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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim né¢kolika vybranych parametri
askupin latek ve vinech z Ceské republiky. V teoretické &asti prace je popsano
chemické sloZzeni vina, stanoveni jednotlivych latek a aktualni trendy v analyze vina.
Jeji soucasti je také popis kapalinové a plynové chromatografie. V experimentalni ¢asti
je popsana analyza 12 vin. Konkrétné¢ se jedna o stanoveni kyseliny vinné a celkové
kyselosti vina alkalimetrickou titraci, jodometrické stanoveni redukujicich cukru,
spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni aktivity metodami s ABTS a DPPH radikaly
a celkového obsahu fenolickych latek, dale stanoveni fenolickych latek, organickych
kyselin a anthokyani pomoci kapalinové chromatografie a také stanoveni n€kolika

vybranych tékavych latek pomoci plynové chromatografie.

Klicova slova: vino, antioxidacni aktivita, fenolické latky, organické kyseliny,

anthokyany

TITLE: Analysis of selected parameters and groups of compounds in wine

ANNOTATION

This thesis deals with the determination of several selected parameters and
groups of compounds in wines from Czech Republic. Chemical composition of wine,
determination of selected groups of compounds and actual trends in analysis of wine are
described in the teoretical part. It also includes a description of liquid and gas
chromatography. The analysis of 12 wines is described in the experimental part. This
part involves the determination of tartaric acid and total acidity of the wine by
alcalimetric titration, iodometric determination of reducing sugars, spectrophotometric
determination of antioxidant activity by methods with ABTS and DPPH radicals and the
total content of phenolic compounds, determination of phenolic compounds, organic
acids and anthocyanins by liquid chromatography as well as determination of several

selected volatiles compounds by gas chromatography.

Keywords: wine, antioxidant activity, phenolics compounds, organic acids,

anthocyanins
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Uvod

Vino patii mezi oblibené alkoholické napoje. Typicky vznika kvaSenim plodu
révy vinné (Vitis vinifera). Z chemického hlediska se jedna o slozitou smés mnoha
latek. Jeho hlavnimi slozkami jsou voda a ethanol. Nedilnou soucasti jsou také cukry,
organické kyseliny, glycerol, fenolické a mineralni latky a mnoho dalsich, které
se spole¢né podileji na barvé a chuti vina.

Sledovani zastoupeni jednotlivych latek ve viné mé& vyznam piedevSim
pro vinaie. Pro né je dilezitd analyza jiz pred sklizni hroznl stejné jako v prubéhu
vyroby vina ¢i u findlniho vyrobku. Tyto poznatky jsou dilezité pro kontrolu procesu
vyroby vina a také pro posouzeni kvality. Analyza vina je dilezitd také z hlediska
autenticity.

Z pohledu konzumentii je zajimavé zejména sledovani mnozstvi fenolickych
latek a s nimi spojené antioxida¢ni aktivity. Ve viné€ se vyskytuje resveratrol, katechin,
epikatechin, fada fenolickych kyselin a mnoho dalSich latek, které plsobi jako
antioxidanty. To jsou latky pusobici proti volnym radikalim, které jsou zodpovédné
za vznik chronickych onemocnéni. Na druhé strané¢ je vSak nutné pomyslet
také na negativni toxikologicky vliv ethanolu.

K analyze vina se vyuzivd mnoha tradi¢nich titracnich ¢i spektrofotometrickych
metod. V dnesni dob¢ uz je zcela bézné pouziti kapalinové chromatografie ve spojeni
se spektrofotometrickou detekci nebo plynové chromatografie s hmotnostni detekci.
Trendem posledni doby je pouzivani rychlych nedestruktivnich metod bez slozité

upravy vzorku.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Vino

Vino je tradi¢ni alkoholicky népoj s velkym komerénim vyznamem, ziskdvany
fermentaci hroznového mostu [1].

Vino provazi lidstvo jiz od praddvna. Nejstar§i dikaz o vinafstvi pochazi
z jizniho Kavkazu z obdobi 6 000 let pf. n. 1. Odtud se vinné hrozny zacaly rozsifovat
do Mezopotamie, Palestiny a Egypta, aZ si postupné podmanily celé Sttedomofi.
Naproti tomu v Severni Americe méa vinafstvi relativné mladou historii. Spanglsti
misionafi zde zacali zfizovat vinice teprve pred 250 lety. Od dob svého uvedeni bylo
vino piijato v mnoha kulturdch a spoleCnostech, stalo se soucasti kulturnich
a nabozenskych udalosti, ale pfedevsim je vhodnym doplikem dobrého jidla, nebo jen
napojem, ktery lze sdilet s prateli [2-3].

Vino lze klasifikovat z mnoha riznych hledisek. Podle barvy se rozlisuji vina
¢ervend, bila a rizova. Dale Ize vino definovat na zakladé sladkosti, obsahu alkoholu
aoxidu uhli¢itého, podle odridy hrozni, fermentace a procesu dozravani
nebo zemépisného ptivodu [1]. Jednim z hledisek déleni mize byt také déleni na vino
,odrudové® nebo ,,smésné*. Rozdilem je, ze odriadové vino je vyrobeno z jediné odrudy
hroznti, respektive dle zdkona musi obsahovat minimalné 75 — 85 % uvedené odridy,
zatimco smésné vino tvoii nékolik odrid hroznl stejného roéniku. Kvalitou nejsou
smesna vina horsi nez odradova, dokonce tomu muze byt naopak. Vinohradnictvi, které
pouziva smes odrad, mize byt vyhodnéjsi a jednodussi, nebot’ charakteristiky raznych

odrad se mohou vhodné dopliiovat [4].
1.1.1 Vinna réva

Hrozny révy vinné, jakozto zdkladni suroviny pro vyrobu vina, se skladaji
z tftapiny a bobuli. Bobuli tvofi slupka, duznina a semena. Trapina je zdfevnatéla
rostlinnd struktura, ktera obsahuje velké mnozstvi polyfenoli. Slupka aromatickych
hroznti, jako je naptfiklad Muskat, se vyznacuje pfitomnosti polyfenolli (antokyany
a katechiny) a aromatickych sloucenin (terpeny). Pro duzninu jsou typické organické
kyseliny (vinnd, jableCnd ¢i citronovd), cukry a v malém mnozstvi aromatické
slouceniny a polyfenoly [4].

