Vplyv sirnych aminokyselin na vyuZivanie sulfitu a tvorbu

sulfitu a sulfidu u vinnych kvasiniek

663.252.41
547.466 546,22

Doc. Ing. ERICH MINARIK, CSc. a Ing. ANTON NAVARA, CSc. Vyskumny§ dstav vinohradnicky a vindrsky, Bratislava

Je znédme, Ze zloZenie mustu ovplyviiuje do zna&nej
miery vyuZivanie sulfdtu vinnymi kvasinkami a tvorbu
siri¢itanu v kvasiacich mu$toch u tzv. SO,-produkujacich
kmefiov. Ukédzalo sa, Ze najmd vyS3ia povodnd koncentra-
cia sulfdtu a inaktivdcia oxida¢nych enzymov mustu
pasterizdciou tto tvorbu znaéne stimuluji (Minarik 1972,
1973a). Naznatili sme tieZ, Ze niektoré sirne aminokyse-
liny méZu vyuZivanie sulfdtu a tvorbu resp. akumuléciu
siri¢itanu poas kvasenia brzdif pripadne aZ znemoZnif
(Eschenbruch 1972a, 1972b). V tomto prispevku uvédza-
me niektoré vysledky pokusov uskutofnengch r. 1973 na
objasnenie tohoto problému.

Material a metodika

Aby sme eliminovali vplyv zloZenia muStu, pouZivali
sme k laboratéornym pokusom syntetickd pddu s 10 %
gluk6zy, 1% l-asparaginu, 0,05 % siranu hore&natého a
0,05.% kyslého fcsforetnanu draselného v destilovanej
vode. 200 ml tekutého prostredia sa plnilo do 500 ml kvas-
nych flia§ s kvasnym uzaverom. Pdda sa sterilizovala 2kréat
v pridiacej pare v 24 h intervaloch vZdy po dobu 30 min.
Po ochladeni sa do pddy dévkovali 2,5 % roztoky metio-
ninu alebo cysteinu v koncentracii 0,5, 1,0 a 1,5 g/l,
alebo sa dézovala zmes oboch aminokyselin v pomere
1:1 tak, Ze v¢slednd koncentrdcia bola opif 0,5, 1,0 a
1,5 g/l

Banky s podou sa potom zaotkovali rdoznymi kmetimi
kvasiniek: W 72 a W 36 (Saccharomyrces pastorianus),
W 25 (Saccharomyces carlsbergensis), Hlinik 1 (Saccha-
romyces cerevisiae) a Myslenice 1 (Saccharoemyces ovi-
formis). Kmene W 72, W 36 a W 25 patria k tzv. SO,-pro-
dukujticim kvasinkdm, kmene Hlinik 1 a Myslenice 1 sa
pouZivaji ako &isté kultiry vo vinarstve v GSSR. PouZi-
val sa vZdy 3 % zédkvas 3—4 dni starych Kkultdr.

Kvasné flaSe sa po zaofkovani uzavreli definitivne
kvasnou trubicou naplnenou glycerolom a okraj flia¥ so
zatkou sa zalial parafinem.

Tabulka 1. Vplyo metioninu na tvorbu sulfitu a sulfidu

Priebeh kvasenia sa sledoval podla tubytku CO; re-
gistrovaného dennym véZenim flia§. 5 t§Zdiiov od za-
¢iatku kvasenia, ked Gbytky na vdhe neboli vdcéSie ako
0,02 g/24 h, sa v kvasnom médiu stanovil sulfat gravi-
metricky podla Rebeleina (1969), celkovy SO, podla
Paula (1954); v jednej sérii pokusov sa stanovil aj siro-
vodik podla BlaZenovej et al. (1954) s modifikacion
podla Navaru (Minéarik a Navara 1973).

Vysledky a ich zhodnotenie

V tabulke 1 vidiet vysledky pokusov s vplyvom metio-
ninu na tvorbu sulfitu a sulfidu pofas alkoholického kva-
senia. Silny inhibi&n§ vplyv oboch aminokyselin je zjav-
ny: 500 mg/l metioninu v prostredi pred kvasenim zni-
Zilo tvorbu celkového SO, o 87,5 aZ 89 % v porovnanf
s kontrolou u vSetkych kmeifiov kvasiniek. Pri 1000 mg/l
metioninu toto zniZenie bolo 85 aZ 88 % a pri 1500 mg/l
metioninu 86 a% 89 V. To prakticky znamen&, Ze uZ 500
mg/l metioninu prakticky zniZilo tvorbu sulfitu u SO,-
produkujicich kmefiov na 11 aZ 12 9% p5vodného mnoz-
stva vytvoreného a nahromadeného sulfitu v prostredi
bez sirnych aminokyselin. :

