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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva stanovenim organickych kyselin ve viné metodou kapilarni
zonove izotachoforézy. Teoreticka €ast je vénovana vlastnostem vina, slozeni, jeho
prospéchu na zdravi ¢lovéka a kapilarni zénové iztachoforéze a jejimu praktickému vyuZziti.
Praktickd &ast se zabyva stanovenim organickych kyselin ve viné kapilarni zénovou
izotachoforézou. Organické kyseliny jsou stanovovany ve tfech fazich vyroby bilého
a Cerveného vina.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with determination of organic acids in wine by capillary zone
isotachophoresis method. The theoretical part is devoted to the properties of wine, its
composition, its benefit to human health and capillary zone isotachophoresis and its practical
use. The practical part deals with determination of organic acids in wine by capillary zone
isotachophoresis. Organic acids are determined in three phases of white and red wine
production.
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1 Uvod

Vino je povazovano za jeden z nejstarSich alkoholickych napoj vlabec. NejstarSi nalez
potvrzujici tuto teorii je stary 7000 let. Do Ceské republiky se vino dostalo b&hem vpadu
Riman0 na moravské Gzemi v 3. stol. n. |., kdy historické prameny pravi, Ze fimsti vojaci
michali vodu s vinem jako desinfekci. Dovoz vina z Rima byl ovéem velmi nakladny, a proto
vysadili pod Palavskymi vrchy nové vinice. V sou€asné dobé se jiz vino jako desinfekce
nepouziva, ale konzumace kvalitniho vina stale stoupa. V Ceské republice je v sou¢asnosti
17 531 ha vinic a nachazeji se zde dvé vinafské oblasti, Cechy a Morava, kdy kazda z t&chto
oblasti je rozdélena na nékolik podoblasti.

Vinafska oblast Cechy je nejsevernéji poloZzenou vinafskou oblasti v Evropé&. Nejvétsiho

rozvoje dosahla za vlady Rudolfa Il., ale zaklady vinohradnictvi v Cechach polozil Karel IV.
Tato vinafska oblast je rozdélena na dvé podoblasti - Mélnickou a Litoméfickou. Obé se
rozprostiraji kolem vyznamnych fek, jako jsou Vlitava, Labe, Berounka a Ohfe.
Vinafska oblast Morava je svym charakterem pfedurena k vyrobé pfedevsim bilych vin, ktera
vynikaji svou kofenénou chuti, mineralnosti a vynika Sirokym spektrem vuni. To vSe je
doplné&no obsahem svézich kyselin. Cervena vina maji v chutovém projevu zemitost a ovocity
charakter. Morava je rozdélena do &tyf podoblasti - Mikulovské, Slovacké, Velkopavlovické
a Znojemské, Obrazek 1, [1, 2, 3]

Brno ik
herske

1 - mikulovska podoblast
3 D Hradists @ T o ond podobiast

4454 Na

1 Velké Paviovice K f

Znojmo b3 4188 ha

o Mikulov
Y 3 - velkopavlovicka podoblast
P 4741 ha

Obrazek 1: Moravské podoblasti [2]

2 Zakladni latky ovliviujici charakter vin

2.1 Voda

Voda je zakladni a nejhojnéji zastoupena chemicka latka v bobulich, mostu i viné. Mize se
vyskytovat jako volna, absorbovana nebo vazana. Diky svym vlastnostem je vybornym
rozpoustédlem pro polarni latky a pfi spojeni s etanolem se do roztoku dostava i fada
nepolarmich latek. Voda je klicovou latkou pro spravny prubéh vSech chemickych
a biochemickych reakci. Vlivem zrani se obsah vody postupné snizuje [4, 5, 6].

2.2 Sacharidy

Sacharidy jsou organické molekuly obsahujici aldehydickou nebo ketonickou funk&ni
skupinu. Jsou zakladni stavebni jednotkou bunélnych stén a slouZzi jako zakladni zdroj
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energie pro rostliny. Nejvétsi podil tvofi monosacharidy, D-gluk6za a D-fruktéza, jez jsou
nositelem sladké chuti a vyznamné ovlivnuji charakter vina. Pfi jejich nedostate¢ném obsahu
se v chuti zaCina projevovat hofkost, tfisloviny a kyselost [4, 7].

Sacharidy se obecné déli podle poctu uhliku:

e Tridzy — fetézec je tvofen tfemi atomy uhliku
o Tetrozy - fetézec je tvoien Ctyfmi atomy uhliku
e Pentozy - fetézec je tvofen péti atomy uhliku

e Hexodzy - fetézec je tvofen Sesti atomy uhliku
Dale Ize sacharidy délit podle poctu jednotek ve strukture:

e Monosacharidy — zakladni stavebni slozka v8ech slozitéjSich sacharidu

e Oligosacharidy — jsou slozeny z 2 aZz 10 monosacharidovych podjednotek. Svymi
vlastnostmi jsou velmi podobné monosacharidim a jsou nositelem sladké chuti.

e Polysacharidy — jsou tvofeny vice nez 10 podjednotkami monosacharid(l. Jsou spojeny
glykosidovou vazbou a nenesou sladkou chut.

2.2.1 Monosacharidy

Glukéza
Trivialni nazev: hroznovy cukr.
Patfi mezi hexosy, ve strukturnim vzorci obsahuje Sest uhliki a obsahuje aldehydickou
skupinu R-CHO. P¥i zrani se v bobulich révy vinné vytvafi jako prvni sacharid a je pfimo
pfeménovana na ethanol [4, 5].
Fruktoza
Trivialni nazev: ovocny cukr.
Patfi také mezi hexosy, tj. ve strukturnim vzorci obsahuje Sest uhlik(i, a obsahuje ketoskupinu
R,=C=0. Vznika az po glukéze. Je to nejsladsi pfirodni cukr.
Glukéza a fruktdza se v hroznech vyskytuji v poméru 1:1. Jsou vyznamnymi cukry pro
alkoholové kvaSeni. Cukry jsou kvasinkami pfeménovany na ethanol a oxid uhli¢ity podle
Rovnice 1 [4, 5]:

CsH1206>»2CO,5 + 2C,Hs0H

Rovnice 1: Pfeména cukru na oxid uhlicity a ethanol

2.2.2 Oligosacharidy

Ve viné se oligosacharidy vyskytuji pouze ve stopovém mnozstvi. NejdllezitéjSimi zastupci
jsou disacharidy, které jsou dobfe rozpustné ve vodé a maji sladkou chut.
Maltosa
Sladovy cukr, ktery je tvofen dvéma molekulami glukézy spojené a-1-% 4 glykosidovou
vazbou. Ve viné je zastoupena pouze ve stopovém mnozstvi, pfi vy$§im obsahu je ukazatelem
podvodného doslazeni vina [7].
Sacharosa
Trivialni nazev: fepny cukr
Jedna se o disacharid, skladajici se z molekuly glukézy a fruktézy, ktery mize byt ve
stopovém mnozstvi obsazen v bobulich. Sachardza je vlivem vlastnich kyselin nebo enzymem
invertazou Stépena na molekuly glukdzy a fruktézy [5].