Hrozny obsahuji velké mnoZstvi rozmanitych sloucenin a na jejich zastoupeni

ma velky vliv pida, na které jsou péstovany. Fyzikalni a chemické vlastnosti pudy
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ovlivituji rist révy i absorpci Zivin. Ziviny jsou snadngji absorbovany z ptd mirnd
alkalického aZz neutrdlntho pH. Koncentrace véapniku a drasliku spolu s pidnimi
mikroorganismy mohou ovlivilovat obsah cukru a taninu ve vinnych hroznech. Podobné
pudy bohat¢ na fosfor a vapnik podporuji akumulaci cukru, tvorbu aromatt
a antokyanint. Také mnozstvi sloZzek v ramci stejné odrudy je ovlivnéno vegetaénim
obdobim, ekologickymi a klimatickymi podminkami, chorobami rostlin, typem pudy,
zeme&pisnou polohou i zralosti. V suchém podnebi ma na rist vinné révy, velikost bobuli

i vynos velky vliv zavlazovani [5-6].
1.1.2 Vyroba vina

Vyroba vina, neboli vinifikace, zahrnuje proces od vybéru hrozni vinné révy
aZ po plnéni lahvi findlnim produktem.

Hrozny se z vinic na severni polokouli sklizi od poloviny fijna do zaatku
listopadu, sklizen na jizni polokouli probiha od poloviny unora do zacatku biezna.
Hrozny vinné révy, pouzivané pro vyrobu vina, musi byt zdravé, bez napadeni plisnémi
¢i bakteriemi a vyroba vina by méla byt provedena co nejdiive od doby sklizné,
aby se zabranilo vzniku vad u zdravych hrozn.

Prvnim krokem vyroby vina je drceni hroznii a vyroba moStu. Béhem
této ¢innosti se tfapina odd¢li od bobuli a po rozdrceni samotnych bobuli vznikd rmut.
Poté se pridavaji kulturni kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae, oxid sifi¢ity
a zZiviny.
¢imZ usnadni aktivitu ptidanych kulturnich kvasinek, dale inhibici oxida¢nich enzymu,
které by zptisobily zménu barvy az zhnédnuti.

Po 8 — 10 hodiniach od inokulace kvasinkami za¢ind primarni alkoholové
kvaSeni, které trvda 8 — 10 dni. Béhem této doby kvasinky vyuZivaji cukry v mostu,
mnoZi se a vytvareji oxid uhli¢ity a alkohol. Teplota béhem fermentace ovliviiuje chut’
kone¢ného produktu i samotnou rychlost procesu. Pro Cervend vina se pouZivaji
fermentacni teploty 25 — 28 °C, zatimco u bilych vin jen 20 — 25 °C. Bé&hem
alkoholového kvaseni vznikaji i vedlejsi produkty jako je glycerol, kyselina octova,
vyssi alkoholy a acetaldehyd. Pritomnost téchto latek se podili na vysledné kvalité vina.

Rmut pouzivany pro vyrobu ¢erveného vina obsahuje slupky i semena a béhem

alkoholového kvaSeni vino ziskdva svou barvu a také tanin. Bilé vino kvasi
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bezprosttedné po oddéleni mostu od slupek a semen. Rozdilny postup vyroby bilého
a ¢erven¢ho vina znazornuje obrazek 1.

Po celkovém vyuziti cukru mize dojit k malolaktické neboli jable¢no-mlééné
fermentaci, coz je proces pouzivany hlavné pro vina cervend. Specifické kmeny bakterie
Oenococcus oeni pievedou kyselinu jable¢nou na jemnéjsi kyselinu mléénou a dojde tak
ke sniZeni titracni kyselosti a ke zvySeni pH. Tato fermentace mtze byt provedena
pouze tehdy, je-li pH vyssi nez 3,2 a teplota vyssi nez 20 °C. Malolakticka fermentace
se provadi po dobu 2 — 4 tydnd, poté je vino pirevedeno do jinych nadrzi pro finalni

zpracovani vina, konkrétné Cefeni, filtraci a zrani [4,7-8].

| - AAKL
-.,:._’.’r'v‘h-) *n*u:u

Sklizen Odstopkovani a drceni Lisovani Fermentace’ Staceni, Cireni a filtrace Zranivina Lahvovani
Cervené vino

’, P
ﬁ(—»%‘»»w» »"»ééé

Sklizen Odstopkovani, drceni Lisovani  Fermentace a nasledna Stéceni, Cifeni a filtrace Zrani vina Lahvovani
a macerace ? malolakticka fermentace #

Bilé vino

Obrazek 1: Schéma vyroby bilého a éerveného vina; Prevzato z: [7]

1.1.3 Vinaistvi v Ceské republice

Sazenice révy vinné se na uzemi Moravy dostaly v dobach fimské kolonizace.
Pé&stovani vinné révy i vyroba vina se tak staly nedilnou soucésti bézného Zivota
na naSem Uzemi.

V Ceské republice se nachazeji dva vyznamné regiony péstovani révy vinné.
Nazyvaji se vinafskd oblast Morava a vinafska oblast Cechy. Vinaiska oblast
je charakterizovana zna¢né¢ podobnou odridovou skladbou. Pod vinaiskou oblast
spadaji vinai'ské podoblasti, které se vyzna€uji podobnou tradici péstovani vinné révy
spoleéné¢ s kulturnimi tradicemi, jsou si blizké 1 odridovou skladbou
a charakteristickymi vlastnostmi vina. Vinafskou oblast Morava tvoii Ctyii vinatské
podoblasti — Znojemska, Velkopavlovicka, Mikulovska a Slovacka. Vinafska oblast
Cechy se sklada ze dvou vinaiskych oblasti — Mélnické a Litoméfické. Mapa

zndzorfuyjici rozlozeni vinarskych podoblasti je na obrazku 2. Nejmensim regionalnim
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utvarem je vinaiska obec. Takto je nazyvana obec, v jejimz katastru je péstovana vinna
réva na registrované vinici nebo vinicni trati.

Celkova plocha vinic v Ceské republice zabirda vice nez 18000 ha.
Z péstovanych odrid bilého vina u nas prevlada Miiller Thurgau, Veltlinské zelené,
Ryzlink rynsky, Ryzlink vlassky ¢i Sauvignon. Mezi modrymi odridami dominuje

Svatovaviinecké, Frankovka, Zweigeltrebe, Rulandské modré a Modry portugal [9-11].

- ¥
N L AMELNIK . :

$, v ®

PRAHA®

Obrizek 2: Mapa vinai'skych oblasti a podoblasti v Ceské republice; Prevzato z: [12]

1.2 Chemické slozeni vina

Vino je slozita matrice, obsahujici n€kolik set sloucenin, ptitomnych v riznych
koncentracich. Zastoupeni jednotlivych slou€enin zdvisi zejména na sloZeni hroznl
a nasledné na vyrob¢ vina. Mezi dominantni slozky patii voda, ethanol, glycerol, cukry,
organické kyseliny a mineralni latky. V niz$ich koncentracich Ize nalézt i jiné alifatické
a aromatické alkoholy, dale aminokyseliny a fenolické slouceniny.

