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V predchadzajicich pracach sme poukdzali na moZ-
nost vzniku Kkyseliny siriitej redukciou siranu poéas
alkoholického kvasenia hroznovych mustov vinnymi kva-
sinkami (Mindrik 1972, 1973) a na moZnosti regulécie
tohoto procesu (Mindrik a Navara 1974a, 1574b). V tom-
to prispevku by sme checeli vozviest podrobnejdie, ako
doch4dza k enzymatickej redukcii sulfdtu a na priéiny
vzniku sirovodika v mladych vinach a moZnostiach jeho
prevencie.

Redukcia sulfatu prebieha v dvoch stupiioch, v kto-
rych sa tento napred aktivuje (prvy stupeil) a potom
redukuje (druby stupeii). Cely sled redukcie sulfatu ma
Styri fazy.

V prvom stupni sa sulfat aktivuje ATP-sulfuryldzou na
adenozin-5"-fosfosulfat (APS) a ATP-kindzou na 3'-fosfo-
adenozin-5"-fosfosulfat (PAPS), ako to uvadza Bandur-
ski, Wilson a Squires (1956} a Bernstein a Mec Gilverty
(1952):
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Hvdrosulfit sa napokon redukuje na sulfid redukova-
nou formou nikotinamiddinukleotidu:
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NADE. ° je 3tyrikrat u€innejdi ako NADH (redukovand
forma nikotinamiddinukleotidu}.
Regeneracia sulfitovej reduktazy sa uskutoé&iiuje takto:
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Zjednodusene méZeme sled enzymatickych redukénych
pochodov pisaf aj takto:

oe WP

=
2- sulfitovae
S0

3 redukidza

ARS-
kindza

£A4pS -

kinoza

LS
sulforyloze %

Do redakce do3lo 12. biezna 1976

Kvasinkové bunky utilizuja sulfid na syntézu sirnych
aminokyselin metioninu a cysteinu. Ak je v kvasnom
substrdte dostatok uvedenych aminokyselin, bunky ich
nesyntetizuji vobec, alebo len v malej miere podla uve-
deného pomerne zloZitého a energiu vyZadujaceho sle-
du enzymatickej redukcie sulfatu.

Ako uvadza de Vito a Dreyfuss (1964) ATP-sulfuryla-
za, ktora aktivuje sulfat substrdtu na APS, sa reprimuje
metioninom a sulfitovd reduktdza, ktord redukuje sulfit
na sulfid, sa reprimuje cysteinom. Vplyv metioninu na
vyuZivanie sulfdatu kvasinkami moZno vysvetlit ako re-
presiu ATP-sulfuryldzy. Potlacenie aktivdcie sulfatu mAa
za nasledok zniZenie produkcie sulfitu.

Metionin teda potla€a prvy stupeii redukcie sulfatu
na APS: kym je v prostredi dostatotnd koncentracia
metioninu, k novej syntéze APS nedochddza. NemoZe sa
teda tvorit ani sulfit ani sulfid. Cystein potlafa posled-
ny stupeil redukéného sledu sulfdtu, totiz redukciu sul-
fitu na sulfid To by malo teoreticky viest k akumulé-
cii sulfitu v prostredi. Opak vSak je pravda. Aj cystein
totiZ silne brzdi a zniZuje tvorbu sulfitu. Tato zdanliva
anomdliu moZno vysvetlit tak, Ze cystein neovplyviiuje
len redukciu sulfatu, ale aj vyuZivaniz sulfatu kvasin-
kami. Utilizdcia sulfdtu je u réznych mikroorganizmov
aktivny a regulovateln§ proces. Dostacujica hladina
cysteinu v kvasnom prostredi teda zniZuje premenu sul-
fatu na redukované formy (sulfit, sulfid). Kumula&ny
a&inok metioninu a cysteinu moZno vysvetlit tak, ze
cystein zniZuje utilizdciu sulfatu bunkami kvasiniek a
metionin zase ektivaciu sulfdtu na APS.