2.2.3 Polysacharidy

Jsou tvofeny vice jak 10 polysacharidovymi podjednotkami. Mohou byt linearni i vétvené. Ve
viné tvofi vétsinu koloidnich slouenin a mohou pusobit potize pfi jeho dalSim zpracovani,
napf. pfi filtraci. Obsah polysacharidi zavisi na odriidé a vyzralosti hroznu a také na jejich
kvalité [7].

2.3 Kyseliny

Kyseliny vznikaji asimilaci v listech z vody a oxidu uhli€itého. Celkovy obsah kyselin ve viné
zavisi na odrudé, vyzralosti hroznud, ro€niku a vini¢ni trati. Béhem zrani kyseliny vznikaji
postupné v pofadi: kyselina jableéna; kyselina vinna; kyselina citronova; kyselina glukonova.
Nejvétsi mnozstvi a zaroven nejdllezitéjSi kyseliny jsou jable¢na a vinna, ze kterych pochazi
90 az 95% kyselosti mostu. V hotovém viné obsah organickych kyselin klesa vlivem vysrazeni
vinného kamene ¢i jableno-mlééné fermentace. Obsah kyselin v mostu a hotovém viné se
muze lisit az o nékolik graml na litr.

VétSina kyselin ve viné je rostlinného plavodu, s vyjimkou kyseliny octové, ktera vznika jako
produkt metabolismu bakterii [5, 7, 8].

2.3.1 Kyselina vinna

Kyseliny vinna, Obrazek 2, je nejdllezitéjSi a nejhojnéji zastoupena kyselina v mostu. V révé
vinné se vyskytuje vyhradné jako (L+)-enantiomer. Dobfe rozpustna ve vodé, alkoholu a pfi
pokojovych teplotach je stabilni a nedochazi k jejimu odbouravani. Pfi reakci s chloridem
draselnym dojde k jejimu vysrazeni v podobé hydrogenvinanu draselného, mezi vinafi
znamého spisSe pod oznacenim vinny kamen. Diky Spatnému rozkladu této draselné soli muze
dojit ke vzniku vinného kamene jiz v hroznech, diky ¢emuz dojde ke snizeni obsahu kyseliny
vinné v mostu. S rostoucim obsahem alkoholt vlivem postupného kvaseni se rozpustnost
hydrogenvinanu snizuje [5, 7].

HOOC COOH

HO OH
Obrazek 2: Strukturni vzorec kyseliny vinné

2.3.2 Kyselina jableéna

Kyselina jableéna, Obrazek 3, se pfi zpracovani nevyzralych hrozni stava nejhojnéji
zastoupenou kyselinou v mostu. Vlivem zrani se jeji obsah snizuje. Vyskytuje se pfevazné
jako L(-)enantiomer. Jeji obsah ve viné je velmi proménlivy a zalezi na odridé a také na
klimatickych podminkach.

Kyselina jableCna patfi mezi zkvasitelné kyseliny. Je zkvaSovana pfedevsSim bakteriemi
mlééného kvaseni pfi jable¢no-mlééné fermentaci. Je vyhledavana predevsim u Cervenych
vin, nebot diky ni dochazi ke zjemnéni chuti [7].

HOOC COOH

HO H
Obrazek 3: Strukturni vzorec kyseliny jablecné
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2.3.3 Kyselina citronova

Rada bakterii ma schopnost kyselinu citronovou, Obrazek 4, rozkladat, &imz dochéazi ke
snizovani jejiho obsahu. NejcastéjSimi bakteriemi rozkladajicimi kyselinu jsou bakterie
mlé¢ného kvaseni. Vlivem rozkladu mize vznikat nezadouci maselna pachut [7].

COOH
HOOC//\7<\//COOH
HO

Obrazek 4: Strukturni vzorec kyseliny citronové

2.3.4 Kyselina mlééna

Kyselina mlé&na, Obrazek 5, vznika pfi kvasSeni za vysSi teploty a také pfeménou kyseliny
jableéné pfi zrani mladych vin. Kyselina mlé€na je zvlasté zadana u Cervenych vin, kdy
zjemfiuje ostrost chuti kyseliny jable¢né na jemnéjSi kyselinu mléénou a oxid uhliCity
pusobenim mléénych bakterii pfi jableéno-mlééné fermentaci.

H,C COOH

T

OH
Obréazek 5: Strukturni vzorec kyseliny mlééné

2.3.5 Kyselina octova

Kyselina octova, Obrazek 6, ve viné vznika v prubéhu metabolismu kvasinek a mlé¢nych
bakterii a je rovnéz produktem metabolismu octovych bakterii. Cast vznika jiz pfi alkoholovém
kvaseni, Obrazek 7, a ¢ast pusobenim octovych bakterii. Mnozstvi kyseliny zalezi na kmeni
kvasinek. Jeji pfitomnost ve viné je nezadouci, signalizuje pfitomnost bakterii a vino
znehodnocuje.

H;C——COOH
Obrazek 6: Strukturni vzorec kyseliny octové

alkoholdehydrogenasa aldehyddehydrogenasa

NAD* 0 NAD* +H.,0O O
HSC \ _— H.C / 2 H3C /<
3
OH _NADH, -H* y -NADH, -H* OH
ethanol acetaldehyd kyselina octova

Obrazek 7: Vznik kyseliny octové z ethanolu [9]

2.3.6 Kyselina mravenci

Kyselina mravenci, Obrazek 8, vznika pfi fermentaci z leucinu v zanedbatelném mnozstvi.
Pfi provzduShovani vina se rozklada na CO, a vodu.

