Redukcia sulfatu na sulfit u vinnych kvasiniek
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V predchdadzajicich prdacach sme uviedli, Ze niektoré
kmene vinnych kvasiniek patriacich botanicky k roznym
druhom rodu Saccharomyces (cerevisiae, carlsbergensis,
pastorianus) redukuji sulfat len po sulfit pofas alko-
holického kvasenia hroznovych mustov v laboratérnych
i Stvrfprevddzkovych podmienkach (Mindrik 1972a,
1972b). Enzymatickd redukcia pritom neprebehne, ako
to je obvyklé u vi&3iny kmeilov druhov rodu Saccharo-
myces po sulfid, ktory je vychodiskom pre daldiu syn-
tézu sirnych aminokyselin, najméd 1-cysteinu a metioninu
fobr. 1).
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Ako medzistupne vznikaji zo sulfatu po aktivacii ATP-
sulfuryldzou napred adenozin-5'-fosfosulfét (APS), ktory
predchddza APS-kindzou na 3'-fosfoadenozin-5-fosfo-
sulfdt [(PAPS), ktory kvasni&né bunky dalej redukuji
sulfitovou reduktdzou na sirovodik (sulfid); bunky ho
vyuZivajd na vy§stavbu sirnych aminokyselin metioninu
a cysteinu.

Daldie pokusy poukazuji, Ze predchéddzajice hypotézy
o ,genetickom® defekte buniek takychto SO, produkuji-
cich kmeiiov v zmysle Ditfricha a Staudenmayera (1968,
1970) nemoZno jednoznatne dokéazaf prave tak, ako
skorSie ndzory o schopnosti € neschopnosti produko-
vat sulfit zo sulfatu podla toho, ¢i substrat obsahuje ale-
bo neobsahuje dostatok ldtok viaZucich SO, v muStoch
a vinach (Mayer a Pause 1968, Rankine a Pocock 1969,
Weeks 1969, Pamir 1971). Skor sa zda pravdepodobné,
Ze véAZnu tdlohu pri produkcii a akumulédcii sulfitu vo
vinach redukciou sulfdatu méa celkové zloZenie mustu
(Wiirdig a Schlotter 1970), najmd vSak pdvodny po-
¢iatoény obsah sulfdtu a sirnych aminokyselin metioni-
nu a l-cysteinu pred kvasenim [Eschenbruch 1972a,
1972b, 1972c). Vlastnost kmeiia kvasiniek spojend s ne-
Gplnou schopnostou dalSej redukcie sulfitu je viac-me-
nej kvantitativneho réazu, ktorti moZno pozorovat pri roéz-
nych kmeiioch a druhoch rodu Saeccharomyces.

V dalSej sérii pokusov sme chceli dokazaf, resp. po-
tvrdit predpoklady, Ze

1. zloZenie mustu ovplyviiuje schopnost kmefiov redu-
kovat sulfdt len po sulfit a spdsobovat tak akumuléciu
siri¢itanu vo vine,

2. vlastnost kvasiniek redukovat sulfat len po sulfit
je vlastnost kmeiia,

3. vychodiskovd koncentrdcia sulfdtu a inaktivAicia
oxidaénych enzymov sterilizdciou ¢&i pasterizdciotu mustu
majd vplyv len na kmene s vyraznou schopnostou re-
dukovat sulfat len po sulfit,

4. zvySend vychodiskovd koncentridcia sirnych amino-
kyselin v muste pred kvasenim potlafa aktivdciu ATP-
sulfuryldzy a APS-kindzy resp. reduk&n@ schopnosf
PAPS-reduktédzy, €o méa za nésledok supresiu produkcie
siriditanu u kvasiniek s vyraznou schopnostou redukovat
sulfat na sulfit.

Pokusy smerujiice k experimentdlnemu dékazu hypoté-

zy uvedenej ad 4, ktord uvadza Eschenbruch (1972b,
1972c) si t. & eSte v priide; uverejnime ich neskor.