Pri tvorbe sulfidu z elementarnej siry nejde o enzy-
matickd reakciu, ale o redukciu siry cez tiolovi formu,
napr. cez glutation:

2RSH +§ ————== RSSR + H;5

Zo sirovodika sa v3ak moZu enzymatickou cestou vy-
tvarat daldie tiolové zliaceniny (Schlossman a Lynen
1657). Napriklad zo serinu vznikd cystein takto:
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Vyskyt kvasiniek produkujicich SO, v kvasiacich
mustoch méa z hladiska pivni¢ného hospodarstva neza-
nedbatelny vyznam. DéleZitd je najma otdzka, ako Easto
sa takéto kmene vyskytujd na prirodnych a druhotnych
stanovistiach (napr. v prevadzkach vinarskych zavodov).
Wiirdig a Schlotter (1968, 1971) dokazali hojn§ vyskyt
tychto kvasiniek v moselskej vinohradnickej oblasti a
poukdzali na vyznam tzv. ,domdcej” (lokdlnej) mikro-
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flory na vyrobnom zariadeni vinarskych prevadzok.
Dittrich (1973) najskor pochyboval o vyzname SO,-pro-
dukujiacich kvasiniek, ked dokazoval, Ze v inej vino-
hradnickej oblasti NSR si takéto kmene vzacne. Neskor
vsak sv6j nazor revidoval, ked zistil, ze pri prieskume
zbierkovych kmeitiov kvasiniek naSiel rad kmefiov Sac-
charomyces sp. produkujiacich 50 aZ 155 mg/l celkové-
ho SO,. I ked sa nejednalo o technolongicky relevantné
percento kmeiiov, predsa sa nazdava, Z2 vyskyt tychto
kmefiov vo viniciach a vindrskych prevadzkach by mo-
hol byt vy33i. Podobné skasenosti uviedli aj Mayer a
Pause (1968). NaSe vysledky pokusov (Mindrik 1974,
Mindrik a Navara 1974b) ukazali, Ze pocetnost vyskytu
S0,-produkujiacich kvasiniek v mikreflore, ani ich akti-
vitu v kvasiacich mudtoch, nemoZno v Ziadnom pripa-
de zanedbat alebo celkom ignorovat. Ako typicky pri-
klad moZno oznacit kmeii 729 (S. cerevisiae), o ktorom
je zname, Ze neprodukuje Ziadny sirovedik. Ako sa uka-
zalo, produkuje sice zanedbatelné mnoZstvo H,S, za to
véak znatnejSie mnoZstva sulfitu (do 80 mg/l SO.).
Z tohotc tkazu odvodili vztah, Ze medzi tvorbou SO, a
H,S existuje u kvasiniek nepriama zavislost. Tzv. SO;-
-produkujice kmene oznadil Dittrich a Staudenmayer
(1970) za mutanty, u ktorych zrejme enzymy zodpoved-
né za metabolizmus SO, nepracuji vobec alebo len ne-
dokonale so zniZenou aktivitou. Nazdavali sa, Ze kvase-
nie bez vzniku H,S je moZné len za cenu vy33ej pro-
dukcie $0,. Tato hypotéza sa v3ak plne nepotvrdila ani
v praxi, ani za experimentdlnych podmienok. Je sice
pravda, Ze SO,-produkujice kmene tvoria spravidla me-
nej H,S, no za pritomnosti cysteinu alebo zmeasi metioni-
nu a cysteinu méZe byt produkcie H,S znatna (Mindrik
1974).

Eschenbruch (1972a, 1972b) poukazai, Ze tvorba SO,
a H,S kvasinkami S. cerevisiae je zdvisla od zloZenia
substratu, najméd od pritomnosti dostatoéného mnoZstva
sirnych aminokyselin. Podla autora sa ani SO, a kon-
zekvenitne ani H,S netvori kvasinkami dotial, pokial je
v substrdte dostatoénd koncentracia metioninu. Cystein
potlada posledny stupeii sledu redukcie sulfdtu od sul-
fitu po sulfid, ¢o by malo viest zdsadne k obohateniu
substratu kyselinou siri¢itou. V skuto&ncsti, ako sme uZ
uviedli, cystein znaéne zniZuje produkciu SO, . Stdva sa
to zrejmejSim ak predpokladdme, Ze cystein znacne
ovplyviiuje nielen redukciu sulfatu, ale aj jeho utiliza-
ciu bunkami kvasiniek.