V ‘tabulke 2 su zhrnuté vysledky vplyvu cysteinu na
tvorbu sulfitu a sulfidu tymi istymi kmefimi kvasiniek.
Inhibicia tvorby SO, vyvolana cysteinom bola pri kme-
fioch W 72 a W 36 takmer tplné (92 aZ 100 %), pri kme-
ni W25 58 aZ 100 % a pri kmeni Hlinik 1 64 aZ 87 %.
Celkové brzdenie akumuldcie SO, bolo najsilnejSie pri
kmefioch W 72 a W 36, teda pri kvasinkdch so silnou
schopnosfou vyuZivania sulfdtu a produkcie sulfitu. Naj-
slabsia inhibicia sa zaznamenala pri ,kultirnych®“ kva-
sinkédch Hlinik 1.

Tvorbu sulfidu kvasinkami sirne aminokyseliny zrejme
neovplyvnili. NenaSiel sa ani vzfah medzi produkciou
sulfitu a sulfidu. Je v8ak zjavné, Ze tzv. SO,-produkujiice
kvasinky vytvaraji podstatne menej sirovodika ako tzv.
normalne kvasinky (Hlinik 1). Tento poznatok moZno

Kontrola 500 mg/l 1000 mg1 1500 mg/l
Kme# Z
kvasiniek so, s so, HS ““;-g"z"’!’ S0, HS “'g-‘;:’f"y so, H,S “‘got:':'by
mgfl gl 1%] mgfl ugfl (21 mg/ ngfl 1%]
W72 221,1 17,04 244 59,64 89 346 119.28 85 30,1 221.60 86
W 36 3120 153,36 39,1 170,40 87,5 41,0 221,52 87 34,6 119,52 89
W 25 173,0 136,32 19,3 170,40 89 20,5 102,24 88 19,3 170,40 a9
Hlinfk 1 1416 204,48 15,4 306,70 89 16,7 289,68 88 16,7 272,60 88
Tabulke 2. Vplyv eystefnu na tvorbu sulfitu a sulfidu
Kontrola ‘ 500 mg/l 1000 mg/i ' 1500 mg/!
Kmes ] | e [ |
kvasiniek S0, S l S0, H,Sl ’“’%&"’Y S0, HS "“%O“'z'b! | so, E oS m‘;-gv‘;rby
I 1 s s 1 s
mgl gl I mg/l sgf 1%1 mg/l #gft 1%] mg/ eglt | ey
|
w72 221,1 17,06 | 106 102,24 92 - 954,24 100 1,0 153,36 100
W 36 312,0 153,36 4.2 76,68 99 B 110,76 100 —_ 357,84 100
W 25 173,0 136,32 72,2 76,68 58 18,6 51,12 89 1,0 119,28 100
Hlinfk 1 1416 204,48 50,6 281,16 64 36,2 289,70 75 18,6 306,72 87
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Tabulka 3. Vyutivanie sulfdétu na tvorbu sulfitu raznymi kmeiimi S$0,-produkujiicich a normalnych kvasiniek
Kmei W 72 1 W 36 | W 25 Hiinik 1 Myslenice 1
| T = | : — ‘
4 |10k Seomnd b vl o 4 | & el % Ear 3 5 3
2 | el b | BB 2 | B =] e S| & = 2 £ y s
= U Bved Snade® ol B | Suaslel | B z 5 E g 5 | 3 = ]
S G g2 u | R o g @ | " =
b = l = ‘ s | by | = (8] = 2 Ty = = < | & = 2z
£ 5 |85 |2 |35 | 3| 88 | 55 | 55 | ¢3 |3 | 85 | e85 |35 | B | &8
| &8 | 88 | §3 5 @ & 5w | §m 5 S I £z = S -
z | F | &8 | £2 | =4 | &8 \n‘!?, | £F | &% | &3 | &8 | & g% | FF | &F | &%
‘ \ \ T [ [ i
Baer | 0 | 952 102,5 | 23,7 | 1010 | 99,9 25,1 | 1125 | 1204 28,0 | 564 56,4 | 14,0 \ 632 | 602 | 157
i 500 | 204 9,6 51 | 236 1280 58 208 | 7,7 5,2 | 227 7.0 | 57 212 85 | 53
g | w00 | 271 s =Nyl 236 96 | 5.9 376 | 198 | 94| 255 64 | 68 | 298 %18
= | 1500 ‘ 324 | 102 | 81 | 321 ‘ 1155 4, 8 436 154 | 109 | 357 8,3 8,9 | 339 1T | 84
| | | = 3
‘ [ T | i [ |
‘ 0 L 952 1025 | 237 | 1010 99,9 ! 25,1 | 1125 | 1204 | 28,0 | 564 l 56,4 | 140 632 60,2 | 157
£ 500 244 32 | 60 | 156 3,2 3,9 257 358 | 63| 383 | 704 | 96 | 241 21,6 6.0
S8 | 000 | 242 3z | 60| s22 |i 792 | 13,0 331 328 | 82| 370 | 48 g2 | 325 | 156 | 'B1
S| 1500 | 454 .2 1,3 | 316 | 32 | 19 298 3.2 ; 74 | 415 28,4 \ 104 | 319 | 48 8,0
| | | | | i
Tabulka 4. Tvorba sulfitu (mg/l) résnymi kmerimi kvasiniek pri sucasnom pridani metioninu a cysteinu [1: 1
| Metionin - C i
{ 2 - Cysteie
Kmeit kvasiniek ' [hez fmf;‘;;il‘_‘s elin]
| ¥ 500 mg/l 1000 mg/1 1500 mg/l
W 72 | 181,4 0,6 i =
W 36 | 219,0 0,6 — =t
W 25 | 236.6 2,2 = i —
Hlinik 1 i 129,4 L = | e
Myslenice 1 | 1414 — st | ; =5