V tomto prispevku prindSame vysledky tykajice sa
prvych troch predpokladov. Vysledky sa opieraji o expe-
rimenty uskutc&nené v rokoch 1970—1972. Nakolko sme
cast vysledkov uZ zverejnili na strdnkach tohoto ¢&a-
sopisu (Mindrik 1972a), uvddzame len v§sledky pokusov
z kampane 1972.

Material a metodika

V podstate sme podrobnejsi metodicky postup popi-
sali skor (Mindrik 1972a, 1972b). Egalizovany hroznovy
muSt odrody Rizling vlaZsky r. 1972 upraveny repnym
cukrom na 23° CSNM s obsahom titrovateIngch kyselin
11,1 g/l (poditanych ako kyselina vinna], pH 3,15, sme
rozdelili na dve €asti: v jednem sme ponechali pdvodni
koncentraciu K,S0, — 509 mg/l, v druhej sme tato upra-
vili na 927 mg/l. Cast mudtu sme sterilizovali v priadia-
cej pare po dobu 30 min, druhu &ast sme pouZili ako
Cerstvy od lisu te€ici must. Egalizovany must sme rozde-
lili jednotne do 10 a 5 lit. kvasnych flia§ opatrenych kvas-
nou rurkou, pri¢om sa predbeZne upravovala vychodisko-
va koncentrécia celkového SO, pred kvasenim. PouZili sa
3% =zakvasy 3diiovych kultir Hlinik 1 (Sacch. cerevi-
siae), W 72 (Sacch. bayanus-pastorianus) a W 36 [Sacch.
bayanus-pastorianus), resp. spontdnne kvasenie. VZetky
pokusné varidcie sa uskutoénili v 3 opakovaniach. Sle-
dovala sa refrakcia (dbytok cukru), hladina titrovatel-
nych kyselin, fermentafnd teplota, hladina celkového
S0, a sulfatu (K,50,) v prvych 3—4 tyZdiioch kvasenia.
Teplota kvasenia v pivnici bola 14 °C. Obsah SO, sme
stanovili obvyklou jédometrickou metddou, obsah sulfatu
podla Rebeleina (1969)*).

Oznaéenie pokusov 1972

1. Mu$t Cerstvy s 38,4 mg/l SO, s pévodnou konc. K;SOy
/1 ... zakvasen§ kmefiom Hlinik 1
/2 ... zakvaseny kmefiom W 72
/3 ... zakvaseny kmefiom W 36
1I. Must erstvy s 38,4 mg/l SO, so zv§3. konc. K,SO4
/1... zakvaseny kmefiom Hlinik 1
/2 ... zakvaseny kmefiom W 72
/3 ... zakvaseny kmefiom W 38
1II. Mu$t sterilizovany s 38,4 mg/l SO0,, s pdvodnou konc.
/2 ... zakvaseny kmefiom W 72
J3 ... zakvaseny kmefiom W 38
IV. Must sterilizovany s 38,4 mg/l SO,
/2 ... zakvaseny kmefiom W 72
/3 ... zakvaseny kmefiom W 36
V. Muit Cerstvy s 38,4 mg/l SO,, s pbvodnou konc.
spont. kvaseny
VI. Must Eerstv§ s 38,4 mg/l SO, so zvySenou konc.
spont. kvaseny
s pdvodnou konc.
spont. kvaseny
VIII. Must Cerstvy s 50 mg/l SO, so zvySenou konc.
’ spont. kvaseny
IX. Mu§t Cerstv§ so 75 mg/l SO,, s pévodnou konc.
spont. kvaseny
so zvySenou konc.
spont. kvaseny