Zasadne vSak zostdva nazodpovedand otézka, prefo
niektoré kmene kvasiniek tvoria za rovnakych podmie-
nok kvasenia viac SO, ako iné. Sdcasne je v3ak tieZ
zrejmeé, Ze v blizkej budicnosti asi nebude moZné upra-
vovat hladinu sirnych aminokyselin muStu. Preto treba
hladaf rieSenie problému prevencie vzniku SO, a najmé
sirky v inej rovine neZ sa dosial predpokladalo, totiZ
nastolit problém nie ako chemicky, ale biologicky, t. j.
ako problém kmerfia.

Ak je problematika tvorby sulfitu zo sulfdtu posudzo-
vand pomerne jednoznacne, je problém genézy sulfidu
a tvorby sirky v mladom vine doteraz interpretovany
dost nejednotne a Casto diametrdlne odlisne. Je zname,
Ze sirku netvori len sirovodik, ale aj iné prchavé zld-
¢eniny, hlavne merkaptany. Ukdzalo sa, #e napr. v pive
vznika z melioninu v zmysle Ehrlichovho mechanizmu
odbiirania aminokyselin merkaptopropanol, ktory je o. i
pri¢inou sirovodikovej pachuti i vone piva. Inymi slova-
mi mohol by byt aj metionin zdrojom vzniku sirky:
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Flynovou chromatografiou sa podarilo dokdzat metyl:
merkaptopropanol-(1). U vina sa, zial, eSte priamy do-
kaz merkaptopropanolu nepodaril, je v3ak predpoklad,
Ze H,S nie je, a ani nemdZe byt, jedinou pri¢inou vzni-
ku sirky, pretoZe zdrojov sirnych -zlacenin je vo vine
viac ako v pive.

Tvorba merkaptanov zo sirovodika a alkoholu pre-
bieha teoreticky pri vy33ej teplote a za pritomnosti ka-
talyzatorov. Premena H;S na merkaptdny prebieha po-
merne lahko cez tioaldehydy, ktoré sa v kyslych roz-
tokoch (napr. vo vine) vyskytuji v trimérnej forme
[Neuberg a Grauer 1952):
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Ako najdoleZitej§i zdroj vzniku sfrovodika vo vine sa
povaZuje elementdrna sira, sulfat a sulfit. Niektori
autori vylucuju sirne aminokyseliny a sulfat ako po-
tencidlny zdroj vzniku H,S. Jednoznatne sme vZak tieto
dommienky vyvrétili v pokusoch, kde sme ako jediny
zdroj siry pouZili siran draselny: v syntetickom prostre-
di s asparaginom ako jedinym zdrojom N sa vytvorili
podla pokusnych podmienok rdzne, fasto znatné mnoZ-
stva H,S.