//O
=
OH
Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny mravenci
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2.4 Alkoholy

Alkoholy tvofi druhou nejdulezitéjsi slozku vin. Ve viné jich bylo identifikovano 30, kdy
vétsina je zastoupena pouze ve stopovém mnozstvi. Z volnych nebo esterifikovanych alkoholt
pfispivaji k buketu nejvice methanol, ethanol a vysSi alkoholy [4, 7].

2.4.1 Ethanol

Ethanol, Obrazek 9, vznika pfi alkoholovém kvaseni. Jeho mnoZstvi zavisi na obsahu cukru
v hroznech. P¥i vysokém obsahu ethanolu ve viné mize dojit k nepfiznivému ovlivnéni chuti
vina. U bilych vin se obsah ethanolu pohybuje mezi 11 — 12,5 %obj., u Cervenych vin
13 - 15 %obj [10].
OH
H,C
Obrézek 9: Strukturni vzorec ethanolu

2.4.2 Vyssi alkoholy

Vys8i alkoholy jsou produkty metabolismu kvasinek béhem alkoholového kvaseni. Obsah
ovliviiuje predev§im mnozstvi asimilovatelného dusiku v bobulich, délka macerace hrozn(
pred kvasenim a vlastni teplota kva$eni. Koncentrace vy$sich alkohold pod 300 mg-dm™
dodavaji vinim komplexnost a plnost, koncentrace nad 400 mg-dm™ vedou k silng, sviravé
vini a chuti. Celkova koncentrace vy$$ich alkoholt se pohybuje v rozmezi 100 — 500 mg-dm™
[10].

2.5 Mineralni latky

Spolu s vodou jsou kofenovym systémem pfijimany i mineralni latky, jejichz mnozstvi je
zavislé predevsim na druhu pldy, hnojeni a odridé. V susSich a chuds$ich pudach je obsah
mineralnich latek velmi nizky. Podle obsahu mineralnich latek Ize poznat charakterové vady
vina. Nejvétsi negativni ucinek na aroma, barvu a chut maji zejména kovy jako Fe, Cu, Sc, Ni,
Al a Zn. Tyto latky se mohou do hroznu dostat z ptdy ¢i nadmérnym uzivanim insekticida
a fungicidu pfi ochrané révy vinné [11].

2.6 Dusikaté slouceniny

Dusikatymi slou¢eninami ve viné mohou byt peptidy, aminokyseliny a amonné slouceniny.
Jsou to latky dulezité pro vyzivu kvasinek. Rozmezi vyskytu dusikatych latek v mostu se
pohybuje mezi 0,2 a 1,4 g-dm™. Tato koncentrace pIné postaduje k rozb&hnuti a priib&hu
kvaseni. U nékterych systémd, u nichz se vyskytuje uslechtila pliseri Botrytis cinerea, dochazi
k dramatickému snizeni obsahu dusikatych latek, a to diky vyuziti aminokyselin plisfiovou
houbou pro jeji vlastni latkovou pfeménu. Diky aminokyselinam vznika jiz pfi kvaseni tzv.
kvasny buket, ktery je pro kazdou odrudu charakteristicky. Obsah dusiku ovliviiuje nejen
pavod révy a klimatické podminky, ale také nasledna vinifikace. Béhem kvaSeni muze
dochazet bud k asimilaci dusiku kvasinkami €i k vylou€eni dusikatych latek mikroorganismy.
Pdvodci peptidu jsou pfedevsim tfapiny a semena, se kterymi dochazi most do kontaktu pfi
zpracovani. U nékterych vin proto muze byt hladina peptidd vysoka vlivem intenzivniho
lisovani. Uvolnéné dusikaté latky jsou pak vhodnym prostfedim pro bakterie
a jableCno-mlécné kvaseni [7].
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2.6.1 Amoniakalni dusik

Pfitomnost amoniakalniho dusiku usnadriuje pocatek alkoholového kvaseni. Hrozny jsou
jim bohaté zasobeny, a to v koncentracich 20 az 240 mg-dm, s vyjimkou hrozn( prezralych.
V tomto pfipadé je nutno jej doplnit pfidavkem amonnych soli, jako napf. (NH4),HPO,. Vlivem
toho, ze amonny kationt je pro kvasinky dobfe vstiebatelny, hladina dusiku rychle klesa
a v hotovém viné se vyskytuje pouze malé mnozstvi [7].

2.6.2 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zakladni slozkou proteinl. V hroznech vznikaji vazbou mezi dusikem
a organickymi kyselinami. Jejich obsah, stejné jako obsah dusiku, zavisi na stavu révy,
klimatickych podminkach a nasledném zpracovani. V hroznech se nachazi veskeré znamé
aminokyseliny. NejvétSi zastoupeni maji vSak prolin, arginin a glutamin. Hladina prolinu se
vlivem dozravani zvysuje, a proto mlze slouzit jako ukazatel zralosti hrozn(. Naopak pouze ve
stopovém mnozstvi se ve viné objevuji aminokyseliny obsahuijici siru [7].

2.6.3 Peptidy

Slouceniny vznikajici spojenim dvou a vice aminokyselin peptidovou vazbou. Reaguji spolu
dvé sousedni aminokyseliny, dochazi ke kondenzaci a nasledné eliminaci vody, Rovnice 2.

| H,0 |

M .:’HN‘H‘%-_ ;”J—L ,-*"'-R ©

- H\\“R OH 'T \"/
H OH

Feptidicka vazba
Rovnice 2: Vznik peptidické vazby
Peptidy délime podle poc¢tu aminokyselin v fetézci na:
e Oligopeptidy — obsahuji 2 az 10 aminokyselin
e Polypeptidy — obsahuiji vice jak 10 aminokyselin
e Bilkoviny — obsahuiji vice jak 100 aminokyselin

Obsah peptidd je navazan na kondici rostlin, klimatické podminky a na latky pouzivané pfi
ochrané rostlin [7].

2.6.4 Bilkoviny

Na tvorbé bilkovin se kromé peptidické vazby podili i vazby disulfidové, esterové a amidové.
Bilkoviny pini dulezité funkce v organismu, a to konkrétné strukturni, transportni, katalytickou,
obrannou, zasobni, aj. Na molekuly bilkovin se také vaze voda a anorganické anionty [7].