K,50,
so zZvySenou konc. K,SO,

K250y,
K50y,
VII. Mu¥t &erstv§ s 50mg/l SO, K2504,
K250y,
K250,

X. Mu§t &erstvy so 75 mg/l SO; K250y,

Vysledky a ich zhodnotenie

Najvy38i dbytok sulfdtu sme zaznamenali v sérii po-
kusov 1V/2 a IV/3, t. j. u sterilizovangch ‘mustov s in-

*) Autor dakuje s. M. Matlakovej a s. A. PeSkovi za
technickd spolupracu.
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aktivdciou oxida¢nych enzymov pri zvy3enej hladine sul-
fatu (927 mg/1) pred alkoholicky¥m kvasenim (fabulka 1).
Ubytok sulfdtu tu bol 920 resp. 910 mg/l K,S0, pri kme-
fioch W 72 resp. W 36. Prakticky sa teda vSetok sulfat
spotreboval (99 resp. 98 %), prifom vzniklo max. 231
resp. 224 mg/l celkového SO, .

Tabulka 1
Max.
Percento
Pop spotreba Max. Percento zre- = .
Ozgiii’;m sulfatu | produkcia | dukovaného suég?é:lfg]?gu
B (K250, S0, mg/l K2504 ako SO
mg/l)
11 345 28,2 68 22
1/2 505 102,5 99 55
1/3 485 89,7 95 50
1I/1 308 28,2 33 25
II/2 627 118,6 68 51
/3 558 92,3 80 45
I/2 505 108,9 99 59
111/3 505 108,9 99 59
/2 920 230,86 99 68
/3 910 224,2 93 &7
v 309 29,5 61 26
Vi 394 25,7 | 42 18
VII 276 29,4 54 29
VIII 37 J 33,3 40 24
|
IX 246 ‘ 14,7 ‘ 48 18
|
i |
X | 321 ‘ 21,1 i 35 18

V sterilnom muSte s povodnou koncentrdciou sulfatu
(509 mg/l) sa pri pokusoch III/2 a III/3 spotrebovalo
505 mg/l sulfatu, €o znamenalo opit 99 % redukciu pri
kmeiioch W 72 resp. W 36. Sdfasne vzniklo v oboch pri-
padoch max. 109 mg/l1 celkového S0,.

V gerstvych (nesterilizovanych) cd lisu tefdcich mus-
toch, pokusy I. a II., sa zaznamenala pozoruhodnejSia
produkcia kysli¢nika siri¢itého vZdy len pri kmeiioch
W 72 a W 36, priCom zvy3enie hladiny sulfdtu v muste
pred kvasenim nemalo taky signifikantny vplyv na
mnoZstvo zredukovaného sulfdtu ako u sterilizovangch
mustov. Pri kmeni Hlinfk 1 sa zaznamenala menS$ia
tvorba celkového S0, (28 mg/l1), pri kmeiloch W 72 a
W 36 sa vytvorilo max. 92 aZ 117 mg/l celkového SO, .

Pozoruhodné je porovnanie aj percenta sulfatu znovu-
ndjdeného ako celkovy SO, : toto je pri tzv. SO, produ-
kujicich kmefioch (W 72, W 36) vZdy podstatne vyssie
ako pri tzv. SO;-neprodukujicich kmefioch alebo pri
spontdnnom kvaseni mudtu. Pri SO;-produkujiicich kme-
fioch dosahuje aZ 68 % (u sterilizovanfch mu3tov); mi-
nimum leZi pri 50 %. Pri kmeni Hlinik 1 sa toto per-
cento pohybuje medzi 22—25 %, pri spontdnnom kvaseni
medzi 16 aZ 29 9. Tieto hodnoty st v silade s naSimi
skorSimi pozorovaniami (Mindrik 1972b).

