky upraveny pomoci dansylace. Dansylchlorid (5-
N,N*-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid), slouzici jako derivatiza¢ni ¢inidlo, poskytu-
je s aminy derivaty (obr. 5) a umoziuje tak jejich detekci. Optimalni pH prostiedi pro tuto
reakci je 9,5 - 10,0. [172,173]

HiC -CH3 HiC_ _CHs
N
- HCI
.
+ R—CH—COOH
NH,
S0,Cl ?Oz
ITIH
R—CH—COOH

Obr. 5 - Schéma derivatizace amintl na ptislusné dansylchloridy [173]

Pfi reakci dansylchloridu s aminokyselinou reaguje nejprve aminoskupina. Je-li dan-
sylchlorid v nadbytku, reakci vznikaji smésné anhydridy, zejména pii vy$sim pH. Tyto
anhydridy se poté rozpadnou a vznika oxid uhelnaty, dansylamin, aldehyd kratsi o jeden

uhlik nez ptivodni aminokyselina, a dimetylaminonaftalen-1-sulfonova kyselina. [173]

Derivatizace probiha vyhradné pied kolonou. Vzniklé dansylderivaty jsou zluté krystalické
latky rozpustné v organickych rozpoustédlech a jen mirné€ rozpustné ve vodé. Pii teploté

4°C jsou stabilni 2 tydny. [173]
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Dansylace byla provadéna dle Dadakové a kol. [174] Kazdy vzorek byl analyzovan ve

Ctyfech paralelnich stanovenich. Tab. 6 popisuje postup derivatizace pro pevné vzorky (bo-

bule) i tekuté vzorky.

Tab. 6 - Postup derivatizace [174]

VZOREK BOBULI

po rozmélnéni navazit 1g do 15 zkumavky

pridat 10 ml 0,6M HCIO4 a promichat na
vortexu

ttepat na ttepacce 30 min, odstiedit 2 min
pii 6000 ot.

prelit do 25 ml odmérné banky

ptidat 7 ml 0,6M HClO4 a promichat na
vortexu

TEKUTY VZOREK

promichat vzorek

odebrat 3 ml vzorku

ziedit v poméru 1:1 s 1,2M HCIO,

promichat na vortexu

prelit 1 ml ztedéného vzorku do derivati-
zaéni naddobky (4 paralelni stanoveni)

tiepat na ttepacce 20 min, odstiedit 2 min
pti 6000 ot.
prelit do 25 ml odmérné banky
ptidat 7 ml 0,6M HClO4 a promichat na
vortexu

tiepat na tfepacce 20 min, odstiedit 2 min
pti 6000 ot.
prelit do 25 ml odmérné banky
filtrovat ptes papirovy filtr
ptidat 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin o konc. 500 mg/l)
odpipetovat 1 ml vzorku do derivatiza¢ni nddobky (4 paralelni stanoveni)
pfidat 1,5 ml uhli¢itanového pufruo pH 11,0 - 11,1
ptidat 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku dansylchloridu o konc. 5 g/l v acetonu
uzaviit a tfepat 20 hod v temnu
ptidat 200 pl roztoku prolinu
uzaviit a tfepat 1 hod
ptidat 3 ml heptanu a 3 min ru¢né trepat
odpipetovat 1 ml heptanové vrstvy do vialky
odpatit do sucha pod proudem dusiku pti 60°C
ztedit suchy odparek 1,5 ml acetonitrilu

Do doby analyzy byly vzorky uchovavany v mrazicim zafizeni. Bezprostfedné pted analy-

zou byly vzorky piefiltrovany pres stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um.
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Ptiprava pufru (AB):

A 0,5 mol/l NaHCO3 (21 g/500 ml)

B 0,5 mol/l Na,CO3 (13,25 g/250 ml)
e 50 ml A (NaHCO3) smichano s B (Na,CO3); roztokem B upraveno na pH 9,2
e piidan Cerstvé piipraveny K,CO3 0 koncentraci 0,333 g/ml

Pro stanoveni biogennich amint pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

byly pouzity tyto chemikalie:

e standardy: histamin 97 %, 2-fenyletylamin, tyramin 99 %, putrescin dihyd-
rochlorid, kadaverin, spermidin, spermin, tryptamin, 1,7-diaminoheptan -
SIGMA - ALDRICH

e kyselina chloristd 70 - 70 % pro analyzu ACA, ISO, Reag. Ph Eur - MERCK
e hydrogenuhlicitan sodny pro analyzu ACS, Reag. pH Eur - MERCK

e uhli¢itan sodny bezvody pro analyzu ACS, Reag. Ph Eur - MERCK

e uhlicitan draselny pro analyzu ACS, ISO, Reag. Ph Eur - MERCK

e Dansyl chloride BioReagent, suitable for amino acid labeling, powder and
chunks, > 99 % (HPLC) - SIGMA - ALDRICH

e L-Proline for biochemistry - MERCK
e Heptane CHROMASOLV®, for HPLC, > 99 % - SIGMA — ALDRICH

e Acetonitrile CHROMASOLV® Plus, for HPLC, > 999 % - SIGMA -
ALDRICH

Pro chromatografické stanoveni biogennich amina byly pouzity tyto pfistroje:

e analytické vahy A&D GH-200 EC prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc

e laboratorni tfepacka LT2

e odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen

e EUTECH INSTRUMENTS pH510 zakoupeny u firmy BioTech a.s., Praha,
stolni pHmetr

e termoblok EVATERM
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syst¢tm HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance,
USA, kolona s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm); a degaser
1260 Infinity, Agilent Technologies) - kolona Agilent Eclipse Plus C18 RRHD

o rozmérech 50 mm, 3 mm, 1,8 um; pratok 0,45 ml/min a teplota 30°C
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky mikrobiologického rozboru

Nasledujici vysledky mikrobiologického rozboru udavaji interval, ve kterém se dané mik-

roorganizmy vyskytovaly na ptisluSnych ptidach po kultivaci.

6.1.1 Vysledky stanoveni u veltlinského zeleného

Tab. 7 zobrazuje vysledky mikrobiologického rozboru veltlinského zelené¢ho ro¢niku 2013.

Tab. 7 - Vysledky mikrobiologického rozboru - veltlinské zelené 2013 [KTJ/g]
21 DNi 60 DN 90 DNI

MOST PO STACENi PO STACENI PO STACENI
CELKOVY POCET <10 ND
MEZOFILNICH
OCTOVE
AT <10 <10 <10 <10
(agar s glukozou)
OCTOVE
BAKTERIE 1.10-2.10 <10 <10 <10
(agar s manitolem)
LAKTOBACILY ND ND ND ND
MLECNE KOKY <10 ND ND ND
KVASINKY 1,5.10%-2,2. 10° <10
A PLiSNE

Pozn.: Zkratka ,,ND* znaci, Ze na pid¢ nebyl zaznamenan zadny narast ptisluSného mikro-

organizmu.

V mostu této odridy byl zaznamendn pouze nizky pocet mikroorganizml. Na nékterych
selektivnich ptidach byl zaznamenan stejny nebo vyssi pocet mikroorganizmii nez na pidé
PCA pro celkovy pocet mezofilnich. Diivodem muze byt fakt, Ze selektivni ptidy poskytuji
danym skupindm mikroorganizmu lepsi vyZivu nez ,,univerzalni“ pida PCA. Tento vysle-
dek byl zjistén u vSech odriid 1 obou ro¢nikti, se kterymi bylo pracovano. Ve fazi vina

woeew

me-li brat v Givahu jiz zminénou vyssi selektivitu ostatnich plid (vCetné jejich schopnosti
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podpofit rist dané skupiny mikroorganizmi), odpovida snizeni poctu kolonii na této ptudé

I sniZzeni poctu octovych a mlé¢nych bakterii ve stejné fazi.

