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PouZiti smési nasycenych mastnych kyselin pro inhibici alkoholové &i malolaktické fermen-
tace a redukei davkovani oxidu siFifitého pfi technologii vina

Oblast techniky

Piedlozeny vynilez se tykd oblasti technologie vina a poskytuje smés nasycenych mastnych
kyselin pro inhibici aktivity kvasinek a mié&nych bakterii béhem alkoholové a malolaktické fer-

.....

mentace a pro snizeni davkovani oxidu sifi¢itého béhem technologie vina.

Dosavadni stav techniky

Alkoholova fermentace je jednim z nejdaleZitgjsich procesi pfi technologii vina. Problémy, které
se mohou vyskytnout béhem alkoholového kvaSeni, maji ekonomicky a kvalitativni charakter.
Zavaznym problémem je nedostatek dusiku. Neni-li ve viné dostatek tohoto prvku, pak dochazi
k limitovanému ristu kvasinek a ke zpomalovani alkcholové fermentace. Minimalni koncentrace
asimilovatelného dusiku pro zdarné dokondeni fermentace se odhaduje na 140 az 150 mg/l,
s idealni koncentraci primémé cukernatého mostu 190 mg/l. Kvasinky ke svému ristu potiebuji i
velmi malé mnozstvi kysliku. Za jeho ptitomnosti miZe dojit k nejvétSimu naristu kvasniéni
hmoty a potencionalnimu prokvaseni ,,do sucha®. Bez potatedniho kysliku miize byt fermentace
pomal4. Z tohoto diivodu se vinné mosty piipadné okyslicuji ¢i provzdusfuji, aby se zajistila
podpora kvasinkam. Vysoka cukernatost mo§tu mize zpomalit &i dokonce zastavit alkoholovou
fermentaci, protoze pro kvasinky je vy3$i obsah cukru inhibitorem. Cim je vy3si cukernatost
mostu, tim vice se zvy$uje osmoticky tlak na kvasinky. Pfi 300 g cukru na litr mostu dochazi ke
stresovym podminkam a pii obsahu cukru nad 650 g/l je fermentace zcela nemoZna. Cukr je pro
kvasinky zdrojem uhliku (energie), aviak pfidéni cukru do kvasiciho mostu se nedoporucuje,
protoZe by kvasinkam zpisobilo Sok.

V poslednich letech s nariistajicimi naroky konzument dochazi vétsinou spise k opaéné situaci,
kdy je potfeba kvasinky ke konci kvaseni inhibovat a tim alkoholovou fermentaci zastavit. Pro-
blematika véasného zastaveni alkoholové fermentace za (¢elem ponechani zbytkového cukru ve
viné je znaéné komplikovana. B&Zné zpisoby vyuZivajici se v praxi, jako jsou podchlazeni &i
filtrace, vedou ke zvySovani nakladii a jsou bezesporu dost pracné a navic nedostupné zejména
pro malovinafe. Samostatna aplikace oxidu sifi¢itého neni vidy stoprocentné spolehliva a ve vys-
sich koncentracich vede ke snizeni jakosti budouciho produktu — vina.

Vyssi mastné kyseliny (VMK), jako je oktanova—kaprylova, (Cs), dekanova—kaprinova (Cyp) a
dodekanova—laurinova (C,;) patii do skupiny monokarboxylovych nasycenych vysdich mastnych
kyselin vyskytujicich se pfirozené napfiklad v ofechu &i matefském mléce a jde tudiz o latky
zdravotné nezavadné ba dokonce zdravi prospéiné. Tyto kyseliny maji tu vlastnost, Ze brzdi kva-
Seni. Priimyslové jsou tyto kyseliny pouzivany pro parfumerii ¢i vyrobu barviv.