Pri spontdnnom kvaseni sa vytvorilo len max. 15 a¥
33 mg/l celkového SO; ; aj mnoZstvo spotrebevgného sul-
fatu tu bolo najniZ3ie (246—394 mg/l). Ukazalo sa v3ak,
Ze mnoZstvo zredukovaného sulfdtu v mu3toch so zvy3e-
nou potiatonou hladinou K,S0, pred kvasenim ([927
mg/1) bolo oproti mu$tom s pévodnou niZSou koncentra-
ciou sulfatu (509 mg/l) vidy zretelne vy3Sie (321—394
mg/l oproti 246—309 mg/l K,SO04). Sulfdt sa tu viak

zrejme zredukoval aZ na sulfid resp. vyuZil na syntézu
sirnych aminokyselin,

Pokusy s vinom r. 1972 potvrdili v plnom rozsahu, Ze
zvy3end pociatond koncentracia sulfdatu v muSte pred
kvasenim mé vSeobecne stimulaény vplyv na redukciu
sulfatu, avSak len pri kmeifioch, ktoré vykazuji vlast-
nost zvySenej schopnosti aktivovat a redukovat sulfat
len po sulfit (S0,2— - APS - PAPS - S0,2—). Kvasinky,
ktoré redukuji sulfat po sulfid resp. posledny vyuZivaja
stasti na syntézu sirnych aminokyselin (napr. kmeii
Hlinik 1), produkujd len malé mnoZstvo sulfitu alebo ho
netvoria vdbec (Mindrik 1972b). Pri takychto kmefioch
je aj celkovd spotreba sulfatu niZ$ia, ako jasne vidiet aj
z naSich pokusov (I/1, II/1). V tabulke 1 sd zahrnuté vy-
sledky jednoetlivych pokusnych sérii ro. 1972. Vidietf, Ze
kvasinky Sacch. pastorianus W 72 a W 36 majd vidy
vySSiu spotrebu sulfdtu ako Sacech. cerevisiae, kmeii
Hlinfk 1. Prvé produkuji aj vZdy znatne vy3§ie mnoZ-
stvo sulfitu podla podmienok kvasenia, najmi poc&iatod-
ného obsahu sulfdtu a podla toho, & bol must sterilizo-
vany alebo nie. Inaktivdcia oxida&n§ch enzymov sterili-
zdciou, ako aj zvy3end hladina sulfatu mu3tu pred kva-
senim nemaji vplyv na tzv. SO,-neprodukujtice kvasinky
[Hlinik 1 a pod.). V mudtoch s ni¥¥nu koncentraciou
sulfatu pred kvasenim nemé4 sterilizdcia pred kvasenim
znatnejsi vplyv na tvorbu sulfitu v porovnani s &erstvy-
mi mu3tami ani u tzv. SO,-produkujdicich kmefiov (Mi-
ndrik 1972a, 1972b).

Kmeii Hlinik 1 (Sacch. cerevisiae) vykazuje len mala
schopnost redukovat sulfat len po sulfit, teda minimédlnu
schopnost akumulovat siri¢itan vo vine, o poukazuje na
jeho vynikajtce vlastnosti pri vyrobe vin. Ako je znédme,
vyznafuje sa kmeii Hlinik 1 dobrou toleranciou vo&i
S0;, pre ktord vlastnost je u nds pouZivany u# ddvnejsie
v praxi (Mindrik 1955).