Poznatky o slozeni vina jsou dulezit¢ z mnoha divodd. Analyza fenolickych
slouéenin ma velky vyznam vzhledem k organoleptickym vlastnostem vina. P¥itomné
antokyany jsou zodpovédné za barvu cerveného vina, kondenzované tiisloviny
za sviravost. Fenolické slouc¢eniny maji navic antibakteridlni a antioxidac¢ni ucinky.
Odrtda vinné révy, zemépisny ptivod a rok vyroby ovliviiuji chut’ vina i zastoupeni

aminokyselin a antokyant [6,13-14].
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1.2.1 Alkoholy

Jak v 1ékafstvi a biotechnologii, tak i v potravinaiském primyslu ma analyza
ethanolu velky vyznam kvili jeho toxikologickym a psychologickym u¢inkdm.
Zejména ve vinafském pramyslu je vyznamné souvislé sledovani ethanolu a glukozy.
Tyto parametry spole¢né uréuji nejen kvalitu a zvlastni chut’ vina, ale zejména Vv ptipadé
potieby umoznuji rychly zasah do fermentacniho procesu. Tato moznost dokaze predejit
pozdéjsim ekonomickym ztratam [15].

Na obsah ethanolu ve viné ma nejvétsi vliv mnozstvi cukru v hroznech.
S rostoucim obsahem cukru stoupa mnozstvi ethanolu vzniklého béhem alkoholového
kvaseni za pritomnosti kvasinek. Problém s obsahem ethanolu nastava u specialnich vin,
kterd jsou sklizena del$i dobu po dozrani, nebo se nechdvaji sesychat a tim dochazi
ke zvyseni cukernatosti [2].

Ptitomnost ethanolu je nezbytna pro pozvednuti smyslovych vlastnosti riznych
slozek vina. Jeho nadmérné mnozstvi vSak muze vyvolat vjem oznacovany jako
,horkost* a miize maskovat celkovou vini a chut’ vina. Trendem posledni doby se tak
stala vyroba vin s niz§im obsahem alkoholu. Obsah alkoholu klasického stolniho vina
se obvykle pohybuje v rozmezi 9 — 15 objemovych procent, ovSem naprosta vétSina vin
obsahuje jen 11,5 — 13,5 % obj. ethanolu [2,16].

Glycerol je jednim z vedlejSich produktt alkoholového kvasSeni. Je to bezbarva,
netékava sloucenina bez zapachu s vysoce viskozni povahou. Podili se na plnosti chuti
vina, ovlivitluje také jeho sladkost. V suchych a polosladkych vinech se nachazi
5 - 14 g/l glycerolu. Cervena vina mivaji vy$si koncentrace glycerolu neZ vina bilé.

Vyssi alkoholy, zndmé také pod ndzvem pfiboudliny, jsou sekundarni
metabolity kvasinek a mohou mit pozitivni 1 negativni dopady na chut’ a aroma vina.
Optimalni hladiny vysSich alkoholli dodéavaji vinu pffjemny ovocny nadech, zatimco
nadmérné koncentrace mohou mit za nasledek neptijemny ostry zapach. Vyssi alkoholy
Ize rozdélit na aromatické a alifatické. Alifatické alkoholy zahrnuji napf. propanol,
isoamylalkohol, isobutanol a amylalkohol. Z aromatickych alkoholii se ve viné nalézaji
napi. 2-fenylethylalkohol a 2-(4-hydroxyfenyl)ethanol [16].
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1.2.2 Cukry

Cukry se fadi mezi esencialni slozky vina nezbytné pro alkoholové kvaseni.
Mnozstvi fermentovaného cukru urcuje hladinu alkoholu ve viné a také mnozstvi
zbytkového cukru.

Tyto monosacharidy maji stejny empiricky vzorec, CgH120¢, ale odlisnou strukturu,
ktera vyznamné urcuje jejich fyzikalné-chemicke vlastnosti. Rozdilna struktura glukozy
a fruktézy je znazornéna na obrazku 3. Hroznové mosty obvykle obsahuji stejné

mnozstvi glukozy i fruktdzy. Celkové to mize byt 160 — 300 g/l.

Glukdza Fruktoza
H

Nolad HyOH
H-C—OH =0
HO—G—H HO-C—H
H-C—OH H—C—OH
H—C—OH H-C-OH

H2>CH H2CH

Obrazek 3: Struktura glukozy a fruktozy; Pievzato z: [17]

Oba monosacharidy jsou kvasinkami fermentovany za vzniku ethanolu, oxidu
uhlic¢itého, glycerolu a dalSich sloucenin. Kvasinky vsSak vykazuji o néco vétsi
preferenci ke glukdze nez k fruktdze a tim se podstatné 1isi spotfeba obou cukrii béhem
fermentacniho procesu. Dusledkem je ptevaha frukt6zy v poslednich fazich fermentace,
kdy jsou kvasinky vystavovany stresovym podminkam z divodu vysokého obsahu
alkoholu a nedostatku dusiku. Kromé toho je fruktéza pftiblizn€¢ dvakrat sladsi
nez glukdza, coz zpiisobuje nezadouci pocity sladkosti u suchych vin. Z téchto divodi
jsou pro vinafsky primysl zajimavé kvasinky s vysS§i schopnosti fermentace
fruktozy [18-19].

Koncentrace zbytkového cukru je méfitkem mnozstvi pevnych cukri v daném
objemu vina po skonfeni fermentace a jakéhokoli ptidavku cukru pifi vyrobé vina
sladkého. Mnozstvi zbytkového cukru se vyjadiuje v gramech cukru na litr vina nebo
v procentech hmotnosti na objem [19]. Dle obsahu zbytkového cukru po dokonceni
fermentace jsou vina klasifikovana do ¢tyf skupin. Jsou to vina suchd, kterd obsahuji

méné nez 4 g/l cukru; vina polosucha s obsahem 4 — 12 g/l cukru; polosladka vina
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s koncentraci 12 — 45 g/l cukru a sladka vina, obsahujici dokonce vice nez 45 g/l

cukru [20].
1.2.3 Organické kyseliny

Vino obsahuje velké mnozstvi organickych kyselin. Z organickych netékavych
kyselin ptevladaji kyseliny vinna a jable¢na (obrazek 4), které tvoii az 90 % titracni
kyselosti hroznové $tavy. V mensim mnozstvi jsou ve viné zastoupeny také kyseliny
citronova, mlécna, jantarova a ketokyseliny. Soucasti vina jsou také t€kavé kyseliny,
charakteristické kratkym uhlikovym fetézcem. Obsah t&€kavych kyselin ve viné
se obvykle pohybuje v rozmezi 500 — 1000 mg/l. Toto mnozstvi odpovida 10 — 15 %
z celkového obsahu kyselin. Nejvétsi zastoupeni, obvykle 90 % vsech tékavych kyselin,
zaujima kyselina octova. Dal§i dvé vyznamné Kyseliny jsou kyseliny propionova
a hexanova, které¢ jsou produkovany v dasledku metabolismu mastnych kyselin

kvasinkami a bakteriemi [16].