zaznamenaf tak v prostredi s metioninom alebo cys-
teinom, ako aj v prostredi bez tychto sirnych amino-
kyselin. Kmeii Hlinik 1 vytvoril napr. v kontrolnej vzor-
ke 2045 pg/l H,S, v prostredi s metioninom 272,6 aZ
306,7 ug/l H,S a 281,2 aZ 306 ug/l H,S v prostredi s cys-
teinom. SO,-produkujice kmene naproti tomu vytvérali
za inak rovnakych kvasngch podmienok 17 aZ 153 ug/l
H,S v kontrolnej vzorke bez aminokyselin -~ 59,6 aZ 221,5
ug/l HyS v prostredi s metioninom. V méd:u s cysteinom
sa zaznamenali zatial nevysvetlené vykyvy (51,1 aZ 954,2
ug/l H,8). Predpoklad, Ze SO,-produkujtce kvasinky siro-
vodik prakticky netvoria (Dittrich a Staudenmayer 1968},
sa takto nepotvrdil.

V tabulke 3 vidief vplyv metioninu a cysteinu na vy-
uzivanie sulfdtu a tvorbu sulfitu 5 réznymi kmefimi kva-
siniek. VyuZivanie sulfdtu je obidvoma aminokyselinami
znatne brzdené uZ od 500 mg/l. Kontrolné vzorky bez
sirnych aminokyselin vykazovali u SO,-produkujicich
kmefiov 23,7 aZ 28 % vyuZivanie sulfdtu, vo vzorkach
s metioninom len 5,1 aZ 10,9 % a v prostredi s cysteinom
iba 6,0 aZ 13 % wyuZivanie sulfdtu. Normdlne kmene
s men¥ou tvorbou sulfitu vyuZivali sulfat v prostredi bez
aminokyselin na 14,0 aZ 15,7 %, v prostredi s metioninom
len na 5,3 aZ 8,9 % a v prostredi s cysteinom iba na 6,0
az 10,4 % i ot )

Z tohoto vyplyva, Ze metionin a cystein inhibuja sice
pomerne viac kmene tvoriace vela sulfitu ako tzv. nor-
malne kmene, celkova schopnost vyuZivat sulfat je za
pritomnosti sirnych aminokyselin u oboch skupin kvasi-
niek pribliZne rovnaka.

Paralelne s inhibiciou vyuZivania sulfatu brzdia sirne
aminokyseliny aj tvorbu sulfitu a jeho akumulécin
v kvasnom prostredi. Tak sa napr. v prostredi bez amine-
kyselin vytvorilo u kmefiov W 72, W 36 a W 25 takmer
o 100 % viac celkového SO, ako u kmeijia Hlinik 1 (99,9
a? 120,4 mg/l oproti 56,4 aZ 60,2 mg/l); metionin alebo
cystein v prostredi préd kvasenim zniZujd tdto tvorbu
sulfity; "aZ na malé vynimky, na zlomKky tychto hodnot.
Brzdiaci fitinok aminokyselin na tvorbu sulfitu moZno
zaznamenat u oboch skupin kvasiniek.