2.7 Enzymy

Enzymy jsou bilkoviny specifické svou katalytickou aktivitou. Ur€uji povahu a rychlost
reakce. MUZzeme je rozdélit na jednoduché a sloZzené. Jednoduché enzymy jsou tvofeny pouze
bilkovinou, nazyvana také apoenzym, slozené obsahuji navic sloZzku nebilkovinou, kofaktor.
SloZené enzymy jsou také oznacovany jako holoenzym. Enzymy jsou nezbytnou soucasti
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biologického procesu. Urychluji odbourani pektinl, zvySuji vylisnost hrozna a urychluji vyrobni
proces. Ve viné se nachazi nékolik stovek enzymu, z toho nejdulezitéjSimi zastupci jsou
oxidoreduktazy, transferazy a hydrolazy [7, 12].

2.7.1 Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy jsou enzymy zodpovédné za prenos elektronl mezi molekulami. Obsahuji
fadu kofaktort, jako NAD*, NADP, FAD. Mezi oxidoreduktazy patfi alkoholdehydrogenaza,
ktera zpUsobuje odbourani alkoholu a acetaldehyd, a laktatdehydrogenaza, jejimz ukolem je
oxidace kyseliny mlé€né na kyselinu pyrohroznovou, Rovnice 3, [7, 13].

CHs H,C 0
. /
)\ + NAD — » W/ + NaDH + H

HOOC OH
COOH
Rovnice 3:0Oxidace kyseliny mlécné na kyselinu pyrohroznovou

2.7.2 Transferazy

Transferazy katalyzuji reakce, pfi kterych dochazi k pfenosu funk&nich skupin jako napf.
-CHg, -NH, . Do kategorie transferaz spada mimo jiné enzym hexokinaza, ktery je zodpovédny
za vznik glukézy-5-fosfatu z D-glukdzy, Rovnice 4, [7, 13].

o]

[
HO-P-OH

OH i
o
noA H " o
OH H + ATP —= aoP+ k5,7 4
HO OH HO OH
H OH H OH

Rovnice 4: Vznik glukéza-5-fosfatu z D-glukézy

2.7.3 Hydrolazy

Hydrolazy katalyzuji hydrolytické S$tépeni vazeb. Jako jedny z mala enzym( pracuji bez
pfitomnosti kofaktoru. Ten je nahrazen vodou. Hydrolazy jsou schopny Stépit peptidove,
glykosidické a esterové vazby. Pro vino jsou nejdulezitéjSimi hydrolazami proteazy
a invertazy.

Proteazy jsou enzymy Stépici bilkoviny, z nichz jsou uvolfiovany aminokyseliny. Aktivita
proteaz je limitovana obsahem alkoholu. S jeho pfibyvajicim mnozstvim béhem alkoholového
kvaseni dochazi z jejich postupné inhibici.

Invertazy jsou enzymy, které Stépi sacharé6zu na monomery, glukézu a fruktézu, ¢imz
umoznuji kvaseni [13, 7].

2.7.4 Pektinazy

Jedna se o enzymy Stépici polymerni strukturu pektind. Pektinazy se v poslednich letech
vyuzivaji k usnadnéni lisovani hroznu, zejména odrdd s pevnou duzninou, k rychlejSimu
a lepSimu odkaleni mostu, k sedimentaci kalt ve viné. DalSi zvySuji extrakci barevnych latek,
¢ehoz se vyuziva hlavné u Cervenych odriid, a v neposledni fadé maji vliv na zvySeni obsahu
vonnych latek. Ke spravnému pusobeni enzymu musi byt dostate¢na koncentrace substratu.
Inhibitory pektinazy jsou tézké kovy, ftfisloviny, oxid sifi€ity, vysoka koncentrace alkoholu
a bentonit. V realnych podminkach se nejcastéji vyuzivaji bentonity [5].
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2.8 Estery

Estery jsou nejvyznamnéjsi buketni a aromatické latky. Vznikaji reakci alkoholu
s kyselinami za pfitomnosti kvasinek. Udavaji vinim vani, chut a celkovy odradovy charakter.
Nejvice estert vznika pfi kvaseni a s jeho postupem se mnozstvi vznikajicich esteru snizuje.
Malé mnozZstvi se tvofi i pfi dokvaSeni a zrani vina. Déli na estery neutralni, které vznikaji
reakci s kyselinou octovou a kysele estery, které jsou produkty kyselin jable¢né a vinné.
Ve viné se vyskytuje mnoho esterq, jejichz kratky prehled i charakteristika pfislusného aroma
je uveden v Tabulka 1.

Tabulka 1: Priklady estert a jejich charakteristika [5]

Ester Charakteristika aromatu
Ethylacetat kysela, ovocna, lak na nehty
lzoamylacetat banan, hruska
2-fenyletylacetat kvétinova, rize, ovocna
Izobutylacetal banan, ovocna
Hexylacetat sladka, parfémova
Ethylbutanoat kvétinova, ovocna
Ethylhexanoat zelené jablko
Ethyloktanoat mydlova
Ethyldekanoat kvétinova, mydlova

3 Vliv vina na zdravi

Vino se jako lécebny prostfedek vyuzivalo jiz v prehistorii. Lidé neznali puvod nemoci

a prisuzovali je tedy zlym bGzkim, ¢arodéjnicim a jinym mystickym postavam. LéCili je tedy
pomoci rostlin, krve, vnitfnosti a také pomoci alkoholu, nej¢astéji vina.
V soucasné dobé se jiz k |é¢eni nemoci pouzivaji nejriznéjsi léciva k tomuto ucéelu uréena, ale
konzumace vina stale prokazatelné lidské zdravi ovliviuje. Pozitivni U€inky stfidmé
konzumace vina jsou sledovany nej¢astéji u nemoci jako srdecni infarkt, cévni mozkové
pfihody, zvySeny krevni tlak a cukrovka. Vino funguje také jako prevence pred fyzickym
a psychickym upadkem u senioru. V neposledni fadé mize konzumace vina prodluzovat zivot
[14].