OH O 0
. HO
HO " OH OH
O OH O OH
Kyselina vinna Kyselina jablecna

Obrazek 4: Struktura kyseliny vinné a jableéné; Prevzato z: [21]

Titracni kyselost a hodnota pH jsou dany typem a koncentraci kyselin.
Pti ur¢itych klimatickych podminkdach muiZe vzniknout nerovnovaha kyselin. Stejny
problém miize byt zptsoben vznikem kyselych sloucenin v hroznech a jejich naslednou
fyzikalni nebo mikrobialni modifikaci béhem procesu vyroby vina. Kyselost vina
je tedy nutné sledovat a upravovat. Upravu kyselosti vina lze provést piidavkem
kyseliny vinné, n¢kdy i kyseliny jable¢né a citronové, vzdy v zavislosti na pravnich

predpisech zemé [16].
1.2.4 Mineralni latky

Znalost obsahu nékterych mineralnich latek ve viné je dulezitda z nékolika
hledisek. Sleduje se z divodu vlivu téchto latek na zdravi Clovéka, kvili moznym
toxikologickym rizikiim, za u¢elem dodrzeni zdkonnych limitii a také pro jejich dopad

na stabilitu vina. Mineralni profil vin byl také zamyslen jako mozny ,,0tisk prstu®, ktery
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by mohl byt pouzit pro charakterizaci vin podle jejich zemépisného piivodu. Mineraly
jsou totiz nejvhodnéjsimi slozkami pro selektivitu podle zemépisného ptivodu, protoze
ptinaseji pfimy vztah ke slozeni ptdy, na které byla vinna réva péstovana.

Obsah minerald je ovlivnén nékolika faktory. Pfirodni zdroj hraje hlavni roli
Vv celkovém prispévku kovil ve viné a odrazi geochemii pidy. Koncentrace mineral je
charakteristickd a je ovlivnéna zralosti hroznti, odriddou hroznd, typem pady
a klimatickymi podminkami béhem ristu hroznti. Obsah kovli sekundarniho ptvodu
je spojen s vn&jSim zneCiSténim révy béhem rdstu nebo s riznymi fazemi vyroby
od sklizn¢ az po lahvovani a sklepeni. Kontaminace hrozn béhem jejich ristu mize
pochéazet z pidy nebo ze zneciSténi zivotniho prostiedi. Mezi antropogenni zdroje
kontaminace patii aplikace pesticidl, fungicidii a hnojiv béhem vegetacniho obdobi
hroznti. Tyto postupy vedou ke zvySeni mnoZstvi prvki jako je arsen, kadmium, méd,
mangan, olovo a zinek. Béhem vyrobniho procesu mize dojit ke kontaminaci béhem
dlouhodobého kontaktu vina s materidly, znichz jsou vyrabény rtzné dily stroj,
potrubi ¢i sudt. Disledkem byva zvySeni obsahu hliniku, kadmia, chromu, médi, zeleza

nebo zinku [22].

1.2.5 Fenolické latky

Zastoupeni fenolickych latek je dulezitym aspektem vysoce kvalitnich vin. Jedna
se o rozmanitou skupinu sekundarnich metabolitt rostlin, které se vyskytuji jak
v hroznech, tak ve viné.

Fenolické latky ve viné se obvykle déli na dvé velké skupiny, flavonoidy
a fenolické kyseliny. Flavonoidy tvoii vice jak 85 % celkovych fenolickych slozek
Cerveného vina. Nejbéznéjsimi flavonoidy vina jsou flavonoly (kvercetin, kaempferol,
myricetin), flavan-3-oly (katechin, epikatechin, taniny) a antokyany (kyanidin,
malvidin, petunidin, peonidin). Mezi fenolické kyseliny patfi derivaty kyseliny
skoficové a kyseliny benzoové. Dalsi mensi skupinu fenolickych latek predstavuji
stilbeny a glykosidy stilbenu, jejichz nejznamé&js$im zastupcem je trans-resveratrol.
Fenolické slouceniny jsou zodpovédné za sviravost a hotkost a jsou nezbytné
pro barevnou stabilitu vina. Fenolicky profil vina je ovliviiovan rliznymi vinaiskymi
postupy a technikami, ale zejména odridou vinné révy a oblasti, kde se péstuje.
Cervené vino obvykle obsahuje vice jak 500 mg flavonoidd v 1 litru vina, bilé vino

obsahuje flavonoidd méné [1,3,6,23-25].

17



Kromé chutovych vjemut a barvy se fenolické slouceniny vina vyznacuji silnou
antioxidacni aktivitou. Jejich antioxidacni ucinek je dokonce silnéjsi nez vitamini C
a E. Jako pozitivum zminovanych antioxidantl je vyzdvihovano hlavné snizeni rizika
vzniku aterosklerdzy a kardiovaskularnich onemocnéni [26].

Katechin a epikatechin jsou nejb&znéjsi optické izomery nalézajici se v ptirode.
Katechin je pravotocivy a epikatechin jeho levotoc¢ivy izomer. Struktura téchto izomert

je vidét na obrazku 5. V ¢erveném vin¢ jsou prevladajicimi flavanoly [27].

Katechin Epikatechin

Obrazek 5: Struktura katechinu a epikatechinu; Prevzato z: [21]

Mnoho studii se zabyva pifinosem konzumace Cerveného vina ve spojeni
s obsahem katechinu. Vyzdvihovan je jeho silny antioxida¢ni ucinek na lidsky
organismus. Podili se na blokovani nekontrolovaného rtistu bunéénych linii rakoviny
prostaty a prsu. Katechin je pro zdravi velice pfinosny, ackoli se pfi procesu vinifikace
do vina extrahuje pouze jeho ¢ast z celkového obsahu v hroznech.

Pro své blahodarné ucinky je sledovan také epikatechin, ktery ma ochranny
ucinek na erytrocyty, zabranuje lipidové peroxidaci a inhibuje agregaci krevnich
desticek [27].

Resveratrol (3,4¢,5-trinydroxystilben), je fenolicka sloucenina ze skupiny
stilbentl, znazornéna na obrazku 6. Vyskytuje se jak ve slupce hroznt, tak v semenech.
Pro vinnou révu i dalsi rostliny slouzi jako fytoalexin, latka slouZzici k obrané proti
fungicidnim infekcim. Koncentrace trans-resveratrolu v ¢erveném ving, ktera je jeho

dominantni formou, se pohybuje v rozmezi hodnot 0,1 — 5 mg/I.
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Obrdzek 6: Struktura resveratrolu; Pifevzato z: [21]

Bylo prokazano, ze resveratrol reguluje metabolismus lipidi a inhibuje oxidaci
lipoproteinti s nizkou hustotou a agregaci krevnich desti¢ek. Mtize poskytovat ochranu
proti kardiovaskuldrnimu onemocnéni, ma protizdnétlivé a protinadorové ucinky.
Proto patii mezi nejsledovangjsi fenolické latky ve ving [1,28-30].