Rankine (1963) poprve vyzdvihol vyznam pH mustu a
teploty pocas kvasenia ako ddleZité faktory pre vznik
sirky. Ukézalo sa v3ak, Ze pH mustu nemda podstatnejsi
vplyv na tvorbu H,S. Teplota kvasenia ovplyviiuje vznik
H,S tym, Ze pri vy38ich teplotdch je intenzita kvasenia
potencidlnym faktorom pre vy3Siu produkciu H,S. Len
tak sl moZno vysvetlit, prefo pri kvaseni vo velko-
objemov§ch nadobach, kde st teplotné pomery odli¥né
od mensich kvasnych nadob (vysoké teplotné Spicky
pocas badrlivého kvasenia), sa sirka tvori castejsie. Inym
zdrejom vzniku sirky by mohla byt samotnd kvasnitna
bunka (Rankine 1964), v ktorej sa vadtrobunkové pro-
teiny mo6Zu odbidrat 4 frakciami proteolytickych enzy-
mov. Medzi medziproduktmi tohoto procesu si nesporne
metionin a cystein, ktoré méZu byt zdrojom vzniku si-
rovodikovej pachuti vina. Teoretickymi aspektmi bin-
genézy a biochemizmu sirnych aminokyselin sme sa po-
drobnejSie zaoberali skor (Mindrik a Navara 1974b).
Uvedme vSak, Ze k autolyze buniek dochadza tesne pred
dokvasenim a po hom, t. j. v Case, kedy sa sirka v mla-
dom vine aj najCastejSie objavuje. T. €. vSak niet uspo-
kojujiceho vysvetlenia, ktoré faktory indukuji alebo
stimuluji autolyzu kvasiniek po€as kvasenia mu$tu. Ak
vSak berieme do ohladu zndmu skutoCnost, Ze sa kva-
sinky rozliSuju v schopnosti akumulovat v bunke amino-
kyseliny a vytvarat pooly aminokyselin, a Ze pri hla-
dovani dochddza k =znovarozdeleniu a k preskupeniu
aminokyselin wvnutri buniek, potom je zjavny vyznam
v€asného stafania mladého vina z kvasnic po dokva-
seni, pretcZe takéto podmienky hladovania buniek sa
dostavuju koncom kvasenia alebo po fiom.

Nedostatok metioninu alebo cysteinu v muste spdso-
buje zvyfend redukciu siranu kvasinkami. Inymi slova-
mi, ak kvasinky musia uvedené aminokyseliny synteti-
zovat nahle, treba pocitat aj s tvorbou H,S. Na druhej
strane, ak je koncentrdcia oboch sirnych aminokyselin
v muste destacujica, kvasinky nemusia tieto syntetizo-
val, a sirovodik by sa zo sulfdtu nemal tvorit vobec
alebo len v nepatrnej miere. Znatkovanon 35S sa doka-
zalo, Ze pridavok metioninu a cysteinu naozaj uaplne za-
brani tvorbe H,S zo siranu, nie v3ak zo siri¢itanu. Tak-
to sa maja chovat tzv. normalne i tzv. SO,-produkujice
kmene kvasiniek. NaSe vysledky pokusov to vSak ne-
potvrdili [Mindrik a Navara 1974a), naopak, poznatok,
Ze cystein znacne zvySuje tvorbu H,S a metionin tito
produkciu skér inhibuje, sa vcelku potvrdila. Brzdenie
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tvorby sirovedika metioninom ma vsak len podruZny vy-
znam, nakolko sa metionin kvasinkami metabolizuje na
y-metylmerkaptopropanol, pripadne prisludny aldehyd
alebo ester. Tieto zlifeniny ovplyviiuji negativne chut
vina — vznik merkaptdnovej prichuti. SO, ma vZak vy-
raznej$i inhibiény vplyv na tvorbu H,S, ale len za pri-
tomnosti prebyto€ného metioninu alebo cysteinu. Nie je
viak zname, ktory stupeii redukéného sledu vzniku H,S
sa brzdi: redukcia sulfdtu & konverzia cysteinu.

Ukazalo sa, Ze elementarna sira, sirne aminokyseliny,
sulfat a sulfit si potencidlnymi zdrojmi vzniku sirovo-
dika. Zda sa v8ak, Ze aj Cu-ibny maja isty vplyv na
produkciu sirovodika. Pri aplikdcii mednatych fungici-
dov (napr. Cu-oxichloridu) sa zvys§ila hladina medi
v muste aZ 4ndsobne a safasne sa zvySila aj produkcia
sirovodika. Tym sa spochybiiovali skorfie rozSirené né-
zory o vyhode posledného postreku vini€a mednatymi
pripravkami, podla ktor§ch Cu-i6ény z rezidui postrekov
vini¢a mali ddajne viazat H,S vo forme nerozpustného
sirnika mednatéhoc.