3.1 Srdecéni infarkt

Srdeéni infarkt je pfi¢inou vice nez poloviny umrti v Ceské republice. Nejvice ohrozenou
skupinou jsou muzi starsi 50let.
Nejvétsi prilom v této oblasti byl zaznamenan v roce 2011, kdy bylo prokazano, ze alkohol
snizuje umrtnost na infarkt a celkové tak umrtnost obecné. Bylo provedeno nékolik studii, ve
kterych byli srovnavani stfidmi konzumenti vina a abstinenti. VSechny potvrdily snizeni
umrtnosti [14].
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Tabulka 2: Priklady studii potvrzujici snizeni umrtnosti [14]

Studie Snizeni umrtnosti v %
Harvardova universita — 44 000 muz( 37
USA — 38 077 zdravotniku 50
Francie — 34 000 muz( 30
Americka kardiologicka spoleCnost 30-50

Vino v8ak plsobi nejen jako prevence proti prvnimu infarktu, ale také vyznamné snizuje riziko
jeho ¢astého opakovani.

Z vySe zminénych studii vyplyva, Ze stfidmé piti vina, v porovnani s abstinenci, vyrazné
snizuje vyskyt prvniho akutniho infarktu a snizuje celkovou umrtnost [14].

3.2 Krevni tlak

Pfi zvySeném krevnim tlaku je snahou Iékafl udrzet hodnotu tlaku na normalni drovni
pomoci Iékl. Dfive platilo, Ze konzumace, i malého mnozstvi alkoholu, krevni tlak zvySuje.
Védci z Harvardovy univerzity vSak zjistili, ze stfidmé piti vina krevni tlak nejen nezvysuje, ale
také jej dokaze snizit. V této studii bylo mladym osobam denné podavano 36 g Cistého
alkoholu a jejich tlak prokazatelné klesl. Studie také prokazala, Ze u zen, které zkonzumuiji
14 g &istého alkoholu denné, kleslo riziko vysokého tlaku o 15 % oproti abstinentkam.

Toto tvrzeni bylo potvrzeno i dalsi studii, které byla provedena v Americe, kdy vysledkem byl
pfi stfidmé konzumaci alkoholu pokles tlaku u muzti o0 12 % a u zen o 11 % [14].

3.3 Mozkova mrtvice

Mozkova mrtvice mlize mit dvé pfiiny. Jedna pfi¢ina, tzv. hemoragické mrtvice, je
prasknuti cévy v mozku, kdy vytékajici krev je v hlavé zadrzovana hlavovymi kostmi. Druha
pri¢ina, tzv. ischemické mrtvice, je preruseni krevniho pritoku tepnou, ktera zasobuje mozek
krvi.

Vliv vina na mozkovou mrtvici byl poprvé popsan jiz v roce 1725. Vino ovSem nepusobi na
oba typy mrtvice stejné. U osob, které pily do 12 g Cistého alkoholu za den bylo prokazano
snizeni rizika vyskytu obou mrtvic o 20 %. Riziko ischemické mrtvice kleslo vice nez riziko
hemoragické mrtvice [14]. Studie provedena vroce 2011 Americkou spole¢nosti pro
kardiologii a Spole¢nosti pro mozkovou mrtvici potvrdila, ze konzumace malého mnozstvi vina
chrani proti ischemické formé& mozkové mrtvice, ale naopak vyskyt hemoragického typu
mrtvice nepatrné zvysit [14].

3.4 Cukrovka

Podle védcl z Harvardovy univerzity piti malého mnozstvi vina denné snizuje riziko vyskytu
onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Zkoumanym osobam bylo dlouhodobé podavano 30 g
Cistého alkoholu za den. V porovnani s abstinenty nebo nepravidelnymi konzumenty vina klesl
vyskyt cukrovky o 60 %. Néktefi Iékafi vSak pacientim s diabetem pravidelnou konzumaci
vina nedoporuduji. Pfedevsim diky obsahu zbytkového cukru ve viné [14].
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4 Kapilarni izotachoforéza (ITP)

4.1 Princip

Izotachoforéza je elektromigracni technika zalozena na rozdilnych pohyblivostech iontl
v jednosmérném elektrickém poli. Béhem jedné analyzy je mozno délit pouze kationty nebo
anionty. Pro analyzu se pouZzivaji 2 zakladni elektrolyty. Vodici a koncovy. V pfipadé analyzy
aniontd ma vodici elektrolyt L™ nejvyssi pohyblivost iontll a koncovy elektrolyt T~ obsahuje
aniont, ktery ma niz8i pohyblivost, nez jakykoliv analyzovany aniont. Vzorek je vkladan na
rozhrani téchto elektrolytld. Pfi prichodu proudu systémem dochazi k migraci iontl podle
pohyblivosti a dochazi k vytvafeni zén. Po dosazeni ustaleného stavu jsou vSechny slozky
separovany a vytvafi ostfe oddélené zoény, které migruji stejnou rychlosti. Prvni zéna je
tvofena vodicim elektrolytem, nasledné jsou sefazeny zény separovanych aniontd podle
klesajicich mobilit a posledni zéna je tvofena koncovym elektrolytem. Kazda zéna tedy
obsahuje pouze jeden druh aniontu a liSi se specifickym odporem a intenzitou elektrického
pole, Obrazek 10. KdyZz se aniont A" dostane do z6ny pro aniont B-, kde je vySsi intenzita, bude
urychlen a vracen zpét do zény pro A". Pokud se naopak dostane aniont B" do zény pro A, je
zpomalen a vracen zpét [15, 16].
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Obrazek 10: Prubéh ITP
4.2 Detekce

Detektor je umistén na konci kapilary. NejpouzivanéjSi typ detektoru je vodivostni, ktery
vyuziva rozdil vodivosti a gradientu v jednotlivych zénach.
Separované vzorky prochazi postupné mérnou celou a jejich odezva je zapisovana do
izotachoforegramu [17].

4.3 Vyhodnoceni

Vystupem z izotachoforézy je izotachoforegram. Jedna se o schodovity zaznam, kdy kazdy
schod reprezentuje jeden iont. VySka schodu je pro kazdou separovanou latku specificka
a délka schodu je Umérna jejimu mnozstvi [18].

4.4 Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyzu udava vySka schodu v izotachoforegramu. Vyska zény je vyjadfena
Cislem RSH, které vyjadfuje pomér vySky zony dané latky h; k vySce zony vedouciho h;
a koncového hy elektrolytu, Rovnice 5.

hy —hy
hy —hy
Rovnice 5: Vypocet RSH faktoru
Ziskany RSH faktor je pak porovnan s RSH faktory iontd, které jsou ve vzorku o¢ekavany [19].