Taniny lze klasifikovat jako monomerni, oligomerni a polymerni flavan-3-oly
neboli kondenzované tiisloviny. Vyskytuji se ve slupce a semenech hrozni a podileji se
na kvalité vina. Ptispivaji k senzorickym aspektiim, jako je barva, hofkost, sviravost
a struktura vina. Vhodnym ptidanim enologickéno taninu pied procesem fermentace Ize
pozitivné ptispét ke stabilizaci barvy a zachovani aroma béhem starnuti cerveného vina.

Taniny 1lze rozd¢lit do dvou skupin na kondenzované taniny,
tzv. proanthokyanidiny, pochdzejici z hrozni a hydrolyzovatelné tiisloviny, ptfitomné
v dubu. Hydrolyzovatelné taniny pochazejici z dubovych sudi maji vyssi antioxidacni
aktivitu nez nékteré taniny extrahované ze slupky nebo semen hroznli. Nadmérné
piidavani exogennich enologickych taninti vSak mize mit za nasledek dramaticky
pokles celkového obsahu fenolickych latek po alkoholovém kvaSeni a negativné
ovlivnit pocit v ustech a strukturu vina [1,31].

Fenolické Kyseliny jsou dulezité neflavonoidni slouceniny pfitomné v hroznech
k vlastnostem jako je sviravost a hotkost. Fenolické kyseliny jsou sekundarni rostlinné
metabolity. Jedna se o hydroxylované derivaty kyselin benzoové a skoficové.
Oba druhy derivati maji svj biosynteticky pivod v aromatické aminokyseling
L-fenylalaninu [32-33].

Nejbéznéjsimi derivaty kyseliny benzoové ve vin€ jsou kyselina galova,
gentisova, p-hydroxybenzoovd, protokatechuova, syringova, salicylova a vanilova.
Tyto kyseliny se ve viné nachdzeji piedevSim ve volné formé. V nejvySSich
koncentracich lze nalézt kyselinu galovou. Ta nepochazi pouze ze samotného hroznu,
ale je také tvofena béhem hydrolyzy kondenzovanych tanini [34]. Mezi derivaty
kyseliny skoficové patii napt. kyselina kavova, chlorogenova, ferulova a p-kumarova.

Nekteré vyznamné Kyseliny jsou zobrazeny na obrazku 7.
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Obsah fenolickych kyselin ve viné ovliviiuje nejen aromatickou rovnovahu,
ale také chemickou stabilitu, pH a tedy i kvalitu vina. Proto je stanoveni fenolickych
kyselin ve vin¢ dulezita pro kontrolu kvality, stejné tak se stava nutnosti béhem procesu

vyroby vina [33].

O O._OH

HO Q
CH
OH
HO H;CO OCH;
OH HO OH
Kyselina galova Kyselina p-hydroxybenzoovda Kyselina syringova
O.__OH Q Q
OH X OH
OH
HO HO
OCHj3 OH

Kyselina salicylovd Kyselina vanilova Kyselina kdvova

Obrazek 7: Struktura kyseliny galové, p-hydroxybenzoové, syringové, salicylové, vanilové
a kavové; Pievzato z: [21]

1.2.6 Aromatické latky

Aromatické latky ve viné jsou diilezité zejména proto, ze piispivaji ke kvalité
vysledného produktu. Kombinaci raznych aromatickych sloucenin, jako jsou alkoholy,
estery, organické kyseliny, aldehydy, ketony ¢i terpeny, vznika charakter vina
a odlisnost mezi jednotlivymi druhy vina [35].

Rozmanitost aromatickych sloucenin ve vin¢ je obrovska a jejich koncentrace
se pohybuje v rozmezi od nékolika ng/l po hodnoty v mg/l. Dominantni vliv na vini
vina maji vyS$$i alkoholy, kyseliny a estery. Tyto latky jsou dilezité také pro ostatni
smyslové vlastnosti a kvalitu vina. Nicmén€ ne vSechny tyto slouceniny pftispivaji
K vyslednému aromatu ve stejné mife. Pfispévek konkrétni slouceniny souvisi
miiZze byt detekovana ¢ichem. Pomér mezi koncentraci a prahovou hodnotou aromatické
latky umozniuje odhadnout piinos urcité slouceniny na aroma vina. Vedle aromatickych
sloucenin pochazejicich z hroznti dochazi také k jejich tvorbé béhem fermentace
a starnuti. Pro vinafe je proto nezbytné sledovani aromatickych latek jiz béhem

fermentacniho procesu [36-37].
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Estery, dilezit¢ aromatické slouCeniny vina, se Casto vyskytuji ve stopovych
mnozstvich. Celkova koncentrace vSech esteri obvykle neptekracuje koncentraci
100 mg/l. Jsou dulezité pro chutovy profil a maji asto synergicky ucinek. Jelikoz je
vétSina esterti pfitomna V koncentracich kolem jejich prahové hodnoty, mohou mit
I drobné zmény jejich koncentrace dramaticky vliv na chut’ vina.

Estery obecné vznikaji reakci alkoholu a kyseliny. Estery vina lze rozdélit
do dvou skupin. Jednak ty, které vznikaji enzymaticky, dale ty, které se tvoti béhem
starnuti vina chemickou esterifikaci mezi alkoholem a kyselinami pii nizkém pH.
Enzymatickd syntéza esteri je katalyzovana esterdzami a lipazami, které jsou
produkovany mikroorganismy nebo alkoholovymi acetyltransferazami.
Mezi enzymaticky vytvofené estery patii ethylacetat, ethylbutanoat, ethylhexanoat
¢1 ethyloktanoat.

Diky svému slozitému charakteru je vino vystaveno nepietrzitym zménam
ve slozeni a to nejen béhem skladovani, ale dokonce i po otevieni lahve. Pfi€¢inou mize
byt hydrolyza a esterifikace nebo oxidace estert v souvislosti s hydroxylovymi
radikaly [38].

1.2.7 Dusikaté latky

Mezi dilezité dusikaté latky vina patfi aminokyseliny a amoniové ionty. Jsou
to esencialni riistové faktory pro spravnou realizaci a riust kvasinek a bakterii béhem
alkoholové a malolaktické fermentace. Dusik obsazeny v aminokyselinadch pfedstavuje
30 — 40 % celkového mnozstvi dusiku ve vingé. Aminokyseliny pfitomné v hroznovém
mostu jsou vyuzity jako Ziviny pro rust kvasinek a bakterii, jelikoz slouzi jako zdroj
dusiku b&hem fermentace. Mnozstvi aminokyselin zavisi na odriadé hroznu, regionu,
roce sklizné€ a riznych vinatskych technologiich.