V daldej sérii pokusov sa sledoval vplyv ‘oboch sir-
nych aminokyselin pritomnych sicasne v prostredi pred
kvasenim. Ako vysvitd z tabulky 4, uz 500 mg/l metioni-

nu a cysteinu (1:1) znemoZiuji prakticky akikolvek
produkciu SO, : kontrolné média bez aminokyselin vy-
kazovali po kvaseni 1294 aZ 236,6 mg/l celkového SO,
za tych istych podmienok kvasenia. V§sledky tychto po-
kusov potvrdili, Ze siasnd pritomnost metioninu a cys-
teinu v prostredi vyvoldva kumulativny u¢inok. Cystein
zniZuje vyuZivanie sulfatu v kvasni®nej bunke a reguluje
zrejme aktivdciu a transport sulfdtu do bunky. Metionin
zniZuje aktivaciu sulfdtu na adenozin-5-fosfosulfat ATP-
-sulfurylazou (Eschenbruch 1972b, Mindrik 1973b). Tym
sa brzdi aj tvorba sulfitu. Vysoké koncentrdcie metioni-
nu a cysteinu saasne pritomnych v kvasnom prostredi
pred kvasenim mdéZu tak vyuZianie sulfdtu aZ dplne zne-
moZnit.

Vietky doterajdie pokusy v tejto oblasti dokazujd, Ze
sulfit sa pofas kvasenia tvori takmer vyluZne redukciou
sulfdtu: u normélnych kmefiov kvasiniek sa sulfit re-
dukuje dalej na sulfid, ktory banky vyuZivaji na syntézu
sirnych aminokyselin metioninu a cystefnu. U tzv. SO,-
-produkujicich kvasiniek sa enzymatickd redukcia zasta-
vuje pri sulfite, ktory sa v prostredi hromadi. Ak maju
kvasinky v prostredi pred kvasenim dostatok metioninu
alebo cysteinu, nemusia tieto aminokyseliny syntetizovat,
#im im odpadd komplikovana a na energiu ndrofnda re-
dukcia sulfatu. Vysledkom toho potom je nielen minimal-
ne vyuZivanie sulfatu, ale aj minimélna tvorba sulfitu.

Skuto¢nost, e SO,-produkujice kvasinky vykazuji sa-
tasne aj vy3Sie percento vyuZivaného (zredukovaného)
sulfatu, kym kmene, ktoré tvoria len méio sulfitu, vyuZi-
vaji aj pomerne maélo siranu, poukazuje na fakt, Ze bun-
kova stena kvasiniek a enzymatickd aktivdcia sulfdtu na
adenozin-5'-fosfosulfat a 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfat
hraji vyznamnd tGlohu pri enzymatickej redukcii sulfatu
i pri nahromadeni sulfitu v kvasnom prostredi (Eschen-
bruch 1972a, 1972b). Ukazali sme, Ze aj povodna kon-
centracia sulfdtu v médiu pred kvasenim tu hrd nemald
ilohu; ovplyviiuje v3ak len kvasinky vytvéi'ajﬁce_ vacsie
mnoZstvo sulfitu (Minarik 1972).

Z praxe je zndme, Ze mudty rdznej proveniencie, ro¢-
nikov a odréd vykazuji zna&né rozdiely v obsahu metio-
ninu a cysteinu. Pri pouZiti toho istého kmefia kvasiniek
alebo spontdnneho kvasenia sa tak moéZu vytvdrat velmi
rozdielne mnoZstva celkového SO,. Doteraz vSak nie je
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vysvetlené, pre€o ten ist§ kmeil tvori za t§ch istych pod-
mienok kvasenia mu$tu sCasti velmi rozdielne mnoZstva
sulfitu.