Podle Baraty a kol. a Barbeho a kol. [176,177] se bakterie octového kvaseni vyskytuji
v poskozenych bobulich, a jejich podet se pohybuje mezi 10 az 10° KTJ/g. Naproti tomu
du Toit [71] popisuje, Ze 10° KTJ/g octovych bakterii hovoii o stale zdravych (neposkoze-
nych) bobulich. Budeme-li piedpokladat alesponi mirnou kontaminaci béhem drceni hroznt
vV mlynku, miazeme z vysledku mikrobiologického rozboru také ptredpokladat, ze bobule
byly sbirany neposkozené. V priubc¢hu vyroby vina klesnul pocet octovych bakterii pouze
na agaru s manitolem, a to pouze mezi fazi mostu a mladého vina po 21 dnech od stoceni
z kali. Na kultivacni ptidé s glukézou byl jejich pocet ve vSech fazich vyroby stejny. Mo-
reno-Arribas a Polo [6] popisuji vliv sifeni na vyskyt (nejen) dekarboxyldza pozitivnich
mikroorganizml. S mnozstvim pfidaného disifi¢itanu klesa pH, a tim jsou zhorSeny pod-
minky pro preziti mikroorganizmi. Pokud v§ak nema vino (nebo jeho meziprodukty) do-
stateCné nizké pH, je zvySena pravdépodobnost pieziti nekterych mikroorganizmt. Vliv
na pocet mikroorganizmi maji i hygienické podminky ve vinném sklepé. [6,11] Vysoky
pocet octovych bakterii pak mize ve viné zplsobit nezadouci octovaténi. V ptipadé velt-

linského zeleného 2013 vsak byly pocty téchto bakterii minimalni.

Ve fazi mostu je populace mléénych bakterii Fadove okolo 102 az 10* KTJ/g. [85] Tomuto
tvrzeni se blizi i vysledek naseho mikrobiologického rozboru, nartist byl vSak zaznamenan
pouze na pudé TJA, a to v mensim poctu kolonii nez tvrdi literatura. Nepiitomnost téchto
bakterii na ptidé MRS je zdivodnéna ve ¢lanku Lonvaud-Funela [85], ve kterém se tvrdi,
ze je jen malo kment bakterii mlé¢ného kvaseni schopno rist na médiu MRS v laborator-
nich podminkach. Toto bylo potvrzeno v kazdé fazi odbéru, a také u témét vsech vzorki

vin.

Bé&hem prvnich dna alkoholového kvaSeni roste pocet bakterii mlééného kvaseni na maxi-
malni hodnotu okolo 10* KTJ/g, poté se opét snizuje k 10% KTJ/g. Jejich podet je totiz
ovlivnén obsahem etanolu, jehoZz maximalni koncentrace muze byt pro mlécné bakterie
maximalné 6 obj. %. [85] Od faze vina po 21 dnech od stoceni z kali jiz nebyl zaznamenan
zadny nartst bakterii mlééného kvaseni. Neni vSak vylouceno, ze se zde vyskytovaly i jiné

mikroorganizmy s dekarboxylazovou aktivitou.
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Pocet kvasinek v mostu se podle Fleeta a van Schothorsta [89,90] pohybuje mezi 10°
a 10° KTJ/g. Vliv na jejich pocet ma i &istota mlynku a nadob. [6,11] V mostu veltlinského
zeleného 2013 bylo toto mnozstvi fadové 10° az 10° KTJ/g. Ve fazi 21 dnii od stodeni
zkalt byl pocet kvasinek minimalni. Ikdyz nebyla kultivace téchto mikroorganizmu
Vv pozdégjsich fazich vyroby vina provedena, mizeme piedpokladat, ze se zde jiz nevysky-
tovaly. V pribéhu dokvaseni a samocisténi vina jsou jiz kvasinky mrtvé a sedimentu;ji

v nadob¢, odkud jsou pak odstranény filtraci. [11,104]

Tab. 8 popisuje vysledky mikrobiologického rozboru veltlinského zelené ro¢niku 2014.

Tab. 8 - Vysledky mikrobiologického rozboru - veltlinské zelené 2014 [KTJ/g]

BOBULE MLADE VINO
CELKOVY POCET ) 2

e e 3,0.10-2,8.10 ND

OCTOVE BAKTERIE 42 102-23 10° ND
(agar s gluk6zou)

OCTOVE BAKTERIE 51 10%-20  10° ND
(agar s manitolem)

LAKTOBACILY ND ND

MLECNE KOKY 95.10-2,3.10° ND

KVASINKY A PLIiSNE 3,2.10°-1,0. 10 ND

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganizmi byl na ptidé PCA opét nizsi nez pocty jednot-

livych skupin mikroorganizmi na selektivnich piadach.

Pocet kolonie tvoticich jednotek na gram octovych bakterii v bobulich se na pidach pohy-
boval okolo 10? az 10* KTJ/g, coZ odpovida i tvrzeni du Toita a kol. [71], stejné tak jako
odpovida pocet piitomnych kvasinek tvrzeni Fleeta a kol. [178]. Vliv na pocet kvasinek ma
i to, zda jsou sbirany vSechny hrozny dohromady, tedy zdravé i poskozené, nebo oddélené.
[179]

Populace mléénych bakterii v bobulich je dle Boua, Baraty a kol. a Hearda s Fleetem
[70,176,180] vzdy nizsi nez pocet kvasinek. Toto bylo potvrzeno i nasim mikrobiologic-
kym rozborem. Bakterie mlééného kvaseni se podle téchto autorti vyskytuji v hroznech
V poctech nizSich nez 10 KTJ/g. Byly pozorovany opét pouze na pudé TJA, jejich pocet

byl v $irSim intervalu nez tyto zdroje udavaji.
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Ve fazi mladého vina nebyl na zadné pouzité pid¢ zjistén nartst kolonii. Neni vSak vylou-
¢eno, Ze se ve viné mohly vyskytovat jiné skupiny mikroorganizmt schopné dekarboxylo-

vat pfitomné volné aminokyseliny.

6.1.2 Vysledky stanoveni u ryzlinku rynského

Nasledujici tabulka (tab. 9) zobrazuje vysledky mikrobiologického rozboru ryzlinku ryn-
ského ro¢niku 2013.

Tab. 9 - Vysledky mikrobiologického rozboru - ryzlink rynsky 2013 [KTJ/g]
MLADE 21 DNI 60 DNI 90 DNI

MOST VINO  POSTACENI PO STACENi PO STACENI
CELKOVY POCET <10 <20.10 ND
MEZOFILNICH
OCTOVE 62.10°-1,4.
BAKTERIE 10° N <10 <10 <10
(agar s glukozou)
OCTOVE 6,5.10°-1,2.
BAKTERIE 10° N ND ND ND
(agar s manitolem)
LAKTOBACILY 7,9.10°- ND ND ND ND
1,0.10°
MLECNE KOKY 2,0.10%- N ND ND ND
1,1.10°
KVASINKY 4.10°- 7,6.10%- <10
A PLiSNE 8,0.10" 1,0.10°

Pozn.: Zkratka ,,N* oznacuje nepocitateln¢ mnoho kolonii.