Nékteré vy$si mastné kyseliny hexadekanova — palmitové (Cie) a oktadekanova ~—stearova (Cis)
aktivuji kvageni. Naopak dal3i vy3$i mastné kyseliny s kratdim fetézcem, zejmena kyseliny hexa-
nova — kapronova Ce, oktanova — kaprylova Cy a dekanova — kaprinova Cjp, maji fungicidni
vlastnosti (Lafon—Lafourcade a kol. 1984). V enologii byly laboratorné studovény z divodu
jejich inhibi¢niho vlivu na alkoholovou fermentaci a malolaktickou fermentaci jiz pfed fadou let
(De Felice a kol. 1993, Ribéreau—Gayon a kol. 2006). Jsou pfirozene tvofeny samotnymi kvasin-
kami béhem alkoholové fermentace a ve vyssich koncentracich mohou piispét k jejimu obtizné-
mu dokondeni & pritbéhu vitbec. Vy35i mastné kyseliny pfidané do dokvasejiciho média jsou
asimilovany kvasinkami a jen mala &ast je prab&Zné esterifikovana (Viegas a kol. 1989). Podil
mastnych kyselin je majoritné eliminovan fixaci na téla odumfelych kvasinek, tudiz je jejich pfi-
davek bez ovlivnéni vysledného produktu.
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Vy38i mastné kyseliny se v soucasné dobé nevyuzivaji k G&elu inhibice aktivity kvasinek b&éhem
alkoholové fermentace ¢i mlé&nych bakterii béhem malolaktické fermentace. Publikované prace
demonstruji vlastnosti jednotlivych vyssich mastnych kyselin. Nenabizi v$ak srovnani uéinnosti
Jjejich smési a vyvoj vin timto zpiisobem oSetfenych v kontextu obsahu oxidu sifi¢itého a moz-
nosti opétovného rozkvasu (sekundami fermentace).

Podstata vynalezu

Cilem predloZeného vynalezu je poskytnout smés vyidich mastnych kyselin Cg, Cig a Cy5, ktera
by umoZnila snadnéjsi zpisob vEasného zastaveni alkoholové fermentace &i prevence malolaktic-
ké fermentace a sniZeni davkovani oxidu sifi¢itého jako konzervativni latky slouzici k zamezeni
sekundarni fermentace.

Dile je pfedmétem vynélezu pouziti smési vy38ich mastnych kyselin Cg a Cyp a Cy; za Ggelem
inhibice aktivity kvasinek a mlédnych bakterii ve fazi dokvaseni révovych mostii a pro snizeni
davkovani oxidu sifi¢itého béhem technologie vina.

Optimalizované vlastnosti pro inhibici kvasinek a mléénych bakterii se soutasnym moznym vyu-
Zitim k oSetfeni vin pro prevenci sekundarni fermentace nabizi smés vysgich mastnych kyselin
Cs, Cio 2 Cy; v poméru 2:7:1 rozpusténych v 70 % obj. % etanolu, ptitemz 100 ml etanolového
roztoku obsahuje 2g Cy, 7gCpal gCpp.

Vyrazné fungicidni vlastnosti vykazuji vy§&i mastné kyseliny od Cy4 do C,; (pfedeviim Cg a Cyo).
Liché mastné kyseliny jako C a C|; jsou pro kvasinky také velmi toxické, nicméné jejich pfiro-
zeny vyskyt v kvasinkach a bakteriich je diametralng niZ3i, tudiZ se daji oznagit za nefyziologické
a jejich pfipadna residua za nepfirozena (viz Graf 2). Pouziti mastnych kyselin s délkou fetézce
nad 12 uhliki je jiZ také bezpredmétné, jelikoz zna¢ng klesa jejich rozpustnost ve smési podobné
vinu ¢i dokvasejicimu mostu a vytvati na hlading film. Vyhodou navrZené smési je vysoka fungi-
cidnost Cs a Cyo kyselin a maximalni toxicita C;, kyseliny pro mlé&né bakterie. Vedlejsi ugel Cq
kyseliny je zvySeni rozpustnosti obtiZné rozpustitelné kyseliny C;».

Davkovani do kvasiciho média je pii takto pfipravené smési 1 : 10 000 (1 ml na 10 litrti kvasiciho
media). Davkovani do vina je pii takto piipravené smési 1 : 20 000.

Pfi davkovani do dokvasejiciho mostu se nedisociované mastné kyseliny dostavaji do t&l kvasi-
nek, kde disociuji a snizuji tak vnitini pH kvasinky a konformaci membrany. Timto zplisobem
dochazi k rapidni inhibici metabolické aktivity kvasinek, jejich odumirani a k apInému zastaveni
alkoholové fermentace. Pi davkovani do jiz hotovych vin funguje smés jako prevence pied
miécnymi bakteriemi, malolaktickou fermentaci, a sekundarni fermentaci (opétovnym rozkvage-
nim).