Biogenni aminy jsou téz obsazeny v hroznovém mostu, nékteré navic vznikaji
dekarboxylaci svych prekurzorovych aminokyselin v disledku puasobeni kvasinek
béhem alkoholového kvaseni, bakterii mlécného kvaseni béhem malolaktické
fermentace nebo jinych kontaminujicich mikroorganismi. Polyaminy jako je agmatin,
spermin a spermidin jsou pro zdravi ¢lovéka prospé$né, podileji se na ristu a proliferaci
bunék. Mohou byt uzitecné pro pacienty po operaci, pii hojeni ran a pro rust a vyvoj
novorozeneckého traviciho systému. Jiné aminy, konkrétné histamin, tyramin,
2-fenylethylamin, putrescin nebo kadaverin, maji na zdravi ¢lovéka negativni vliv.

Pro citlivé jedince mohou byt piivodcem nevolnosti, bolesti hlavy ¢i dychacich potizi.
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Z tohoto diivodu néekteré zemé stanovily zakonné nebo doporucené limity koncentraci

histaminu ve ving [39-41].

1.3 Analyza vina

Vino je slozitou matrici mnoha latek. Sledovani chemického slozeni hrozni
a vin je zapotiebi k ur€eni zralosti hrozni, ke kontrole procest zpracovani a starnuti
vina a také k analyze autenticity vina. Znalost obsahu jednotlivych latek je také

zapotiebi pro vyrobu vin s konstantni kvalitou [42].
1.3.1 Hodnoceni zralosti hrozni

Vyznamna je peclivda kontrola kvality hroznii béhem dozravani, zejména
v pozd¢jSich fazich, a pii sklizni, nebot’ slozeni hrozni pii sklizni je hlavnim
pfispévatelem pro budouci kvalitu vina. Dozrdvani hrozni je vinafi peclivé
monitorovano. Zaklada se na méfeni jednoduchych parametri jako je cukernatost
hroznti, hodnota pH, titra¢ni kyselost, vizualni kontrola a kontrola chuti ovoce.
piimo na vinici pomoci ru¢niho nebo stolniho refraktometru, ptipadné po vylisovani
moStu s pouzitim mostoméru. Cukernatost hroznti se méfi ve stupnich normalizovaného
moStoméru ("NM). Tato stupnice udava mnozstvi cukru v kg na 100 litrd mostu.
Hodnota cukernatosti, kterou lze upravit piidavkem fepného cukru nebo zahusténého
mostu, pfedstavuje potencialni obsah alkoholu ve viné.

K hodnoceni zralosti se dale pouziva zjistovani obsahu kyselin, nebot’ odrazeji
metabolickou aktivitu bobuli. Alkalimetrickou titraci se stanovuje celkova kyselost.
S obsahem kyselin, zejména pomérem kyseliny vinné a jable¢né, souvisi také hodnota
pH. Ta se v priabéhu zrani hroznti méni v rozsahu 2,5 — 3,5 a méti se pomoci pH-metru.
Hodnoty pH nad 4 maji negativni vliv na kvalitu hrozni z pohledu mikrobialni
kontaminace ¢i nestability barvy cervenych vin. Optimdlni hodnota pH moSth
je nezbytna pro kvalitni pribéh kvaseni a rozvoj pozitivni mikroflory, tuto hodnotu je
mozné upravit pfidavkem kyseliny vinné.

Senzorické hodnoceni hrozni se sklddd zhodnoceni bobuli na hroznu

a detailniho rozboru bobule, zahrnujiciho pohled na slupku, duzinu i semena [20,43].
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1.3.2 Hodnoceni kvality vina

Kvalita vina se obecné hodnoti pomoci fyzikalné-chemickych a senzorickych
vlastnosti. Bézn¢ pouzivané fyzikalné-chemické laboratorni testy pro charakterizaci
vina zahrnuji stanoveni hustoty, obsahu alkoholu nebo hodnoty pH vina, zatimco
senzorické testy se opiraji piedev§im o dovednosti lidského vnimani. Z pohledu jakosti
vina je nejdulezitéjsi pravé smyslové, neboli senzorické, hodnoceni vina vyskolenym
degustatorem. Zakladnimi aspekty senzorického hodnoceni vina jsou ving, vzhled
achut. Specifickym znakem je tzv. flavour, které vznika spojenim chutovych

a ¢ichovych vjemu z vina [44-45].
Stanoveni alkoholu

Obsah alkoholu se vyjadiuje v objemovych procentech (% obj.). Je to jeden
Z nejstarSich parametri, pro ktery byly vyvinuty kvantitativni analytické metody
a dodnes se bézné stanovuje v laboratofich i potravinaiskych podnicich po celém svété,
nebot’ oznacovani alkoholickych napoji se stalo povinnym v celé Evropské unii.

Pivodni referen¢ni metodou pro stanoveni obsahu alkoholu v lihovinach a vinu
bylo pyknometrické stanoveni hustoty. Tomuto stanoveni piedchdzi krok destilace,
protoze cukry a jiné rozpuSténé latky by vedly k faleSnym vysledkim, jelikoz
pro pfevedeni hustoty na obsah alkoholu se pouzivaji tabulky, které jsou sestaveny
pro smés Cisté vody a alkoholu. Dalsi zavedenou metodou byla elektronicka
denzitometrie, ktera se zakladala na elektromagneticky indukované oscilaci sklenéné
trubice tvaru U. Postupem modernizace byly zavedeny elektronické hustoméry.

Nejvhodnéjsi metodou pro stanoveni ethanolu v alkoholickych napojich je
V soucasnosti plynova chromatografie. Ddle se hodné pouzivd infracervena
spektroskopie (FTIR nebo NIR), ktera umoziuje stanoveni alkoholu za méné
nez 2 minuty, a to bez slozité ptipravy vzorku, zejména pak destilace. Popularni se stala
také Ramanova spektroskopie, kterd pfinasi vyhody rychlé a pfesné analyzy, zejména

pak stanoveni mnozstvi ethanolu i methanolu [46-47].
Stanoveni cukri

Sledovani obsahu cukrt je dulezité zejména b&hem vyroby vina kvuli kontrole
priabéhu fermentacniho procesu. Vyvoj obsah cukru se dale sleduje béhem starnuti vin.
Zékladni metodou pro stanoveni cukri je redoxni (jodometrickd) titrace. Mozné je také

pouziti kapalinové chromatografie, elektroforetickych metod, pritokové injekéni
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analyzy nebo spektrofotometrickych metod. Jako referencni metoda se pouziva FTIR
analyza. Spektroskopie v blizké infracervené oblasti umoznuje sledovat homogenitu
smési Nebo stanovit ukonceni procesu kvaseni. Je proto pouzivana v fadé primyslovych

odvétvi, véetné vinaistvi [48-49].
Stanoveni kyselin

Monitorovani kyselin ve viné ma zdsadni vyznam pro kvalitu a fizeni vyroby
ve vinaiském primyslu. Organické kyseliny hraji hlavni roli v mikrobiologické
a fyzikalné-chemickeé stabilité, podileji se také na smyslovych vlastnostech vina.