RSH =
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4.5 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni analyzu je dulezita délka schodu, ktera se po dosazeni ustaleného stavu
nemeéni a je Umérna koncentraci iontu ve vzorku.

Nejjednodussim zplisobem vyhodnoceni koncentrace analytu je metoda kalibracni kfivky. Pro
ureni koncentrace je vyuzivana zavislost délky zény na koncentraci [19].
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité chemikalie

Nazev Vzorec Vyrobce

Kyselina chlorovodikova HCI Sigma Aldrich, Rakousko
B-alanin CsH/NO, Sigma Aldrich, Rakousko
Hydroxyethylceluléza - MERCK-Schuchardt, Némecko
Kyselina kapronova CesH1202 Sigma Aldrich, Rakousko
Histidin CeHgN3O, Sigma Aldrich, Rakousko
Kyseliny vinna C4HsOs Lachema, CR

Kyselina octova CH;COOH Fluka, Némecko
Kyselina jable¢na C4HsOs5 Lachema, CR

Kyseliny citronova C4HeOs Lachema, CR

Kyselina mlé&na C3HgOs3 Lachema, CR
Deionizovana voda H,O -

Nativa - Vinafstvi Balaz

Ryzlink viadsky - Vinarstvi Balaz

Ryzlink vlassky — jeho plivod je zatim neznamy, ale pfedpoklada se, Ze byl vySlechtén ve
Francii. V Ceské republice patfi mezi jednu z nejpé&stovanéjsich odrid, kdy vétsinu produkce
pokryva Mikulovska oblast. Jedna se o pozdni odriidu, pro kterou je obvykla doba dozravani
polovina fijna. Hrozen je mensi tvofeny malymi, t&ésné k sobé pfisedlymi bobulemi, proto je pro
jeho péstovani nejlepsi slunné, teplé stanovisté, aby doslo k optimalnimu vyzrati hrozna. Pro
vino je typicky vy8si obsah kyselin, které tvofi harmonii se zbytkovym cukrem. Vyznacuje se
Zlatavé Zlutou barvou a na vapenatych pudach pfijemnou lipovou vani [20].

Nativa — jedna se o modrou odridu, vyuzivanou nejcastéji pro vyrobu ovocnych mostu.
Vznikla kfizenim odriid Frankovka x Svatovavfinecké x Merlot x Seibel 13 666. Pro péstovani
Nativy jsou nejvyhodné&jsi polohou suché a slunné svahy. Obvykla doba dozravani je stejné
jako u Ryzlinku vlasského polovina fijna. Vino se vyznacuje vysokou barvou a ovocnym
aroma, kdy prevladaji tony tfesni a visni [20].

5.2 Vzorky

Pro stanoveni organickych kyselin byly odebrany vzorky Cerstvé vylisované stavy, Castecné
zkvaseného mostu a vina u odrid Ryzlink viaSsky a Nativa ve Vinarstvi Balaz. Vzorky byly
ihned po odbéru zmrazeny. Vzorky byly odebirany v rliznych fazich kvasného procesu.
Seznam vzorku je uveden v Tabulka 3.

Tabulka 3: Seznam vzorku

Odriida Faze procesu Datum odbéru Oznaceni vzorku
Stava 5.10. 2017 RV1
Ryzlink vlagsky | Casteéné zkvaseny most 10. 10. 2017 RV2
Vino 3.5.2018 RV3
Stava 10. 10. 2017 NAT1
Nativa Castedné zkvaseny most 16. 10. 2017 NAT2
Vino 3.5.2018 NAT3
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5.3 Pouzité pristroje

Pro navazeni pevnych latek byly pouZity analytické vahy Scalter SPB 31. Pro stanoveni
organickych kyselin ve vzorcich byl pouZit kapilarni elektroforeticky analyzator EA 100, Villa
Labeco s.r.o, SpiSska Nova Ves, Obrazek 11. Pro ziskani vysledku byly pouzity software
ITPwin a ITPpro. Pro vyhodnoceni vysledkl byl pouzit Microsoft Excel.

Zasobnik koncového elektrolytu

Davkovaci kohout

Separacni kolona

Zasobnik vedouciho elektrolytu

PInéni kapilar vedoucim elektrolytem

Odpad

Obrazek 11: Kapilarni elektroforeticky analyzator AE 100

5.4 Priprava elektrolytu

5.4.1 Vedouci elektrolyt

Jako vedouci elektrolyt byl zvolen elektrolyt se slozenim:

e 0,01 mol-dm™ 35% HCI

e 0,01 mol-dm™ g3 -alanin

e 0,02% hydroxyethylcelulosa
Sypké suroviny byly odvazeny s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista a byly pfevedeny do
odmérné barky o objemu 0,51 s uzavérem obsahujici neionizovanou vodou. Hmotnost
B-alaninu byla spocitana na 0,0754 g. Hmotnost navazky hydroxyethylcelulosy na 0,4455 g.
Objem koncentrované 36% kyseliny chlorovodikové odpovidajici objemu 0,5 | a koncentraci
10 mmol-dm™ byl spogitan na 441 pl.
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5.4.2 Koncovy elektrolyt

Jako koncovy elektrolyt byla zvolena smés:

e 0,01 mol-dm™ kyselina kapronova

e Histidin
Do objemu 0,251 neionizované vody bylo nepipetovano 313 pl kyseliny kapronové
a odvazeno 0,4 g histidinu.

5.5 Metoda

Pro analyzu byl dle doporuéeni vyrobcem zvolen proud 300 pA. Celkovy Cas analyzy byl
nastaven na 800 s. Prvnich 400 s nebylo zaznamenano na izotachoforegram, protoze se
jednalo o odezvu pouze vedouciho elektrolytu.

Izotachoforetické stanoveni probihalo v kapilare s primérem 0,8 mm a délkou 80 mm.