Vyhodou pfedkladaného vynalezu je, Ze ve fazi skladovani a lahvovani lze ptidavkem vyssich
mastnych kyselin znaéné snizit davkovani ostatnich konzerva¢nich latek, jako jsou oxid sifigity &i
kyselina sorbova.

Jako podpirné faktory piisobici synergicky s davkovanim vyssich mastnych kyselin jsou nizké
pH, vy3si obsah etanolu, niz3i teplota a vy33i koncentrace volného oxidu sifi¢itého.

Timto zpisobem lze efektivné zlevnit &ast technologie zabyvajici se viny se zbytkovym cukrem.
Obzvlasté efektivni se pridavek vyssich mastnych kyselin v kombinaci se sniZenou davkou oxidu
sifi¢itého jevi pro malovinaiské podminky, kde neni mo#nost pouziti nakladnych operaci rutin-
nich ve vétsich vinafskych provozech (chlazeni, sterilni filtrace).
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Postup vyuzivajici smési vyssich mastnych kyselin sniZuje pracnost vin se zbytkovym cukrem a
pfi dnesnich apelacich na sniZeni koncentrace oxidu sifi¢ité¢ho, pfedeviim u bio-vin, lze tuto
smés efektivné vyuZit.

Pouziti smési vy3sich mastnych kyselin vykazuje pii spravném davkovani nulové ovlivnéni orga-
noleptickych vlastnosti vina (viz Tab. 2 a 3).

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Pro srovnani G&innosti smési vysgich mastnych kyselin bylo vybrano 10 fermentujicich mosth
révy vinné v objemech 50 az 5000 litri. Aplikace vy3sich mastnych kyselin byla uskutenéna ve
fazi 10 az 15 g/l zbytkového cukru. Za 24 hodin byl pfidén oxid sifi¢ity do viech variant. Odbeér
vzorki na agar byl uskuteénén po 7 dnech. Vysledky méfeni jsou k dispozici v Tab. 1. a potvrzuji
aéinnéjii snizeni Zivotaschopné populace kvasinek ve variantach kombinovaného pouZiti vyssich
mastnych kyselin a oxidu sific¢itého.

Tab. 1: Zivotaschopné kvasinky v 1 ml vina s pfidavkem a bez pidavku smési vy3dich mastnych
kyselin spolu s SO; pro zastaveni fermentace ve stadiu 10 az 15 g/l zbytkového cukru

Vzorek Aplikace | Objem | Vedkery SO: Volny SO; Populace
vina VMK U] [mail] [mgil] kvasinek
[1/mi]
1 ANO 350 107.6 60.7 10°
2 ANO 350 113,9 456 10°
3 ANO 350 91,1 51,9 107
4 ANO 5000 184,7 65,8 10’
5 ANO 5000 165,8 32,9 10°
6 NE 50 170.8 84.8 >10°
7 NE 50 130,3 456 >10°
8 NE 150 120,2 50,6 107
) NE 100 79,7 17,7 >10°
10 NE 100 73,4 240 10

Pozn.: Hodnoty SO, jsou méfeny jodometrickym stanovenim bez odpoctu kyseliny askorbové a
reduktorti, populace poéitiny po namnozZeni na agaru.

Priklad 2

Pro zjisténi vlivu vyssich mastnych kyselin na sekundarni fermentaci bylo pouzité vino ( Mal-
verina’, pH = 3,22, 18 g/l zbytkového cukru, 28.4 mg/1 volného SO,, 162.8 mg/h veskerého SO,
sterilng nefiltrované) rozdéleno na deset variant po dvou tahvich. Do deviti lahvi byla pidana
smés vyssich mastnych kyselin v koncentracich 1, 2, 3,4,5,6, 16, 30 a 80 mg/l, jedna varianta
slouzila jako kontrola. Lahve byly uzavfeny pouze provizorni plastovou zatkou a skladovany pfi
pokojové teploté za (&elem podpofeni kvasinek zahajujicich sekundarni fermentaci. Jako detekce
pogatku sekundarni fermentace v lahvi slouZila senzoricka zkouska a produkce oxidu uhli¢itého.
Datum rozkvasu (poéatku sekundarni fermentace) je primérem ze dvou lahvi zackrouhlenym na
cely den. Ziskané vysledky (viz Graf |) demonstruji inhibi¢ni vliv smési vy3sich mastnych kyse-
lin na kvasinky zahajujici sekundarni fermentaci. Zatimco kontrolni vzorek podlehl sekundarni
fermentaci jiz po deseti dnech, vzorek s realnym ptidavkem vy3sich mastnych kyselin 6 mg/l
odolaval n&kolikanasobné déle. Piidavek vy3sich mastnych kyselin rapidné snizuje potiebu oxidu
siti¢itého u skladovanych &i lahvovanych vin se zbytkovym cukrem.
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Graf 1: Vliv pfidavku vys§ich mastnych kyselin na opozdéni sekundarni fermentace