Pokial ide o tvorbu sulfidu nemoZno zatial jednoznaé-
ne vysvetlit, preto sa pocas kvasenia mudtu nahromadi
niekedy také mnoZstvo sirovodika, Ze mladé vina vyka-
zuja sirku. Vo védéSine pripadov s vSak mnoZstva vy-
tvoreného H,S také malé, Ze sa ani chufove ani vo voni
vina neprejavuji. MoZno vSak predpokladaf, Ze vznik si-
rovodika stivisi predovietkym so zloZenim hroznového
muStu, najmé s pritomnosfou rezidui siry a sirnych zlu-
Cenin z pesticidov; do istej miery sa pripadta aj samotnd
vlastnost kmefia kvasiniek. Dalsie StGdium podmienok
vzniku H,S v kvasiacich mu$toch a v mladych vinach
azda prispeje k objasneniu tohoto tkazu.
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Minarik, E. - Navara, A.: Vplyv sirnych aminokyselin na
vyuZivanie sulfatu a tvorbu sulfitn a sulfidu u vinnych
kvasiniek. Kvas. priim., 20, 1974, ¢. 1, s.-15—17.

Metionin a cystein uinne brzdia vyuZivanie sulfatu a
tvorbu sulfitu pocas kvasenia tzv. SO,-produkujicimi a
normdlnymi kvasinkami. St¢asna pritomnosf oboch ami-
nokyselin méa kumulativhy a zvla3t vyrazny inhibiény

Gc¢inok. Medzi tvorbou sulfitu a sulfidu sa nenasiel Ziadny
vztah. V préaci sa diskutuji teoretické aspekty tfchte
dannosti a zavery vyplyvajlce pre vindrsku prax.

Munapuk, 3. — Hasapa, A.: Bausuue £ THO- o -aMuHO-
TIPONIHOHOBOH M o -AMHHO- y ~-METHI-THOMACASHOH KHCAOT Ha
ACNOAb30BaHKE cyJbdata W 06pa3oBaHHe cyabHTa H CYJb-
thuaa B npouecce cOpaKuBaHUA BHHHBIMH Ipoxikamu. Kgac.
npym. 20, 1974, Ne 1, crp. 15—I17.

MeThonun # HHCTEHMH BecbMa 3Q{EKTHBHO HHTHOGHPYIOT
HCNOJB30BAHHE CYJab(GaToB H 00pa3oBaHHe CyJabdHTOB
B mpolecce cOpaxXHBaHuA Kak OOLIYHBIMH BHHHBIMH JIDOW-
JKaMH, TAK H JPOMKaMH BbUIeasOWHME SO,. OLHOBpEeMeH-
HOE& MpHCYTCTBHe OOeHX NpPHBEIeHHBIX AMHHOKHCIOT HMeeT
B pe3yabTaTe KyMYJSHIO HX BJIHSHHII M pe3Koe YBeauue-
HHe HHTEHCHBHOCTH HHrHOHpoBanHsa. Hukakoll 3aBHCHMOCTH
Mex1y oOpasoBaHueM cyiab(puTOB H CyibGHIOB He GBHIIO
obHapyXeHo. B craTbe paccMaTpHBaeTCs TeOPETHYECKas
cTopoHa npo6.aemMbl H JalOTCA YKa3aHus IO HCIOJB30Ba-
HHIO BBIBEJIeHHLIX 3aKJIOUeHHII HA NPAKTHKE BHHOMEIHA,

Minarik, E. - Navara, A.: Der Einfluss schwefelhaltiger
Aminosduren auf die Sulfataufnahme und auf die Sulfit-
und Sulfidbildung durch Weinhefen. Kvas. prim. 20, 1974,
é.-1, 8. 15—17. -

Methionin und Cystein weisen eine wirkungsvolle In-
hibierung der Sulfataufnahme und der Sulfitbildung
wihrend der Gédrung bei sog. SO,-bildenden und norma-
len Hefen auf. Eine gleichzeitige Anwesenheit beider
Aminoséuren fiihrt zu einer kumulativen und besonders
ausgepridgten Inhibierung. Zwischen der Sulfit- und
Sulfidbildung konnte keine Korrelation gefunden werden.
In der Arbeit werden theoretische Aspekte dieser Gege-
benheiten und Riickschliisse fiir die Praxis den Wein-
produktion besprochen.

Minarik, E. - Navara, A.: The influence of sulphur con-
taining amino aeids on the sulphate uptake and sulphite
and sulphide formation by wine yeasts. Kvas. primm. 20,
1974, €. 1, pp. 15—17.

Methionine and cysteine show an effective inhibition
on the sulphate uptake and sulphite formation during
the fermentation in so called SO,-forming and normal
yeasts. The simultaneous presence of both amino acids
in the medium leads to a cumulated and particularly
strong inhibitory effect. No correlation could be found
between the sulphite and sulphide formation. Theoretical
aspects of these facts are discussed and conclusions for
the practice of winemaking drawn.