Tvorba H,S pofas kvasenia mustu ma aj ekonomicky
aspekt, pretoZe odstraiiovanie sirky z mladého vina je
vZdy spojené s nédkladmi na prepracovanie, s faktorom
neistoty atp., ktoré siu pre velkovyrobné podmienky ne-
anosné. Treba uviest, Ze napriek velkému dasiliu vysku-
mu sa doposial nepodarilo uspokojivo a jednoznaéne vy-
svetlit vznik H,S pofas kvasenia. Preto t. & eSte nie je
moZné vzniku sirovodika tplne zabranit, resp. predpo-
vedat jeho vytvorenie v mladom vine. Faktorov, ktoré
by tvorbu H,S kvasinkami poCas kvasenia mohli sti-
mulovat, je vela, Napriek tomu, jeden z tychto fakto-
rov, totiZ schopnost kmeila vytvarat sirovodik, moZno
regulovat predovietkym vhodn¢¥m vyberom samotného
kmefia. Existuji kmene s minimélnou produkciou siro-
vodika aj za nepriaznivych podmienok kvasenia. Dalgia
moZnost reguldcie & zabrdnenia vzniku H,S je v dpra-
ve mustu Zivinami, ktoré kvasinky inak musia synteti-
zovat. PretoZe zloZenie muStu je pomerne premenlivé
podla aplikovanej technolégie, odrody vinifa, ro¢nika
atd., nie je také jednoduché ndjst vhodnejdiu formu
ochrany mladého vina pred sirkou ako pouZivanie se-
lektovaného kmeifia kvasiniek netvoriaceho H,;S, napri-
klad kmeii 729 (S. cerevisiae) izolovany Rankinom.
V zbierke kvasiniek VOVV mdame niekalko tzv. H,;S-ne-
produkujicich kmetfiov Saccharomyces sp., ktoré mozZno
dspe$ne vyuZivat pri kvaseni muftu, najmé obsahuji-
cich zvy$ky siry alebo sirnych zla&enin po postrekoch
vini¢a proti oidiu a pod.

Existuji aj prostriedky, napr. Sulfidex alebo Ercofid
(oba na béze chloridu strieborného), ktorymi sa v za-
hrani¢i odstrafiuje sirovodik z vina. Aj klasickd oxida-
cia H,S kyslitnikom siri¢itym byva vo vindrskej praxi
védd§inou dspes$nd. Treba vSak podciarknif, Ze prevencia
sirky zostdva aj nadalej nejbezpecnejSou zdrukou zdra-
votného stavu i kvality budiceho vina. Komplexnost
problému sirneho metabolizmu kvasiniek v3ak poukazu-
je na to, Ze sa tomuto problému bude treba venovat aj
v budicnosti.
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V prédci sa zhriiujui poznatky o tvorbe sulfitu a sulfi-
du potas kvasenia hroznového mustu &innosfou kvasi-
niek. Poukazuje sa na moZné zdroje vzniku sirovodika,
ktorfmni byva sulfat, sulfit, cystein a elementarna sira.
Vznik H,S z elementdrnej siry prebieha reduk&nymi re-
akciami neenzymatickej povahy. Zo sulfatu a sulfitu sa
H,S tvori kvasinkami ako konen§ produkt enzymatic-
tickych anorganickych reduk&nych procesov, pomocou
ktorych ancrganickd sira prechddza na organickid for-
mu. Sfrovodik sa na redukénej drdhe sulfdtu tvori bud
uvolifiovanim pri biosyntéze metioninu alebo cysteinu,
alebo ako vysledck zablokovanej biosyntetickej reakcie.
Z cysteinu sa sirovodik tvori enzymatickou desulfhydra-
ciou. Praktické aspekty vyplyvajice pre vyrobu vina sa
diskutujdi.