Piklad 3

JelikoZ po aplikaci ve fazi dokvaseni mo3tu dojde k eliminaci smési vy3Sich mastnych kyselin na
téla kvasinek, je negativni ovlivnéni organoleptickych vlastnosti budouciho vina nulové. Pro zjis-
téni vlivu na organoleptické vlastnosti ji2z hotovych vin byl proveden senzoricky test s rostoucim
piidavkem smési vySsich mastnych kyselin. Jako matrice u viech variant bylo pouZito stejné vino
("Malverina’, pH = 3,22, 18 g zbytkového cukru, 28,4 mg/] volného SO, 162.8 mg/h veskerého
SO,, sterilné nefiltrované). Panel degustatorG se skladal ze sedmi &lend s mezinarodnimi
zkouskami dle norem SZPI, ISO, DIN, ONORM. Hodnotitelé byli nejdfive explicitné seznameni
s cizi vini a chuti smési vyssich mastnych kyselin (popisovanou nejéastéji jako mydlovou, para-
finovou, Zlukly tuk, mokré kize ¢i celuléza), poté byly testovani na proporcionélné rostouci kon-

centraci této smési ve ving, vysledky v Tab. 2.

Tab. 2: Citlivost hodnotitelii na rostouci pridavek smési vys§ich mastnych kyselin ve ving.

07 29uanAd) -

Pfidavek Odezva
[mg/l) Citlivost hodnotitel( [%]
1 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0
2 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0
3 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0
4 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0
5 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0
6 Ne Ne Ne Ne Ne Ano Ano 29
16 Ne Ne Ano Ano Ano Ano Ano 71
30 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano 100
80 Ano Ano Ano Anc Ano Ano Ano 100
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Nasledné byly stejné vzorky zamichany a hodnoceny v nahodném pofadi, vysledky v Tab. 3.

Tab. 3: Citlivost hodnotitelfi na nahodny ptidavek smési vyssich mastnych kyselin ve viné.

Pridavek Odezva

[mgil] Citlivost hodnotitell [%]

Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

2 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

3 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

4 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

5 Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne 0

6 Ne Ne Ne Ne Ne Ano Ano 0
16 Ne Ne Ano Ano Ano Ano Ano 43
30 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano 100
80 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano 100

Z dosazenych vysledkil vyplyva, e pfidavek smési vysdich mastnych kyselin l1ze z hodnocenych
vzork{ rozpoznat spolehlivé aZ od koncentrace 30 mg/1. Jinak feceno koncentrace do 6 mg/l jsou
pod prahem vnimatelnosti trénovanych jedinci a pod 16 mg/l jde o koncentrace rozpoznatelné
pod pravdépodobnosti 3ance tipu (75 %).

Piiklad 4:

Pro zjisténi vyvoje vin osetfenych a neoSetfenych vy§$imi mastnymi kyselinami byl uskute¢nén
15 pokus na stejném viné ( Malverina’, pH = 3,22, 18 g zbytkového cukru, steriing nefiltrované) s
davkou 100 a 150 mg/l SO, a kombinaci jednotlivych mastnych kyselin (viechny 10 mg/l) se
100 mg/1 SO, (viz Tab. 4). Podminky pokusu — 10 litri vina na variantu, préméry ze dvou méfe-

20

ni, bez protekee proti oxidaci, teplota skladovani 25 °C.

Tab. 4: Vyvoj volné SO, u vina s a bez ptidavku Cs, Cio 2 C,; vy3gich mastnych kyselin.