Na pidé PCA byly v moStu ryzlinku rynského zaznamenany pouze jednotky kolonii

na gram mezofilnich mikroorganizmd.

Pocet bakterii octového kvageni v mostu se pohyboval v rozmezi 10% az 10° KTJ/g. Pokud
bychom piedpokladali, ze hrozny byly sbirany Setrn€ bez mechanického poskozeni, a pouze
béhem prepravy a drceni doslo ke kontaktu s nddobami a mlynkem, které mohly byt nosite-
ly dalsi mikrofléry, souhlasi tento pocet se zdrojem [71]. Tomuto tvrzeni odpovida i pocet

kvasinek, ktery podle Fleeta a kol. [178] ukazuje, Ze bobule této odridy byly sbirany nepo-
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Skozené, a ani béhem mleti a lisovani hroznii nedoSlo k vyrazné kontaminaci z vyrobnich
zafizeni.

Pocet bakterii mlééného kvaseni v mostu az dvojnasobné ptesahoval jejich bézny pocet
Vv bobulich. Pfi¢inou mohla byt kontaminace z vyrobnich zafizeni nebo nadob, ve kterych

byl rmut nebo most uchovavan. [6,11]

Po alkoholovém kvaseni mirn¢€ vzrostl pocet mezofilnich mikroorganizmti a kvasinek. Na-
rst na pudé PCA odpovida také zvySeni po¢tu octovych bakterii a mléénych koki. Ve fazi
mladého vina bylo na obou agarech pro octové bakterie i na agaru pro mlé¢né koky naleze-
no nepocitatelné mnoho kolonii. Tento nartst byl zaznamenan u nefedéného vzorku i
ufedéni 10, Je mozné, Ze i tyto poéty mohou byt pri¢inou kontaminace. Zvyseny podet
kvasinek mohl byt zptisoben kontaminaci mladého vina béhem premistovani mezi nado-
bami, nebo mohla byt kontaminovana nadobka, ve které byly vzorky pievazeny

Kk analyzam. [6,11]

Ve fazi 21 dni po staceni vina z kald doslo ve vSech piipadech ke snizeni poctu mikroorga-
nizml na minimalni nebo nulové hodnoty. Vlivem dokvaseni zbytku cukr a zvySenim
koncentrace etanolu ve viné doslo k usmrceni zbyvajicich mikroorganizmi, které se zde
vyskytovaly. [104] Pouze na AAG byl zjistén nizky pocet octovych bakterii, jejichz pieziti
mohlo byt zpiisobeno nedostate¢nym naplnénim vina do nadob, ¢imz byla podpofena oxi-
dace a preziti téchto mikroorganizmu. [72,77,78,144,154] V dalSich fazich samocisténi
a zrani vina se pocet octovych bakterii na této kultiva¢ni piidé nezménil. Na druhé padé
pro octové bakterie i na obou ptidach pro mlécné bakterie jiz nebyly zaznamenany zadné

kolonie.

Tab. 10 zobrazuje vysledky mikrobiologického rozboru ryzlinku rynského ro¢niku 2014.
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Tab. 10 - Vysledky mikrobiologického rozboru - ryzlink rynsky 2014 [KTJ/g]

CELKOVY POCET MEZOFILNiCH 1,5.10-3,0.10°

OCTOVE BAKTERIE (agar s gluk6zou) 3,6.10%-3,1.10°

OCTOVE BAKTERIE (agar s manitolem) 9,8.10-6,3.10°
LAKTOBACILY <10

MLECNE KOKY 1,2.10%-25.10°

KVASINKY A PLISNE 2,7.10%-1,3.10°

Pozn.: Vzhledem K nepfiznivému pocasi v prabéhu roku 2014 nebyla vyroba vina
z ryzlinku rynského viubec uskutecnéna. Mikrobiologicky rozbor byl tedy proveden pouze

Z bobuli této odriudy.

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganizmu pfiblizné odpovidal nebo byl nizsi nez pocty
kolonii na selektivnich ptdach. Pocet bakterii octového kvaseni na obou ptidach odpovidal
tvrzeni du Toita a kol. [71], ze bobule byly posbirany Setrnym zptisobem a nebyly mecha-
nicky poskozeny. Mnozstvi bakterii mlééného kvaSeni bylo niz$i nez pocet kvasinek, coz
odpovida i vysledku mikrobiologického rozboru dle Boua, Baraty a kol. a Francescy a kol.
[70,176,180]. Narast na ptidé¢ MRS byl minimalni, protoze podle Lonvaud-Funela [85] jen
malo kmenl mléénych bakterii roste na této piidé v laboratornich podminkach. Pocet kva-

sinek odpovidal hodnotam popsanym ve ¢lanku Ribéreau-Gayona a kol. [73].

6.1.3 Vysledky stanoveni u rulandského modrého

Nasledujici tabulka (tab. 11) popisuje vysledky mikrobiologického rozboru rulandského

modrého ro¢niku 2013.
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Tab. 11 - Vysledky mikrobiologického rozboru - rulandské modré 2013 [KTJ/g]
21DNi PO 60 DNi PO 90 DNi PO

RO MOST STACENI STACENI  STACENI
CELKOVY 6,0.10 - 72.10- o
v < . —
POCET 1,6 .10° 1,5 . 10
MEZOFILNICH
OCTOVE 5,0.102- 6,3.102- 0 \D N
<
BAKTERIE 19.10° 25 10°
(agar s glukozou)
OCTOVE 1,7 .10%- 1,9 .10%- o o .
< <
BAKTERIE 35.10° 35 107
(agar s manitolem)
LAKTOBACILY ND ND ND ND ND
, Y , 2 _ 2 _
MLECNE KOKY 7,3.10 34.10 ND ND ND
1,4 .10° 3,0.10°
3 3
KVASINKY 55 .10°- 7,2.10%- <10
A PLISNE 1,5.10* 1,1.10*

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganizmi v rulandském modrém 2013 se pohyboval
ve stejnych hodnotdch u rmutu i u mostu. Opét je zde viditelny mensi pocet kolonii nez
u selektivnich ptd. Ve fazi vina po 21 dnech od sto¢eni z kalti byl celkovy pocet mezofil-

nich minimalni, a odpovidal také poc¢tim kolonii na ostatnich agarech.

Pocty bakterii octového kvaSeni ve rmutu dosahovaly hodnot od 10% do 10° KTJ/g. V mos-
tu se pak tyto pocty mirn€ zvysily, nejspis z diivodu styku s lisem a nadobami, ve kterych
mohly byt ptitomny dals$i mikroorganizmy. [6,11] Po vykvaseni byl pocet octovych bakterii
na obou agarech niz$i nez 10 KTJ/g, nicméné ve fazi, kdy bylo vino 90 dni po stoceni
z kalt, jejich pocet narostl do hodnot, které nebyly na ptidach bez fedéni spocitatelné. Toto
vino mohlo byt uchovavano za ptitomnosti kysliku, ktery podpofil dalsi rozvoj octovych

bakterii. [72,77,78,144,154]

Tab. 12 zobrazuje vysledky mikrobiologického rozboru rulandského modrého ro¢niku

2014.
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Tab. 12 - Vysledky mikrobiologického rozboru - rulandské modré 2014 [KTJ/g]

BOBULE MLADE VINO
CELKOVY POCET ) 2
e e 39.10-2,7.10 ND
OCTOVE BAKTERIE 9,3.10-2,6.10° ND
OCTOVE BAKTERIE 1,4.10%-2,8.10° ND
LAKTOBACILY <10 ND
MLECNE KOKY 21.10-25.10° ND
KVASINKY A PLISNE 2,3.10%-3,1.10* ND

Pocet octovych bakterii v bobulich odpovidal na obou kultiva¢nich ptidach tvrzeni du Toita
[71], ktery tvrdi, ze byly hrozny posbirany Setrn¢, s minimalnim mechanickym poskoze-
nim. Vyskyt bakterii mlééného kvaseni byl opét nizsi nez pocet kvasinek [70,176,180],
pocty kvasinek odpovidaly hodnotim uvedenym Fleetem a kol. [178]. Celkovy pocet

mezofilnich mikroorganizmt byl opét nizsi nez u vétSiny ostatnich pud.