Munapuk, 3., Hasapa, A.: K kpobGaemaruke o0pa3oBaHus
CyJAb(HTA M CEPOBOAOPONA B MOJOAOM BHHe. Kpac. mpywm.,
22, 1976, Ne 10, ctp. 234—237

B cratne npuseneHsl HoOBefiliHe pe3y/LTATHl H3YUCHHS Me-
XaWuaMa o00pasoBaHusd B COpaKHBAEMOM BHHOTPAJLHOM
cycie cyJbhHTOB M Ccyab(HI0B B pe3y/bTaTe AesTeNbHOCTH
Apoxked. McrounukaMu cepoBofoOpoAa MOTYT GBITH CYJb-
¢ar, cyabOHT, UHCTEHH H 3JeMeHTAapHas cepa. JieMeHTap-
Has cepa npespallaeTcs B CePOBOAOPOA BCJENCTBHE BOCCTA-
HOBHTE/IbHBIX peaKUHH He (QepMeHTaTHBHOrO Xapakrepa.
Hs cyaptbata u cyibthHTa B pesysibTaTe AeATENBHOCTI
JApOXKMKeH NOoJydaeTcs CepoBOJOPOI, HABJAIOUIHACH KOHEu-
HBIM NPOJYKTOM (pepMEeHTATHBHEIX, HEOPraHHYECKHX BOCCTA-
HOBUTEJIbHBIX TNPOLECCOB, MPeBpallAlLHX HEeOpPraHHYEeCKyIo
cepbl B OpraHHyeckyw. B xone BOcCcTaHOBJeHHA CyaybdHTa
cepoBonopo ofpasyeTcs myTeM OCBOGOMKEHHsS B Mpolecce
GHOCHHTE3a METHOHHHA HJH IHCTEHHAa, a TaKkKe B pe3yJiL-
Tare GHOCHHTeTHYeCKHX peakuHi, M3 nucrensa cepoBozopojt
nojyyaercs Kak MNPOAYKT aecyibdoruaparaumud. ABTOpH
Jlal0T BHHHBIM 3aBOJOM YKa3aHHH, KaK HCINO/b30BaTh Ha
MPAaKTHKE Pe3y.bTaThl HCCJAeLOBATEJbCKHX pabor.
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Minarik, E. - Navara, A.: The problem of sulphite and
sulphide formation in young wines. Kvas. priim 22, 1978,
No. 10, pp. 234—237.

Recent knowledge on sulphite and sulphide formation
by yeasts during the fermentation of grape must is
summarized. The potential sources of hvdrogen sulphide
formation including sulphate, sulphite, cysteine and
elemental sulphur are pointed out. Hydrogen sulphide
formation from elemental sulphur proceeds by non-
-enzymatic reduction. Hydrogen sulphide is formed
frem sulphate and sulphite by yeasts as an end pro-
duct of enzymatic inorganic reduction processes by which
inorganic sulphur may turn into organic form. Hydro-
gen sulphide is formed in the course of the reduction
pathway of sulphate either by release during the bio-
synthesis of methionine and/or cysteine, or as the result
of a blocked reaction of biosynthesis. Hydrogen sul-
phide is formed from -cysteine by desulphhydration.
Practical aspects for winemaking are shortly discussed.

Minarik, E. - Navara, A.: Zum Problem der Sulfit- und
Schwelelwasserstoff-Bildung in Jungweinen. Kvas. prim.
22, 1976, No. 10, S. 234—237.

Bisherige Erkenntnisse iiber die Sulfit- und Sulfid-
bildung wéhrend der Mostgirung durch Hefen werden
zusammengefasst. Es wird auf mogliche Ursachen der
H;S-Bildung, zu denen Sulfat, Sulfit, Cystein und ele-
mentarer Schwefel gehoren, hingewiesen. Die H,S-
-Bildung aus elementarem Schwefel verlduft durch Re-
duktionsreaktionen nichtenzymatischer Natur. Schwefeal-
wasserstoff wird durch Hefen aus Sulfat und Sulfit als
Endprodukt enzymatischer anorganischer Reduktions-
prozesse gebildet, mit Hilfe welcher anorganischer
Schwefel in organische Form iibergeht. Schwefelwasser-
stoff wird auf dem Reduktionsweg des Sulfats entweder
durch Freigabe bei der Biosynthese von Methionin bzw.
Cystein, oder als Ergebniss einer blockierten biosynthe-
tischen Reaktion, gebildet. Aus Cystein entsteht Schwe-
felwasserstofl durch Desulfhydrierung. Praktische
Aspekte, die sich aus diesen Betrachtungen fiir die
Weinbereitung ergeben, werden erldutert.