Pri spontdnnom kvaseni mudtu sme r. 1972 zazname-
nali akumuldciu 15—33 mg/1 celkového SO, . Pofas kam-
pane v r. 1971 sme zistili pri spontdnnom kvaseni pro-
dukciu 20—30 mg/l celkového S0,. Zd4 sa, e vy&Sie
potiatofné koncentrdcie S0, v muSte pred kvasenim
mierne brzdia redukciu sulf4tu na sulfit.
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Stvrtprevadzkové pokusy uskuto&nené v r. 1972 zame-
rané na Stddium schopnosti 3 rdznych kmefiov rodu
Saccharomyces redukovat sulfat len po sulfit potvrdili
v podstate skisenosti z r. 1970 a 1971. Tzv. SO,-produ-
kujice kvasinky typu W 72 a W 36 (Sacch. bayanus/
pastorianus) vytvdaraji v mladom vinz viac celkového
S0, najmd za predpokladu, Ze musty obsahuji vy38in
pociatotnd koncentrdciu sulfatu a /alebo ak sa musty
pred kvasenim sterilizuji (pasterizujii). Cisté kultary
vinnych kvasiniek typu Hlinfk 1 (Sacch. cerevisiae) pro-
dukuji len minimélne mnoZstvd celkového SO, bez ohla-
du na koncentrdciu sulfatu mustu pred kvasenim. V mus-
toch s ni#Sou hladinou sulfitu nema sterilizcia vplyv
na vyraznejSie zvySenie tvorby sulfitu ani u SO,-produ-
kujticich kmefiov. Pri spontédnnom kvaseni byva celkovd
produkcia SO, v kvasiacom mu$te max. 30 mg/l. V praci
sa poukazuje na v§yznam zloZenia hroznového musty,
najmé obsahu sirnych aminokyselin pred kvasenim, na
schopnost kvasiniek redukovat suifdt len po sulfit, teda
na schopnost akumulovat siri¢itan v mladom vine. V§-
sledky Stddia v tomto smere budd predmetom dalej
préce.

Munapuk, 3.: Bocctanosiaenne cy1nator B CyAb(HUTY BHH-
HeiMu Apoxcoxamu. Ksac, npym. 19, 1973, No 8, ctp. 180.

IJKcnepUMEHTH mpoBeneHnbie B 1972 . ¢ Leabio H3yYeHHS
CrIocoGHOCTH TpeX pPasHBIX WITAMMOB 1pO:Kedl cemeficTBa
Saccharomyces BOCCTAHOBIATL CYAbGATH B cyadHTH, nOJ-
HOCTBIO MOTBEP]AHJIH 3aK/II0YEHHs!, BLIBEJEHHbIE H3 pe3yhb
TATOB HCCJEL0BaTeNLCKHX paboT oCyllecTBAEHHBIX B 1970
u 1971 rr. Hpoxxku tuna W 72 a raxke Tuna W 36
Saccharomyces bayanus [pastorianus] oSpasyloT B MoJo-
JOM BHHE 3HaYHTeJbHOe KoJauyecTBO SO, B 0COGEHHOCTH
B TOM cCJ/yYae, KOrja OCXOIHOe CYCJI0 COJEpHHT MHOTO
cyabpatos. Takike B cycle NOABEPrHYTOM Nepel cOHPAKE-
BAHHEM CTEPH/IH3aHH MJH MACTEPH3alHH KOJHYeCcTBo SO,
BospactaeT. UncTas kyartypa Apoxskedi Ttuna [annuk |
{ Saccharomyces cerevisiae] oOpazyer MHHHMAJbHOE KOJIH-
yecTBO SO, HE3aBHCHMO OT KOHLUEHTPanHH cyab(aTtos 1o
cGpaxuBanud. Ha cycno ¢ muskum comepikannem cyibéa-
TOB CTEPHJH3ALMA HE HMEeT C TOYKM 3DeHH: 00pa3oBaHHA
S0; — 3aMeTHOro BJHAHHA, HE3aBHCHMO OT TOrO, MpHMeE-
HAIOTCA-JIH ApOXKIKH oOpasylomue SO, uan ser. Ipu camo-
NPOH3BOJBHOM OpOMKEeHHH cycja KOJAMYecTBO 00pasyiolle-
rocg SO, me npepnimaer 30 Mr/a. ABTOp nojJuepkHBaeT 3Ha-
UeHHe COCTaBa cycda, rJaBHbiM 06pa30oM COTEPIKaHHA B HEM
CEpHHCTHIX AMHHOKHCJOT, TaK Kak OHH BJHAIOT HA CHOCO0-
HOCTb [IpOXKIKeli BOCCTAHABJIHBATH CYJbdaTel B CyabdHTH,
T. €. YBEJMYHBATh CONEDIKAHHE CYIL(HTOB B MOJOJOM BH-
ue. llocTenenno GyayT OTHeHATAHBI PE3VJbTATH NajbHeii-
IIHX HCCJAEN0BATENLCKHX pafoT B 3TOH 06.JacTH.