V mladém vinu nebyl zaznamenan rast kolonii na zadné vybrané kultivacni pade.

6.1.4 Vysledky mikrobiologického rozboru komer¢nich vin

V tab. 13 jsou zobrazeny vysledky mikrobiologického rozboru komerénich vin z roku

2013, ktera byla ve fazi zrani.

Tab. 13 - Vysledky mikrobiologického rozboru komerénich vin [KTJ/g]

VEZLELLéiiKE RYZLINK RYNSKY RUI\I,}‘?)II\;];%KE
CELKOVY POCET ND ND <10
MEZOFILNICH
OCTOVE BAKTERIE ND ND ~34.10
(agar s glukézou)
OCTOVE BAKTERIE <10 <10 ~32.10
(agar s manitolem)
LAKTOBACILY ND ND ND
MLECNE KOKY ND ND ND
KVASINKY ND ND <10

A PLISNE
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U veltlinského zeleného a ryzlinku rynského byl zjistén rist kolonii pouze na agaru s mani-
tolem pro octové bakterie. Tyto hodnoty byly minimalni, pro zachovani mikrobiologické
I senzorické kvality by v§ak mélo byt doporuc¢eno uchovavat vino v plnych lahvich s mini-
malnim pfistupem kysliku, pfi premistovani do jinych nadob také zajistit Cistotu zafizeni.

Timto opatienim by mélo byt zabranéno octovaténi vina. [72,77,78,144,154]

U rulandského modrého byl zjistén vyssi pocet octovych bakterii. Pfi¢inou miize byt vyse
zminény kontakt vina s kyslikem nebo necistymi zafizenimi a nddobami, nebo také delsi
kontakt mostu se slupkami béhem macerace ¢erveného vina. [6,77,78,88] Tomuto tvrzeni

by odpovidal 1 vyssi pocet kvasinek, ktery byl vSak v této fazi minimalni.

6.1.5 Porovnani vysledkii mikrobiologického rozboru mezi viny zarazenymi do sle-

dovani v pribéhu vyroby a komerénimi viny

K porovnani vysledkli ve fazi zrani u komercnich vin byly z vin zatazenych do sledovani

Vv pribéhu vyroby vzaty faze 21, 60 a 90 dni po staceni z kalu.

Porovndme-li vysledky mikrobiologického rozboru u odridy veltlinské zelené ro¢niku
2013, miizeme fici, ze pocty kolonie tvoficich jednotek na gram byly ve stejnych interva-
lech. V ptipadé¢ stanoveni celkového poétu mezofilnich mikroorganizmii i obou pid
pro mlécné bakterie nebyly v obou ptipadech na pidach po kultivaci detekovany Zadné
kolonie. Na agaru s manitolem pro octové bakterie byl v obou piipadech zjistén vyskyt
maximalné 10 KTJ/g. Ve vinech zafazenych do sledovani bylo pozorovano maximalné
10 KTJ/g pocet octovych bakterii na pidé s glukézou i1 kvasinek a plisni, v komer¢nich
vinech nebyly na téchto ptidach detekovany zadné mikroorganizmy. Vysledky tedy také

muzeme povazovat za srovnatelné.

V ptipadé ryzlinku rynského 2013 jsou vysledky porovnani obdobné. Pocty kolonii
na gram se shoduji u stanoveni celkového poctu mezofilnich mikroorganizmi i u obou ptud
pro mlécné bakterie. Na agaru s glukdzou pro octové bakterie a pro kvasinky a plisné byly
zaznamenany minimalni pocty kolonii (do 10 KTJ/g), v komer¢nich vinech nebyly deteko-
vany zadné kolonie. Opacny pfipad nastal u ptidy pro octové bakterie s manitolem, na které
Vv ptipad¢€ vin zatazenych do sledovani nebyl zjistén zadny narist, a u komerénich vin bylo

detekovano do 10 KTJ/g. Opét mizeme povazovat vysledky za srovnatelné.
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V odrtd¢ rulandské modré ro¢niku 2013 se pti porovnani mezi viny zarazenymi do sledo-
vani a komerc¢nimi viny shodovaly vysledky rozboru na pidach pro stanoveni celkového
poctu mezofilnich mikroorganizmi, pro mlé¢né bakterie i pro kvasinky a plisné. Pocty ko-
lonii se zde pohybovaly maximaln¢ do 10 KTJ/g, piipadn€ nebyl zjistén zadny nartst.
V ptipadé octovych bakterii v komerénich vinech byl jejich pocet na obou pidach mirné
vyss§i nez ve fazich 21 nebo 60 dni po staceni. V porovnani s fazi 90ti dni od staceni byl
vSak tento pocet zanedbatelny, jelikoz ve vinech zarazenych do sledovani bylo 90 dni

po staCeni nalezeno nepocitatelné mnoho kolonii.

Po porovnani vin zatazenych do sledovani v pribéhu vyroby a vin komer¢nich miizeme
vysledky mikrobiologického rozboru povazovat za srovnatelné, ikdyZ u vzorkii komerénich

vin se nejednalo o produkty ekologického zemédélstvi.

6.2 Vysledky stanoveni obsahu biogennich aminu

Chromatograficky systém s UV/VIS DAD detekci je schopen detekovat jednotlivé derivaty
biogennich amind, a to tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, ty-

raminu, spermidinu a sperminu.

6.2.1 VysledKky stanoveni u veltlinského zeleného

Nasledujici graf zobrazuje koncentraci biogennich amini Vv jednotlivych odbérovych mis-
tech veltlinského zeleného 2013 (obr. 6). Hodnota v kazdém sloupci je suma vsech deteko-

vanych biogennich aminti v konkrétni fazi a odbérovém miste.
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Obr. 6 - Obsah biogennich aminti z riznych odbérovych mist

- veltlinské zelené 2013

V mostu byla koncentrace amini vzdy nejnizsi (jen okolo 2 mg/l). Tyto biogenni aminy
mohly vzniknout diky dekarboxylaza pozitivnim mikroorganizmim pfitomnym uz na bo-
bulich. [3,28,59,74,75,76] Hodnoty jsou zde nejnizsi proto, Ze ne vSechny volné aminoky-
seliny v mostu byly vyuzity ptitomnou dekarboxylaza pozitivni mikroflorou, ale byly hlav-

né Zivinami pro nastavajici alkoholové kvaseni. [3,117,130]