Nejbéznéjsi je stanoveni titrovatelnych kyselin. Evropska standardni metoda je
zaloZena na potenciometrické titraci roztokem 0,1 M hydroxidu sodného do kone¢né
hodnoty pH 7. U bilého vina Ize jako alternativu pouzit bromthymolovou modi jako
indikator. Nicméné tato metoda je relativné nepiesna, jelikoz koncovy bod acidobazické
titrace je pro kazdé vino odlisny. Skute¢ny koncovy bod zavisi na slozeni a koncentraci
kyselin ve viné. Jelikoz pfitomné kyseliny jsou relativné slabé, skutecny konec titrace
se obvykle pohybuje mezi pH 7,8 — 8,3.

Pro stanoveni organickych kyselin bylo vyvinuto také mnoho instrumentalnich
analytickych metod. Nejrozsitenéjsi technikou je HPLC, nejcastéji Vv systému
s obracenymi fazemi nebo s vyuzitim iontoméni¢t a UV detekci pii 210 nm. Také se
pouziva kapilarni elektroforéza s pfimou inepiimou detekci, ktera se vyznacluje
rychlosti analyzy, jednoduchou pftipravou vzorku ¢i malou spotfebou vzorku
arozpoustédel. Vyuzit lze také plynovou chromatografii nebo enzymatickou
pratokovou injekéni analyzu. Pro rychly a hruby odhad je mozné pouziti komerénich
kiti, které jsou =zalozeny na papirové ¢i tenkovrstvé chromatografii nebo
na enzymatickych metodach. Tyto kity slouzi pro stanoveni kyselin jablecné, citronové,

octové, mlééné a jantarové [50-52].
Stanoveni oxidu siFi¢itého

Mezi parametry podilejici se na kvalité€ vina patii také obsah oxidu sificitého.
Jeho pouZzivani ve vinafstvi je dano jeho antibakteridlnimi a antioxida¢nimi u€inky
divokym kvasinkam, které pochéazeji z hroznli nebo ze zatizeni ve vinafstvi. Pfidava se
ve formée soli (disifi¢itanu draselného), ktery se ionizuje v kyselém prosttedi a uvoliuje

plynny oxid sifi¢ity. Antiseptické a antioxida¢ni G€¢inky ma pouze volny SO, jeho vyssi
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koncentrace mé vSak negativni vliv na zdravi konzumentl i na kvalitu vina, zejména
na chut’.

Obsah oxidu sifi¢itého se stanovuje jako volny nebo celkovy (volny + vazany).
Volna frakce (molekuly SO, a HSO3") vypovida o reduk¢nich G¢incich a antimikrobialni
stabilit¢, celkové mnozstvi je nutné znat z bezpeCnostnich a pravnich davodu.
V zavislosti na zemi a druhu vina se zdkonné limity oxidu sifi¢itého pohybuji v rozmezi
160 — 350 mg/I.

Ke stanoveni se obvykle vyuziva jodometrické titrace po pfedchozim ptidani
NaOH k uvolnéni vazaného SO,. Vedle klasické titracni metody, ktera je zdlouhava
a neni dostatecné presna a selektivni, byla snaha o zavedeni i jinych metod stanoveni.
Kromé pratokovych metod Ize také pouzit stanoveni pomoci GC-MS

&i ICP-MS [53-55].
Stanoveni mineralnich latek

Analyza mineralnich latek ve viné se provadi za Gcelem stanoveni zdkonnych
limiti pro ucely autenticity, monitorovani stopovych kontaminantii, monitorovani
obsahu nékterych soli kovi (vapniku, drasliku) a jako indikator moznych zmén barvy
a oxidace. Mnozstvi pfitomnych mineralt zavisi na umisténi vinic, dostupnosti prvki
Vv ptd¢, podminkach zpracovani vina a na fermentacnich postupech.

Ze spektroskopickych metod je teoreticky mozné pouzit blizkou infracervenou
spektroskopii, kterd nabizi vyhody rychlé analyzy s minimalni pfipravou vzorku,
knihovna spekter by vSak musela obsahovat informace obrovského mnozstvi odrad.
Pro stanoveni stopovych mnoZstvi se pouzivaji atomova absorpéni spektrometrie
s grafitovou peci (GF-AAS) a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). ICP-MS je nejcitlivéjsi — multielementarni technika, ktera
ale vyzaduje mineralizaci vzorku nebo pouziti elektrotermalniho odpafovani ¢i laserové
ablace. Naproti tomu GF-AAS je metodou jednoho prvku vdaném okamziku,

ale umoznuje pfimou analyzu pevnych vzorki bez piedchozich uprav [56-58].
Stanoveni dusikatych latek

Analyza aminokyselin a biogennich amind je obtiznd vzhledem k jejich
rozdilnym strukturdm a nepfitomnosti specifického chromoforu. Proto se b&zné
derivatizuji za ucelem zlepSeni detekEnich limith a pro odstranéni interferenci matrice.

Tyto latky se obvykle analyzuji pomoci HPLC s vyuzitim pfedkolonové
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nebo postkolonové derivatizace. Casto se vyuziva derivatizace pomoci fluorescenénich
¢inidel (napi. OPA, AQC), mozna je také tvorba derivati ninhydrinu, které absorbuji
ve viditelné oblasti. Ke stanoveni tékavych derivati aminokyselin 1ze pouzit plynovou
chromatografii ve spojeni s plamenové-ionizaénim nebo hmotnostnim detektorem

(GC-FID, GC-MS) [39,59].
Stanoveni aromatickych latek

Co se tyc¢e analytického stanoveni, nejCastéji vyuZivanou technikou
Vv laboratofich je HS-SPME (mikroextrakce tuhou fazi z headspace prostoru) ve spojeni
s plynovou chromatografii a hmotnostni detekci. Kvantifikaci vSech slozek lze ziskat

komplexni aromaticky profil vina [60].
Stanoveni fenolickych latek a antioxidacni aktivity

Obrovskym zdjmem je v posledni dobé sledovani obsahu fenolickych latek
V potravindch. Diivodem je jejich piisobeni proti volnym radikdlim, které jsou
nezadouci zejména kvuli jejich negativnimu vlivu na lidsky organismus.

Fenolické latky jsou vedle cukri a kyselin fazeny ke slouceninam slouzicim
k posouzeni kvality hrozni, fermenta¢nich mosta i finalnich vin. NejbéZznéj$imi nastroji
pouzivanymi pro analyzu fenolickych latek ve vinafstvi jsou spektrofotometry. Externi
laboratofe a velka vinafstvi ¢asto pouzivaji kapalinovou chromatografii a infraervenou
spektroskopii.

Jednoduchou a rychlou metodou stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
je spektrofotometricka metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, které tvoii smés
fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny. Vysledky celkového obsahu
fenolickych latek se vyjadiuji jako ekvivalent kyseliny galové [61-62].