5.6 Kalibrace metody

Jako kalibraéni metoda byla zvolena metoda kalibracnich kfivek. U vSech stanovovanych
kyselin byly namichany standardy o koncentraci c; = 1-10 mol-dm™, Tabulka 4. Postupnym
fedénim byla ziskana kalibraéni fada o nasledujicich koncentracich: ¢, = 5:10° mol-dm,
cs=1-10° mol-dm™, ¢, =510* mol-dm3, cs=1-10" mol-dm3, cg=5-10° mol-dm™. Kazda
Z téchto koncentraci byla zméfrena 2krat.

Tabulka 4: Navazky kyselin

Kyselina Navazka [g] Objem [ml] Koncentrace [mol-dm™]
vinna 0,1501 100 1-10%
jableéna 0,1341 100 1-10°
citronova 0,1921 100 1-10%
octova 0,0601 100 1-10%
mlééna 0,0901 100 1-10%

5.7 Meze detekce a kvantifikace

v v

analytu, ktera jeSté poskytne analyticky signal.
Mez kvantifikace LOQ (Limit of quantification), Rovnice 7, udava koncentraci, u které je mozné

provést kvantitativni analyzu.

3:S)—
LOD=$

Rovnice 6: Mez detekce
10-S) —

L0Q = ( )—q

Rovnice 7: Mez kvantifikace

kde S je chyba stfedni hodnoty, ktera byla ziskana v programu Microsoft Excel pomoci funkce
Analyza dat, k a g jsou konstanty ziskané s regresni rovnice pfimky ve tvaru y = k-x + q.

21




6 Vysledky a diskuze

6.1 RSH faktory a délky z6n

RSH faktory a délky zén byly stanoveny na zakladé izotachoforegramu jednotlivych kyselin
o znamych koncentracich. Jako pfiklad je uveden izotachoforegram kalibraéni fady pro

kyselinu citronovou, Obrazek 12.
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Obrazek 12: I1zotachoforegram pro kalibracni radu kyseliny citronové

Z izotachoforegramu je patrné, ze pfi poklesu mnozstvi analytu dochazi k vyznamnému
zkraceni délky schodu (a celkového Casu analyzy), coz slouzi k sestaveni kalibraénich kfivek
a naslednému kvantitativnimu stanoveni kyselin ve vzorcich. Pro kvalitativni stanoveni je
vyznamny fakt, ze relativni vySka schodu je stejné, bez ohledu na koncentraci. Diku tomu je

mozné stanovit obecné platny RSH faktor.

Vysledky analyz pro kvalitativni i kvantitativni vyhodnoceni neznamych vzork( shrnuji

Tabulka 5-9.

Tabulka 5: RSH faktory a délky zon kyseliny vinné

Kyseliny vinna

c [mol-dm™] Délka zony [s] RSH (-)
1-10° 365,26 0,166
5.10° 180,05 0,159
1-10°® 37,41 0,174
5.10" 18,42 0,172
1-10* 2,48 0,178
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Tabulka 6: RSH faktory a délky zon kyseliny citronové

Kyseliny citronova

¢ [mol-dm™] Délka zbny [s] RSH (-)
1-102 382,88 0,215
5.10° 213,95 0,217
1-10° 41,83 0,221
5.10* 19,09 0,222
1-10* 2,25 0,229
Tabulka 7: RSH faktory a délky zén kyseliny jablecné
Kyseliny jable¢na
¢ [mol-dm™] Délka zony [s] RSH (-)
1-102 384,08 0,233
5.10° 180,11 0,234
1-10° 45,01 0,233
5.10* 20,80 0,234
1-10™ 3,80 0,243
Tabulka 8: RSH faktory a délky zon kyseliny octové
Kyseliny octova
(5 [moI-dm‘3] Délka zony [s] RSH (-)
1.10° 231,65 0,760
5.10° 138,9 0,717
1.10°® 14,55 0,705
5.10* 7,35 0,711
Tabulka 9: RSH faktory a délky zon kyselin mliééné
Kyseliny mlé¢éna
¢ [mol-dm™] Délka zony [s] RSH (-)
1-10° 48,80 0,683
5.10° 25,33 0,686
1.10°® 3,35 0,684

nizké odezvy analyzovanych iontd.
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6.2 Kalibraéni kfivky

Kalibraéni kfivky byly stanoveny z vysledkl uvedenych v kapitole 6.1 pro kazdou
analyzovanou kyselinu.

400 - o o P
Kyselina vinna

350 -

300 -+

= 250 - y = 36485x - 0,4031
z R?=0,9999
'R 200 -
©
=
8 150 -
100 -
50 -
0 4 T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

c[mol-dm3]
Obrazek 13: Kalibracni kfivka kyseliny vinné
Pro stanoveni hodnot LOD a LOQ pro kyselinu vinnou byla pouzita rovnice kalibraéni pfimky.
Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 10.

Tabulka 10: LOD a LOQ pro kyselinu vinnou

LOD 1,158-10™ mol-dm™

LOQ 3,603-10* mol-dm™

450 -~ . . 7
Kyselina citronova

400 -

350 ~

w

o

o
1

y =38778x + 3,2557
R?=0,9964

N

w1

o
I

N

o

o
1

Délka zény (s)

0 Vs T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
c[mol-dm3]
Obrazek 14: Kalibracni krivka kyseliny citronové
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Pro stanoveni hodnot LOD a LOQ pro kyselinu citronovou byla pouzita rovnice kalibraéni
pfimky. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 11.

Tabulka 11: Hodnoty LOD a LOQ pro kyselinu citronovou

LOD 1,952 -10° mol-dm™
LOQ 6,443 -10° mol-dm™
400 T . . AV Vd
Kyselina jablecna X
350 -
300 -
y =37849x + 1,0999
= 250 A R?=0,9984
z
'R 200 -
=
‘O
8 150 -
100 -
50 -
0 T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

c[mol-dm3]

Obrazek 15: Kalibracni kfivka kyseliny jable¢né

Pro stanoveni hodnot LOD a LOQ pro kyselinu jable€nou byla pouzita rovnice kalibraéni
pfimky. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 12.

Tabulka 12:Hodnoty LOD a LOQ pro kyselinu jable¢nou

LOD 3,554-10 mol-dm™

LOQ 1,253-10°° mol-dm™®
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%0 1 Kyseliny mlécna

50 -

B
o
1

= y = 5035,5x - 1,0307
£ R2=0,998
R 30 -
©
=
3
[a]

20 -

10

0 T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

c[mol-dm3]
Obréazek 16: Kalibracni kiivka kyseliny mlécné
Pro stanoveni hodnot LOD a LOQ pro kyselinu mlé€nou byla pouzita rovnice kalibracni pfimky.
Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 13.