V dusledku prodluzujici se doby skladovani vina byl u vSech odbérovych mist béhem dal-
Sich fazi vyroby zjistén narust po¢tu biogennich amint. [6,150] Dal$im moznym divodem
je moznost kontaminace vzorku dal§imi dekarboxylaza pozitivnimi mikroorganizmy bé-

hem piepravy k analyzam. [6,11]
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Obr. 7 popisuje vyskyt jednotlivych biogennich amint ve veltlinském zeleném 2013. Tyto
hodnoty byly ziskany vzdy jako primér ze vSech ¢ty odbérovych mist. VSechny Ciselné

hodnoty jsou piehledné uvedeny v tabulkach v ptiloze P 1.
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Obr. 7 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amint
- veltlinské zelené 2013

V mostu byl detekovan pouze spermidin a spermin. Ve fazi 21 a 60 dni po staceni z kala
byl detekovan také tyramin, jehoz koncentrace ndhle vzrostla ve fazi 90ti dni po staeni.
V této fazi jiz obsah tyraminu pfekracuje béZnou hranici jeho koncentrace v bilych vinech,
a mohl by jiz vyvolat mirné zdravotni obtize, zejména u vice senzitivnich jedinci. [26,28]
Ve fazi 90ti dni po staceni z kali se vyskytoval také fenyletylamin. Podle Edera [28]
se jeho koncentrace v bilych vinech pohybuje okolo 13 mg/l, nicméné Soufleros a kol. [26]
tvrdi, Ze jiz 3 mg/l tohoto aminu mohou zpusobit zdravotni potiZe. Tato koncentrace v§ak

nebyla dosazena.

Koncentrace spermidinu a sperminu ve vSech fazich po alkoholovém kvaSeni dosahovala
téméf stejnych hodnot. U spermidinu je mozné pozorovat dokonce mirny pokles jeho kon-
centrace. Pokud bylo vino uchovano v dubovych sudech, mohl byt tento pokles zpiisoben
pritomnosti fenolickych sloucenin ze dieva sudu, které inhibovaly ptfitomné dekarboxylaza

pozitivni mikroorganizmy. [117,118,120,135,136,138]
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Obr. 8 popisuje obsah biogennich amint veltlinského zeleného 2014 ve vsech ctyrech od-

bérovych mistech. Hodnoty v kazdém sloupci jsou sumou v§ech detekovanych amint.
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Obr. 8 - Obsah biogennich aminti z riznych odbérovych mist
- veltlinské zelené 2014

V bobulich veltlinského zeleného 2014 byl u vSech odbérovych mist detekovan vyssi obsah
biogennich aminl nez u mladého vina. Tyto hodnoty mohou byt dikazem nepfili§ dobré
hygieny béhem sklizn¢ a pfepravy bobuli k analyzam [6,11], nebo mohly byt posbirany
ptezralé. Dusledkem toho bylo jejich pH mirné vyssi, a mohly tak vzniknout lepsi podmin-

Ky pro tvorbu biogennich amind. [3,51,134]

V mladém vinu doslo k poklesu obsahu biogennich aminti. Toto mohlo byt zptisobeno sni-
Zenim po¢tu mikroorganizmil, zejména kvasinek, které jsou po alkoholovém kvaseni jiz
mrtvé a sedimentuji na dno nadoby. [11,77,78] Pokud bylo toto vino skladovano
v dubovych sudech, mohly koncentraci amint snizit i fenolické latky obsazené v dubovém
drevé, které mohou ve vysSich koncentracich inhibovat pfitomné dekarboxylaza pozitivni

mikroorganizmy. [117,118,120,135,136,138]
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Tab. 14 zobrazuje jednotlivé biogenni aminy, které byly v tomto vzorku detekovany. Kon-
centrace jednotlivych biogennich amint této odridy a ro¢niku byly ziskany vzdy jako pri-
meér ze vSech ¢tyf odbérovych mist. Veskeré vysledky jsou uvedeny v tabulkach v ptiloze
PII.

Tab. 14 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amint
- veltlinské zelené 2014 [mg/I]

BOBULE MLADE VINO
SPERMIDIN 1,8 04
SPERMIN 10,6 3,3
TYRAMIN 1,5
PUTRESCIN 2.4

V bobulich byl detekovan pouze spermidin a spermin. Tento vysledek potvrzuji i Lonvaud-
Funel a dal$i autofi [3,28,59,74,75,76] ktefi tvrdi, Ze jiz v hroznech muzZe byt detekovan

zejména spermidin.

V mladém vinu pak k t¢émto amintim, které se zde vyskytovaly v men$im mnozstvi nez
Vv bobulich, pfibyl tyramin a putrescin. Obsah tyraminu se v bilych vinech pohybuje pfi-
blizn€ od 0,1 do 6,5 mg/l, zdravotni problémy muze zplisobovat az od koncentrace 25 mg/l.
Vyskyt putrescinu se také pohybuje v béznych hodnotach, které jsou podle Bover-Cida
a kol. [28] mezi 0,1 a 4,8 mg/I.

6.2.2 Vysledky stanoveni u ryzlinku rynského

Obr. 9 zobrazuje sumu vsech detekovanych biogennich amint v jednotlivych fazich a od-

bérovych mistech odridy ryzlink rynsky 2013.
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Obr. 9 - Obsah biogennich aminti z riznych odbérovych mist
- ryzlink rynsky 2013

Pozn.: U odbérového mista €. 4 nebyl ziskan vzorek mladého vina, porovnavana byla tedy
pouze 3 odbérova mista.

U této odridy vina byly zaznamenany vys§i hodnoty biogennich amint nez u veltlinského
zeleného. Pfi¢inou muze byt to, ze ryzlink se fadi k aromatickym odridam, a proto se ne-
chéava kratce macerovat. Tim se do mostu extrahuje vice aromatickych a barevnych latek.
[6,77,78,88,182] Dalsim divodem muize byt napiiklad niZ$i odolnost hrozni této odrady
proti houbovym chorobam, které je oslabuji a tim umoziuji pfistup dalsi mikroflory, ktera

poté produkuje aminy. Tato domnénka vSak nebyla potvrzena v zadném odborném ¢lanku.

V duisledku prodluzujici se doby skladovani vina byl u vSech odbérovych mist béhem dal-
Sich fazi vyroby zjistén narust po¢tu biogennich amint. [6,150] Opét je zde znatelny veEtsi
rozdil mezi obsahem aminli ve fazi 60 dni po staceni a ve fazi 90 dni po staceni z kald.
Toto muze byt vysvétleno hor§Sim konzervacnim ucinkem v disledku pouziti niz§iho

mnozstvi disifi¢itanu. [77,92]
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Obr. 10 zobrazuje koncentrace jednotlivych detekovanych aminti v ryzlinku rynském 2013.
Vysledky v kazdém sloupci byly ziskany jako pramér ze vSech ¢&tyf odbérovych mist.
Vsechny hodnoty jsou zaneseny také do tabulek v piiloze P III.
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Obr. 10 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amint
- ryzlink rynsky 2013
V mostu byl opét detekovan pouze spermidin a spermin, v mladém vinu doslo k jejich na-
rustu, a vyskytoval se zde i tyramin, jehoz obsah dosahoval béznych hodnot stanovenych
Ederem [28]. Ve fazi 21 dni po staceni vina z kald do§lo k mirnému poklesu obsahu sper-
midinu a sperminu, nicmén¢é v dalsi fazi jejich koncentrace opét mirné vzrostla a v 90ti
dnech od staeni se jiZ neménila. Koncentrace tyraminu béhem zrani a skladovani neustale
rostla, az v posledni fazi dosahovala hodnot, které mohou negativné ovlivnit zdravi ¢love-
ka. [26] V posledni fazi méfeni byl detekovan také fenyletylamin, jehoz koncentrace

se pohybovala v béznych hodnotach. [28]