[14] Wiirdig, G., - Schlotter, H. A.: S0,-Bildung durch Sulfatre-
duktion wihrend der Garung. II. Mitteilung. Beeinflussung
durch das Substrat und die Garungsbedingungen ,Die
Wein-Wissenschaft“, 25, 1970: 283—297.

Minarik, E.: Sulphate to Salphite Reduction by Wine
Yeasts. Kvas. pram. 19, 1973, No. 8, p. 180—182.

Pilot plant experiments carried out in 1972 to study
the ability of three different Saccharomyces strains to
reduce sulphate to sulphite confirmed the conclusions
derived from previous research (1970 and 1971). The
yeasts W 72 and W 36 [Saccharomyces bayanus-pasto-
rianus) produced considerable amounts of SO, in young
wine, especially under certain conditions, viz. when the
must is characterized by initial higher sulphate concen-
tration or when it was sterilized or pasteurized prior to
fermentation. Pure cultures of wine yeasts Hlinik 1
(Saccharomyces cerevisiae) produce little SO, regard-
less of the sulphate concentration in must prior to fer-
mentation. Sterilization has no significant effects on sul-
phite formation when the initial percentage of sulphate
is 1ow regardless of the strain (SO, producing or not).
Spontaneous fermentation of must results in SO, for-
mation not exceeding 30 mg/l. The author underlines
the role of sulphur containing amino acids in must prior
to fermentation, since the composition determines the
ability of the yeasts to reduce sulphate to sulphite, i. e.
the ability to accumulate sulphite in young wine. Fur-
ther results of research will be published in due course.

Mindrik, E.: Sulfatreduktion zu Sulfit durch Weinhefen.
Kvas. prim. 19, 1973, Nr. 8, S. 130—182,

1972 durchgefiihrte Kellerversuche zur Feststellung
der Sulfitbildung durch Sulfatreduktion bei 3 verschie-
denen Saccharomyces -—— Hefearten haben erneut Er-
fahrungen der Jahrgénge 1970—1971 bekriftigt, dass die
s0g. SO;-bildenden Hefen (Wiirdigs Stimme W 72 und
W 36 — Sacch. bayanus-pastorianus) im Jungwein
wéhrend der Gérung mehr Gesamt-SO, bilden, vor allem,
wenn der Most eine erhfhte Ausgangskonzentration an
Sulfat aufweist und/oder dass der Most sterilisiert
[pasteurisiert] worden war. Reinkulturen von Weinhefen
vom Typ Hlinik 1 (Sacch. cerepisiae) bilden minimale
Gesamt-S0,-Mengen ungeachtet des Sulfatgehaltes des
Weines vor der Girung. In Mosten mit einem geringeren
Sulfatgehalt verursacht die Sterilisation des Mostes auch
bei SO;-bildenden Stdmmen keine nennenswerte Er-
hohung der Sulfitbildung. Bei der Spontangédrung ist
eine Gesamt-S0,-Bildung von max. 30 mg/l zu ver-
zeichnen. Es wird auf die Bedeutung der Zusammen-
setzung des Mostes hingewiesen, vor allem auf den Ge-
halt von schwefelhaltigen Aminosdéuren im Most, der
die Féhigkeit der Hefen Sulfat nur bis zu Sulfit zu
reduzieren, bzw. Sulfit im Jungwein zu akkumulieren,
beeinflusst. Weitere Ergebnisse der Forschung in dieser
Richtung sind Gegenstand einer weiteren Arbeit.