Tabulka 13:Hodnoty LOD a LOQ pro kyselinu mlécnou

LOD 2,047-10™ mol-dm™

LOQ 6,755-10" mol-dm™
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300 +

Kyselina octova
250 -
X
200 -
=
>
S
N 150 4 y = 24238x - 1,8707
= R%=0,9847
o
100 -
50 -
0 T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

c[mol-dm3]

Obréazek 17: Kalibracni kfivka kyseliny octové

Pro stanoveni hodnot LOD a LOQ pro kyselinu octovou byla pouZita rovnice kalibracni pfimky.
Hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 13.

Tabulka 14:Hodnoty LOD a LOQ pro kyselinu mlécnou

LOD 7,609-10™ mol-dm™

LOQ 2,356-10°° mol-dm™
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6.3 Realné vzorky

m fedéni byla

déni 10krat. PFi nizSi

Ire

Inych vzorkd bylo zvoleno jako optimaln
koncentrace kyselin ve vzorku pfiliS vysoka a nedoSlo tak k uplné separaci kyselin

v nastaveném c¢ase.

éfenirea

Prom

Vystupem z analyzy byly izotachoforegramy, které jsou vyobrazeny na Obrazek 18

a Obrazek 19.

6.508 ‘ol
5.240
4.606
3.972
3.338
2.703
2.069
1.435
0.801
0.167

485.92 528.88 571.84 614.80 657.76 700.72 743 .68 786.64 829.60
Obrazek 18: Izotachoforegram pro vzorky Ryzlinku viagského
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Obrazek 19: Izotachoforegram pro vzorky Nativy

Pro pfesné uréeni kyselin byly pouzity RSH faktory ziskané pfi méfeni standardnich roztokd.
Pro vypocet koncentraci kyselin byly pouzity rovnice regrese z kalibranich pfimek uvedenych

v kapitole 6.2.
Tabulka 15: Vysledky pro vzorky Ryzlinku viadského
Ryzlink viassky
vzorek RSH [] Délka zény kSsr:aSI:zchﬂe Koncentrgsce Koncent_rfce
[s] [mol-dm™] [g-dm™]
RSH

RV 0,172 207,08 Vinna 0,0057 0,8535
0,243 62,10 Jable¢na 0,0016 0,2161
0,173 213,53 Vinna 0,0059 0,8800
RV2 0,243 63,08 Jable¢na 0,0016 0,2196
0,685 2,20 Mié€na 0,0006 0,0578
0,168 70,03 Vinna 0,0019 0,2897
RV3 0,222 7,88 Citronova 0,0001 0,0229
0,240 41,23 Jable¢na 0,0011 0,1422
0,675 5,75 Mié€na 0,0013 0,1213
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Tabulka 16: Vysledky pro vzorky Nativy

Nativa
Vzorek RSH [] Délka zény ks;::::n;e Koncentr:flsce Koncent(?ce
[s] [mol-dm™] [9- dm™]
RSH
0,179 253,80 Vinna 0,0069 1,0457
NAT1 0,252 72,18 Jable€na 0,0019 0,2518
0,713 4,70 Octova 0,0003 0,0163
0,164 114,68 Vinna 0,0032 0,4734
0,219 5,20 Citronova 0,0001 0,0096
NAT2 0,240 72,25 Jable€na 0,0019 0,2521
0,268 2,00 Miécna 0,0006 0,0542
0,735 2,33 Octova 0,0002 0,0104
0,170 28,65 Vinna 0,0008 0,1195
NAT3 0,228 4,60 Citronova 0,00003 0,0067
0,240 88,13 Jable€na 0,0023 0,3083
0,690 7,13 Miécna 0,0016 0,1459

Ziskana data dokazuiji, Ze béhem procesu kvaseni a zrani vina dochazi u nékterych kyselin
k postupnému poklesu koncentrace.

Nejhojnéji zastoupenou kyselinou v mostu je kyselina vinna, ktera se béhem fermentace
a zrani vysrazi jako hydrogenvinan draselny. Kyselina jableéna je oproti kyseliné vinné
v mo$tu zastoupena v mnohem mensi koncentraci, coz znaci optimalni vyzralost hrozn( pfi
zpracovani. Kyselina citronova je naopak zastoupena ve stopovém mnozstvi pouze
v nékterych vzorcich, a to vlivem dobré rozlozitelnosti bakteriemi mlé&ného kvaseni. Kyselina
mlécna se objevuje az v Caste€né zkvadeném mostu, kdy jeji koncentrace vyrazné stoupa, az
do ukonc&eni procesu jable¢no-mlééné fermentace.
Kyselina octova se projevuje pouze ve Vzorcich NAT1 a NAT2, a to diky pravdépodobnému
vyskytu uslechtilé plisné Botrytis cynerea, ktera se vyskytovala v hroznech.
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7 Zaver

Tato bakalarska prace se ve své teoretické Casti zabyva vlastnostmi, slozenim
a (ne)prospéchem vina.
V ramci experimentalni ¢asti prace bylo stanoveno 5 vybranych organickych kyselin (vinna,
jablecna, citronova, mlé¢na a octova). Analyze byly podrobeny tfi faze vyroby vina, a to most,
Castecné zkvaSeny most a vino. V8echny vzorky byly odebrany ve Vinafstvi Balaz. Jako
zastupce bilych odrid byl zvolen Ryzlink vlassky, jako zastupce Cervenych odriid Nativa.
Organické kyseliny byly stanoveny pomoci kapilami izotachoforézy.
Pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni byla vyuzita metoda kalibranich kfivek. Pro kazdou
kyselinu byly stanoveny mez detekce a mez kvantifikace.
Vsechny vzorky bylo nutné pfed analyzou 10x zfedit, aby doslo k optimalni separaci kyselin.
Ziskané vysledky byly porovnany s teoretickymi pfedpoklady obsahu kyselin v danych fazich.
U obou odrud byla potvrzena dobra vyzralost hroznu a u odrady Nativa byl v disledku obsahu
kyseliny octové v mostu odhalen pravdépodobny vyskyt plisné Botrytis cynerea.
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