Tab. 15 zobrazuje obsah biogennich amind v bobulich ryzlinku rynského 2014. Tyto hod-
noty jsou sumou vsech detekovanych biogennich aminii. Vino tohoto ro¢niku nebylo kviili

neptiznivym klimatickym podminkdm vyrabéno.
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Tab. 15 - Obsah biogennich amint z riznych odbérovych mist
- ryzlink rynsky 2014 [mg/l]
OBSAH BIOGENNICH AMINU

1. ODBEROVE MISTO 12,6
2. ODBEROVE MISTO 11,0
3. ODBEROVE MISTO 10,9
4. ODBEROVE MISTO 9,8

Rozdilna koncentrace biogennich amint ve vSech odbérovych mistech mohla byt zpiisobe-
na rozdilnymi hygienickymi podminkami pfi ziskdvani nebo pfevozu bobuli k analyzam.

[6,11]

Tab. 16 zobrazuje dva biogenni aminy, které byly v bobulich ryzlinku rynského 2014 de-
tekovany. Obsah biogennich amini v této tabulce je primérnou hodnotou obsahu biogen-
nich aminti ze vSech ¢ty odbérovych mist. Veskeré naméfené hodnoty jsou zaneseny
do tabulek v piiloze P IV.

Tab. 16 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amind
- ryzlink rynsky 2014 [mg/I]

BOBULE
SPERMIDIN 1,5
SPERMIN 9,6

V bobulich ryzlinku rynského 2014 byly detekovany spermidin a spermin. Lonvaud-Funel
a dalsi autofi [3,28,59,74,75,76] tvrdi, Ze v bobulich se témé&f vzdy vyskytuji ve vyssi mife
pouze spermidin a putrescin, a ostatni biogenni aminy pouze ve velmi malych mnozstvich.
Toto tvrzeni je mirné v rozporu s nasimi vysledky, jelikoZ v bobulich ryzlinku rynského
byla detekovana pouze nizka hladina spermidinu, a navic se zde vyskytoval spermin, jehoz

koncentrace byla vice nez 6x vyssi.

6.2.3 Vysledky stanoveni u rulandského modrého

Obsah biogennich amind v rulandském modrém 2013 je zobrazen na obr. 11. Hodnoty

ve vsech sloupcich tohoto grafu jsou sumou detekovanych biogennich aminii.
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Obr. 11 - Obsah biogennich amint z riznych odbérovych mist

- rulandské modré 2013

Pfitomnost biogennich aminli byla zaznamenéna jiZ ve rmutu, coZ jsou rozdrcené bobule,
které jsou ponechany maceraci. Koncentrace biogennich amini rostly s postupujici fazi

vyroby (dobou skladovani) [6,150].

U vina odridy rulandské modré byly zaznamenany nejvyssi hodnoty biogennich amint
ze v8ech tii zkoumanych odrid. Je to v disledku toho, Ze pfi nakvaSovani je doba styku
mostu se slupkami bobuli nejdelsi, z divodu zadouci extrakce aromatickych, ale hlavné
barevnych, latek. V dasledku toho se do mostu dostalo také nejvice mikroorganizmul.
[6,77,78,88] Vysoky obsah amini mize byt také dusledkem malolaktického kvaseni,
pii kterém dochazi k mirnému vzestupu hodnoty pH. Pti vy$s§im pH jsou pak lepsi pod-

minky pro rist dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmui. [3,51,134]
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Obr. 12 zobrazuje v§echny biogenni aminy, které byly v jednotlivych fazich u rulandského
modrého 2013 detekovany. Tyto hodnoty byly ziskany jako pramér ze vsech Ctyi odbéro-
vych mist. VSechny vysledky jsou piehledné utfidény do tabulek v pfiloze P V.

50

434

40 -

30 A

20 A

Obsah BA [mg/l]

10 A

rmut most 21 dnipostaceni 60 dnipostateni 90 dni po staceni

Faze odbéru

|I:I spermidin M spermin @ tyramin

Obr. 12 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amint
- rulandské modré 2013

Ve vSech fazich vyroby vina byly detekovany 3 biogenni aminy, a to spermidin, spermin
a tyramin. Koncentrace spermidinu a sperminu byly ve vSech fazich na stejné urovni,
mnozstvi tyraminu se vSak s postupujici fazi vyroby zvySovalo. Ve fazi 21 dni po staceni
z kalti byla tato hodnota vyssi nez obvykle v ¢ervenych vinech podle Edera [28] byva.
Po 90ti dnech odstaceni z kali dosahla koncentrace tyraminu 43,4 mg/l. Tato koncentrace
dokonce piesahla hodnoty stanovené Souflerosem a kol. [26], které mohou u nékterych

jedinct vyvolat neZzadouci zdravotni G¢inky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

Obr. 13 popisuje koncentraci biogennich amin v rulandském modrém 2014. Hodnoty

VvV tomto grafu jsou vzdy sumou vSech detekovanych biogennich aminti.

30 25,0

20 -
14,1 12,9 12,8

11,4

10 A

Obsah BA [mg/I]

Odbérové misto

| B bobule Emladé vino|

Obr. 13 - Obsah biogennich amint z riznych odbérovych mist
- rulandské modré 2014

Obsah biogennich aminid v bobulich byl ve tfech fazich ze ¢tyi vyssi neZ v mladém vinu.
Klesajici koncentrace mohly byt zptsobeny skladovanim vina v dubovych sudech, jejichz
fenolické latky ze dfeva mohou inhibovat nékteré dekarboxyldza pozitivni mikroorganiz-
my. [117,118,120,135,136,138] Vyssi koncentrace aminti v mladém vinu u 4. odbérového
mista mohla byt zplUsobena kontaminaci skladovaci nddoby nebo béhem piepravy

k analyze. [6,11]

Tab. 17 zobrazuje, které biogenni aminy byly detekovany v bobulich a mladém vinu. Tyto
hodnoty byly ziskany jako primér ze vSech ¢tyi odbérovych mist. Obsahy biogennich ami-
nd z kazdého odbérového mista jsou také zaneseny do tabulek v piiloze P V1.

Tab. 17 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich amint
- rulandské modré 2014 [mg/l]

BOBULE MLADE ViNO
SPERMIDIN 2,0 0,6
SPERMIN 10,8 37
TYRAMIN 1,4

PUTRESCIN == 2,1
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V bobulich rulandského modrého 2014 byly detekovany pouze spermidin a spermin, opét
Vv koncentracich opa¢nych nez tvrdi Lonvaud-Funel a dal$i autoii [3,28,59,74,75,76].
Ve fazi mladého vina byl vedle téchto biogennich amint detekovan také tyramin a putres-
cin. Eder [28] tvrdi, Ze v Cervenych vinech byva obsah tyraminu od 0,1 do 8,0 mg/l, kon-

centrace putrescinu se podle né&j pohybuje mezi 0,9 az 35,0 mg/I.

6.2.4 Porovnani obsahu biogennich amini mezi jednotlivymi odridami

Obr. 14 porovnava koncentrace biogennich amint v jednotlivych fazich vyroby, a také me-
zi odrtidami ro¢niku 2013. Hodnota v kazdém sloupci grafu je primérnym ¢&islem ze vSech

Ctyt odbérovych mist dané faze a odrudy.