Cs + 100 Cio +100 Cy2+ 100
Davka SO; 100 SO; SO, $0; SO, 150 SO, |

4.8, 54,2 50,6 50,6 80,2 81,6
6.8. 494 48,2 48,2 55,4 85,5
9.8. 458 422 43,4 23.0 80,7
15.8. 33,7 30,1 31,3 37,3 67,5
17.8. 32,5 32,5 33,7 39,7 63,8
23.8. 22,9 25,3 26,5 31,3 55,4
30.8. 10,8 18,1 19,3 21,7 43,4
4.9. 3.2 10.8 10,8 13,2 22,3
9.9. 6.0 6.0 10,8 12,0
15.9. 1,7 1.8 2,5

Pozn.; Pfeskrtnuté pole znaci sekundarni fermentaci
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Vysledky ukazaly téméF stejny vyvoj volné SO, do hranice cca 30 mg/l. Poté se vina o3etfena
mastnymi kyselinami ukdzala jako resistentné;j§i proti ubyvani volné SO, v oxidativnich podmin-
kach pokusu a nastartovala se u nich sekundami fermentace dokonce pozd€ji ncz u vina osetre-
né¢ho 150 mg/l SO,, coz bylo 150 % pocateéni davky oproti variantdm s mastnymi kyselinami.

Priklad S:

Za Ocelem residui vy$$ich mastnych kyselin byl uskuteénén pokus se stejnym vinem (Chardon-
nay, pH = 3,18, 10 g/l zbytkového cukru), kde byly ve fazi dokvaseni pridany vy3si mastné kyse-
liny. Jedna varianta slouZzila jako kontrolni (pouze 100 mg/l SO,), jedna varianta s vy$simi mast-
nymi kyselinami 10 mg/l - smési Cy, C\ya Cy2(2: 7 : 1) a jedna varianta s pouzitim liché 10 mg/l
Cy mastné kyseliny. Kazd4 varianta ¢itala objem 250 litra. Nasledné byla hotova vina po 1. stacce
z kvasniénych kalt proméiena na GC-MS (Gas Chromatography / Mass Spectrometry). Graf 2
zobrazuje vybrané chromatogramy v8ech tfi variant, rizovy chromatogram — kontrola, erny —
variania se smési a modry ~ Cy mastna kyselina. Na srovndni jsou oznaceny nefyziologické piky
etylnonanoatu (etylester Cy mastné kyseliny) a Cy mastna kyselina. Pfi pouZiti smési Cg, C;ya C),
(2 : 7 1 1) nedochazi ke kvalitativnimu oviivnéni oproti kontrole — prekryv rizového a ¢erného
chromatogramu.

[R5= & - i

Kyselina

Graf 2: Chromatogramy vin, kontrolni varianta — rizovy, Cerny — varianta se smési Cg, Cjpa Cyy a
modry — varianta Cy mastnd kyselina.

Prumvslova vvuZitelnost

Smés vy§sich mastnych kyselin je mozno vyuzit pfimou aplikaci za (¢elem inhibice aktivity kva-
sinek a mléénych bakteni ve fazi dokvaseni révovych mosti. Déle aplikaci do vina pro ochranu
pred sekundarni fermentaci a pro sniZeni davkovani oxidu sific¢itého béhem cel€ technologie vina.

PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti smési vy3Sich mastnych kyselin Cq, €' a (- v poméru 2 : 7 : | na inhibici alkoholo-
vého a malolaktickeho kvaseni.

2. Pouziti smési vy§§ich mastnych kyselin Cy, C, a Cz podle ndroku |, vyznadujici se

tim, Ze tvto kyseliny jsou rozpuSiény v 70 obj. " etanolu, pficerniz 100 ml etanolovcho rozioku
obsihuje 2 Cy, 72 Cioal gCia.

G-
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3. Pouziti smési vy§sich mastnych kyselin Cy, Cjg a Cy; podle naroku 1 nebo 2, vyznaéu-
jici se tim, Ze davkovani do kvasiciho média je pii takto pfipravené smési 1 : 10 000 (1 ml
na 10 litrit média).

4. PouZiti smési vy3dich mastnych kyselin Cq, Cyg a Cy; podie naroku 1 nebo 2, vyznaéu-
jici se tim, Ze davkovani do vina je pii takto pfipravené smési 1 : 20 000 (1 ml na 20 litri
vina).
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