50 46,3
— 44,0
2 407 34,0
E 28,9
< 30 1
E 20 - 16,7 20,4
2 11,4
o] 9,3 ~

10 A 4,9 8.1

22 21 e
O T T T

most 21 dni po staceni 60 dni po staceni 90 dni po staceni

Faze odbéru

| B veltiinské zelené @ ryzlink rynsky B rulandské modré|

Obr. 14 - Porovnani obsahti biogennich aminii mezi odridami - 2013
Porovname-li faze odbérti vSech tii odrid, je patrné, Ze veltlinské zelené v drtivé vétsiné
ptipadti obsahovalo nejméné biogennich aminti. Nasledné obsah amind postupné vzristal,
jelikoz se prodluzovala doba skladovani. [6,150] Po 90ti dnech od staceni vina z kalt byl
obsah aminQ v rulandském modrém jen o nékolik jednotek mg/l vy$si nez u ryzlinku ryn-
ského v téze fazi. Jak jiz bylo zminéno vyse, je to z toho diivodu, Ze ob¢ odridy byly pone-
chany nakvasovani na slupkach bobuli, byt u ryzlinku byla tato doba vyrazné& kratsi.

[6,77,78,88]
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Tab. 18 porovnava obsahy biogennich aminii mezi odriidami ro¢niku 2014. Jednotlivé

hodnoty biogennich amint Vv této tabulce jsou praimérnym ¢islem ze vSech ¢ty odbérovych

mist.
Tab. 18 - Porovnani obsahu biogennich aminti mezi odridami - 2014 [mg/I]
BOBULE MLADE ViNO
VELTLINSKE ZELENE 12,3 9,1
RYZLINK RYNSKY 11,1
RULANDSKE MODRE 12,8 12,3

Obsah biogennich amind byl v bobulich u veltlinského zeleného i rulandského modrého
vanim vina V dubovych sudech, jejichz fenolické latky mohou inhibovat nékteré mikroor-
ganizmy, které maji dekarboxyla¢ni schopnost. [117,118,120,135,136,138] Je také mozné,
ze v mladém vinu jesté¢ neprobéhlo malolaktické kvaseni v takové mite, aby doslo ke zvy-

Seni pH, které vice podporuje dekarboxyla¢ni aktivitu mikroorganizmui. [3,51,134]

6.2.5 Porovnani obsahu biogennich aminii mezi viny zarazenymi do sledovani

V prubéhu vyroby a komerénimi viny

Obr. 15 popisuje obsah jednotlivych amini, které byly detekovany v komerénich vinech

ro¢niku 2013. VSechny naméfené hodnoty jsou zapsany i v tabulce v ptiloze P VII.

39,6

Obsah BA [mg/l]

veltlinské zelené ryzlink rynsky rulandské modré
Odrada

|I:| spermidin @ spermin @ tyramin @ putrescin B histamin |

Obr. 15 - Obsah jednotlivych detekovanych biogennich aminti v komerénich vi-
nech 2013
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Ve vsech tiech odridach byl detekovan spermidin, spermin, tyramin a putrescin. Koncent-
race spermidinu byla u bilych odriid nizsi nez u rulandského modrého, oproti tomu koncen-
trace sperminu zde byly vyss$i. Hodnoty obsahu tyraminu byly proménlivé, avSak stejné
jako i obsah putrescinu odpovidaly rozsahum v bilych vinech stanovenym Ederem [28].
V rulandském modrém byly koncentrace tyraminu i putrescinu nad béznou koncentraci.
[28] Byla zde navic zjisténa i pfitomnost histaminu, ktery muze podle nékterych zdroju
vyvolavat nezadouci zdravotni G¢inky jiz v koncentracich od 8 do 20 mg/I. Jsou-li pfitom-
ny i dalsi aminy, jako je spermidin, spermin ¢i putrescin, mohou byt negativni zdravotni
ucinky histaminu jesté zesileny. [6,26,50,51,52,58,59,60,61,62] Je tedy mozné, ze u nékte-
rych jedinci mize tato koncentrace histaminu vyvolat mirné zdravotni obtize. Nicméné
V soucasnosti neplati na tizemi Ceské republiky z4dné natizeni omezujici obsah histaminu

ani jinych amint ve ving, vino tedy nepiekracuje zadné legislativni limity. [65]

Obr. 16 porovnava obsah biogennich amind mezi viny, ktera byla zafazena do sledovani
Vv pribéhu vyroby, a mezi komer¢nimi viny. Jako hodnoty u vin zafazenych do sledovani
v prib¢hu vyroby byly vzaty koncentrace biogennich amint ve fazi 90ti dni po staceni.
Koncentrace biogennich aminti v komer¢nich vinech jsou sumou jednotlivych detekova-

nych amind.

90
80 A
70 1

60 -
50 - 44,0 46,3

77,3

40 1 28,9
30
20 15,1 15,0

10 -

Obsah BA [mg/I]

veltlinské zelené ryzlink rynsky rulandské modré
Odrdda

O vina zafazena do sledovani v priibéhu wroby O komeréni vina

Obr. 16 - Porovnani obsahu biogennich amind mezi viny zafazenymi do sledovani

Vv priibéhu vyroby a komeré¢nimi viny 2013
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U bilych odrtd byly koncentrace aminti vyssi ve vinech zatazenych do sledovani. Zde moh-
lo mit vliv mnozstvi pouzitého disifiCitanu pfi sifeni. Sifenim jsou inhibovany dekarboxy-
laza pozitivni mikroorganizmy. Vyssi pocet amint u BIO vin tedy mohl byt zpiisoben tim,
7e je v téchto vinech méné SO, nez u vin sifenych béznymi davkami disific¢itanu. [77,92]
Vyjimkou je rulandské modré, kde byl obsah biogennich aminti vétsi ve viné komercnim.
Zde muze byt narast amind zdivodnén vyssi extrakci mikroorganizmu a zivin béhem ma-

cerace, nebo miize byt ovlivnén hygienou vyrobniho procesu. [6,11,77,78,88]

Zadny z analyzovanych vzorka vin Vv této diplomové praci nepiekracoval horni hranici cel-
kového obsahu biogennich amint ve vinech (130 mg/l), kterou stanovuji K#izek a Pelika-
nova [30].
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ZAVER

V diplomové praci byla sledovana zména obsahu biogennich aminii v pribéhu vyroby vina
se snizenym obsahem oxidu siti¢it€ho. Zaroven byl provadén mikrobiologicky rozbor téch-
to vzorkil se zaméienim na skupiny mikroorganizmu, které mohly byt schopny biogenni
aminy vytvaret. Pro porovnani naméfenych hodnot byly k analyzam pouzity také komercéni

vzorky vin stejnych odrtd a ro¢niku sbéru. Ze zjisténych vysledki 1ze vyvodit tento zavér:

e Na cetnost a diverzitu mikrobidlni populace v hroznech a ve viné maji vliv
nejen klimatické podminky, ve kterych byla réva péstovana, ale i hygienické
podminky béhem sbéru, pfevozu, zpracovani i skladovani mladého vina. Dtle-
zitymi faktory, které riist mikroorganizmi ovliviiuji, jsou také teplota, pH nebo
obsah alkoholu, a mnoho dalsich faktori. Snizené davky siticiho prostfedku
maji za nasledek mensi pocet inhibovanych dekarboxyldza pozitivnich mikro-

organizmu.

e Pocet mikroorganizmi klesé s postupujici fazi vyroby vina, zejména vzhledem

ke zménam obsahu nékterych latek ve vzorcich.

e Obsah biogennich amint byl ovlivnén pravé piitomnosti dekarboxylaza pozi-
tivni mikroflory, a vySe zminénymi vlivy, které na ni piisobi. Koncentrace ami-
nt se béhem vyroby a doby skladovani vina postupné zvySovala, podil na jejich
poctu méla 1 teplota béhem skladovani. Nejvétsi vliv na dekarboxylaci volnych
aminokyselin maji bakterie mlééné¢ho kvaseni, diky kterym dochdzi v mladém
vinu k malolaktickému kvaSeni. Po této fazi navic dochazi k mirnému vzestupu

pH, ¢imz dochazi k podpofe rozvoje dalsich ptitomnych mikroorganizmul.

e Vyskyt nekterych biogennich aminti byl zaznamenan jiz v bobulich. Nejvyssi
koncentrace biogennich aminid byly zaznamendny v ¢erveném vinu, jelikoz zde
doslo k nejdelsi maceraci, kterd méla za nasledek extrakci nejen vys§iho mnoz-
stvi fenolickych a barevnych latek, ale i Zivin a mikroorganizmu pfitomnych na

bobulich.

e Vliv na obsah téchto dusikatych latek maji také Gpravy mostu a vina béhem vy-
roby, jako je doba kontaktu mladého vina s kaly, Cifeni, filtrace, a také druh na-

doby, ve kter¢ je vino uchovavano.
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RR

TDC
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VZ

Acetobacter Agar Glucose
Acetobacter Agar Mannitol

biogenni amin

diamin oxidaza (EC.1.4.3.6)

histidin dekarboxylaza (EC.4.1.1.22)
metyltransferaza (EC.1.1.2.85)
Chloramfenikol Yeast Glucose Agar
monoamin oxidaza (EC.1.4.3.4)
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PRILOHAPI: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU VE VELTLINSKEM ZELENEM 2013

MOST 21 DNi PO STACENI
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM ND TYM 3,3 0,2
SPD 1,1 0,1 SPD 2,5 0,2
SPM 1,1 0,1 SPM 2,3 0,4
Suma 2,2 Suma 8,1
60 DNi PO STACENI 90 DNi PO STACENI
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA 1,8 0,2
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM 6,4 0,2 TYM 22,3 0,3
SPD 2,3 0,2 SPD 2,1 0,1
SPM 2,8 0,4 SPM 2,8 0,1
Suma 114 Suma 28,9

pramér...pramérna hodnota ze vSech stanoveni i odbérovych mist [mg/l]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovano (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce
pfistroje

TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHAPII: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU VE VELTLINSKEM ZELENEM 2014

BOBULE MLADE ViNO

pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT 2,4 0,6
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM ND TYM 3,1 1,7
SPD 1,7 0,2 SPD 0,4 0,0
SPM 10,6 0,7 SPM 3,3 0,3
Suma 12,3 Suma 9,1

primér...pramérnad hodnota ze vSech stanoveni 1 odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovano (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce
pfistroje

TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHA PIII: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU V RYZLINKU RYNSKEM 2013

MOST MLADE VINO
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM ND TYM 2,5 0,2
SPD 1,3 0,1 SPD 2,3 0,2
SPM 0,8 0,0 SPM 2,6 0,3
Suma 2,1 Suma 7,4
21 DNi PO STACENI 60 DNi PO STACENI
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM 5,9 0,6 TYM 15,8 1,3
SPD 1,6 0,1 SPD 2,5 0,5
SPM 1,8 0,1 SPM 2,1 0,1
Suma 9,3 Suma 20,4

90 DNi PO STACENI

pramér SD
TRYP ND
PEA 1,8 0,2
PUT ND
CAD ND
HIM ND
TYM 37,8 3,6
SPD 2,3 0,3
SPM 2,0 0,3
Suma 44,0

pramér...pramérna hodnota ze vSech stanoveni 1 odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovdno (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce

piistroje



TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHAPIV: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU V RYZLINKU RYNSKEM 2014

BOBULE
pramér SD
TRYP ND
PEA ND
PUT ND
CAD ND
HIM ND
TYM ND
SPD 15 0,4
SPM 9,6 0,8
Suma 11,1

primér...pramérna hodnota ze vSech stanoveni 1 odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovdno (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce
pfistroje

TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHAPYV: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU V RULANDSKEM MODREM 2013
RMUT MOST
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM 1,7 0,2 TYM 4,6 0,2
SPD 1,9 0,1 SPD 1,1 0,1
SPM 14 0,3 SPM 1,2 0,1
Suma 4,9 Suma 6,8
21 DNi PO STACENI 60 DNi PO STACENI
pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT ND
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM 14,3 14 TYM 31,1 2,3
SPD 14 0,4 SPD 1,4 0,3
SPM 1,0 0,1 SPM 15 0,3
Suma 16,7 Suma 34,0
90 DNi PO STACENI
pramér SD
TRYP ND
PEA ND
PUT ND
CAD ND
HIM ND
TYM 43,4 1,6
SPD 1,1 0,2
SPM 1,8 0,2
Suma 46,3

primér...pramérnad hodnota ze vSech stanoveni i odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovano (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce

pfistroje



TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHAPVI: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU V RULANDSKEM MODREM 2014

BOBULE MLADE ViNO

pramér SD pramér SD
TRYP ND TRYP ND
PEA ND PEA ND
PUT ND PUT 2,1 0,3
CAD ND CAD ND
HIM ND HIM ND
TYM ND TYM 5,8 7,2
SPD 2,0 0,2 SPD 0,6 0,1
SPM 10,8 0,9 SPM 3,7 0,2
Suma 12,8 Suma 12,2

primér...pramérnad hodnota ze vSech stanoveni i odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)
ND...nebylo detekovdno (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce
pfistroje
TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin



PRILOHA P VII: VYSLEDKY ANALYZY OBSAHU BIOGENNICH
AMINU V KOMERCNICH VINECH 2013

VELTLINSKE ZELENE
pramér SD
TRYP ND
PEA ND
PUT 1,9 0,0
CAD ND
HIM ND
TYM 5,7 0,1
SPD 0,2 0,0
SPM 7,4 0,3
Suma 15,1

RYZLINK RYNSKY

pramér SD
TRYP ND
PEA ND
PUT 3,1 0,2
CAD ND
HIM ND
TYM 2,6 0,1
SPD 0,4 0,0
SPM 8,9 0,5
Suma 15,0

RULANDSKE MODRE

pramér SD
TRYP ND
PEA ND
PUT 39,6 2,6
CAD ND
HIM 18,8 1,0
TYM 12,4 0,5
SPD 2,2 0,1
SPM 4,3 0,2
Suma 77,3

primér...pramérnad hodnota ze vSech stanoveni i odbérovych mist [mg/1]

SD...smérodatna odchylka: udava, jak moc se lisily stejné vzorky (od kazdého vzorku byla

provedena 4 stanoveni)

ND...nebylo detekovdno (nebylo stanoveno) nebo bylo stanoveno pod mezi detekce

pfistroje



TRYP = tryptamin, PEA = fenyletylamin, PUT = putrescin, CAD = kadaverin, HIM = his-
tamin, TYM = tyramin, SPD = spermidin, SPM = spermin