Antioxidaéni aktivita fenolickych latek je zplsobena fadou mechanism,
nejcastéji se jedna o vychytavani volnych radikdlii nebo o reakci s pfechodnymi kovy.
Mezi vyznamné antioxidanty patii vitaminy C, E nebo karotenoidy, velky vyznam je
vposledni dobé¢ piikladan polyfenolickym slouceninam, jejichz zdroji jsou
napf. zelenina, ovoce, ¢aje, 1é¢ivé rostliny a také vino.

Antioxidaéni aktivitu lze stanovovat pro jednotlivé frakce, tedy pro jednotlivé
izolované latky vii¢i danym volnym radikalim, nebo pro vzorek jako takovy, obsahujici
smés riznych antioxidantl, které¢ své pusobeni navzajem mohou ovliviiovat. Z tohoto

pohledu byl zaveden pojem celkova antioxidacni aktivita.
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Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity se vyuzivaji rtizné metody.
V soucasné dobé¢ je popularni pouziti metod s radikaly DPPH, ABTS ¢i galvinoxylem,
jejichz reakce s antioxidanty se sleduji spektrofotometricky [63-67].

1.4 Chromatografické techniky

Nasledujici dvé kapitoly jsou vénovany kapalinové a plynové chromatografii,

které byly vyuzity k analyzam vzorkul vin v této diplomové praci.
1.4.1 Kapalinova chromatografie

Nejcastéji pouzivanou technikou kapalinové chromatografie je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Separace sledovanych sloucenin, rozpustnych
V konkrétnim rozpoustédle, se provadi za pouziti kapalné mobilni faze a pevnych
stacionarnich fazi umisténych v kolonach.

Kapalinovy chromatograf se sklada z Cerpadel, davkovaciho zatizeni, kolony,
detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni-pocitace.

Mobilni faze mize byt tvofena mnoha kombinacemi rozpoustédel. Typicky je
tovoda sné&jakou piimési v kombinaci s organickou slozkou. Cerpadlo piivadi
do separa¢niho systému mobilni fazi s konstantnim, pfesnym a reprodukovatelnym
prutokem. Pii HPLC se pouzivaji dva rtzné typy eluCnich reziml — izokraticka
a gradientova eluce. Izokraticky rezim eluce pouziva mobilni fazi konstantniho sloZeni
po celou dobu analyzy. Naproti tomu pii gradientové eluci se sloZzeni mobilni faze méni
podle predem nastavené¢ho programu.

Z hlediska polarity mobilni a stacionarni fdze délime kapalinovou
chromatografii na systém s normalnimi nebo obracenymi fazemi. Je-li stacionarni faze
polarnéjsi nez mobilni fize, hovotfime o tzv. systému s normalnimi fizemi. Pokud je
stacionarni fdze méné polarni nez faze mobilni, déleni probiha v systému s obracenymi
fazemi. V systému s obracenymi fazemi se retencni ¢as slouceniny zvySuje se sniZujici
se polaritou dané latky. Klicem k G€¢innému déleni je stanoveni vhodného pomeéru
mezi polarni a nepolarni ¢asti mobilni faze. Cilem je, aby se vSechny slouceniny
eluovaly vco mozna nejkrat§i dobé a zaroven umoznovaly rozliSeni jednotlivych
vrcholii pikd.

K davkovani  vzorku je pfistroj vybaven Sesticestnym  ventilem

nebo automatickym davkovacem. Do Sesticestného ventilu se vzorek zavadi
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za atmosférického tlaku specialni stfikackou. Naplnénd smycka s konstantnim objemem
se po nadavkovani oto¢i do polohy tak, aby ji zacala protékat mobilni faze a vzorek byl
unasen na kolonu. Automaticky davkova¢ umoziuje volbu objemu davkovaného vzorku
a také vylucuje chybu lidského faktoru.

Kolona pro HPLC je obvykle tvofena trubici z nerezové oceli o délce
50 — 250 mm apriméru 1 - 4,6 mm. Nejbéznéjsi naplni kolony je oxid kiemicity
modifikovany skupinami C18. Stacionarni fazi v koloné¢ muze tvofit také kapalina,
vazana na pevny nosi¢. Slozky vzorku se rozdéluji na zéklad¢ jejich odliSnych interakci
Se staciondrni fazi. Mechanismy odpovédné za distribuci délenych latek mezi fazemi
zahrnuji povrchovou absorpci, iontovou vyménu, relativni rozpustnost a vlivy stéricke.

Detektor pro HPLC, umistény za kolonou, musi zaznamenat ptitomnost riznych
slozek vzorku, ale nesmi detekovat rozpoustédlo. To je divod, pro¢ neexistuje
univerzalni detektor, ktery by mohl byt pouzit pro jakékoliv separace. Idealni detektor
pro HPLC by mél mit vysokou citlivost, univerzalni nebo specifickou odezvu, Siroky
linearni dynamicky rozsah a stabilni odezvu s teplotou a pritokem mobilni faze.
Nejcastéji pouzivané detektory ve spojeni s HPLC jsou spektrofotometrické,
fluorescencni, hmotnostni a elektrochemické detektory. Relativné nové je spojeni HPLC
S NMR detektorem. To umoziiuje identifikaci a kvantifikaci Cistych slozek vzorku ihned
po jejich separaci pomoci HPLC.

Vystupem analyzy je chromatogram, ktery =zndzoriuje jednotlivé piky
separovanych slozek vzorku. Doba mezi davkovanim vzorku a jeho eluci z kolony
se oznacuje jako retencni ¢as. Ten umoznuje identifikaci dané latky. Ke kvantifikaci

slouzi plocha piku [68-71].
1.4.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separa¢ni technika schopna rozdélovat slozité
smési latek v zavislosti na rozdilech v bod¢ varu a polarité. Vyuziva inertni plynnou
mobilni f4zi a kapalnou nebo pevnou stacionarni fazi. PoZadavkem na vzorek je udrzeni
ur¢itého stupné stability pfi teploté potfebné pro prevedeni latky do plynného stavu
a zadna reakce se slozkami stacionarni nebo mobilni faze.

Plynova chromatografie se déli do dvou podttid podle druhu stacionarni faze.
Jednou z nich je GSC (chromatografie plyn — pevna faze), kdy je stacionarni faze

tvofena pevnou latkou. Tento typ plynové chromatografie je vhodny pro separaci
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trvalych plyni a uhlovodiki s nizkym bodem varu. Druhou podtfidou plynové
chromatografie je GLC (chromatografie plyn — kapalina).

Plynovy chromatograf je slozen z ptivodu nosného plynu z centralniho rozvodu
nebo z tlakové lahve s ptislusnymi tlakovymi regulatory a pratokoméry, davkovaciho
systému, separacni kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Davkovani, kolona
a detektor jsou umistény v termostatu, nebot’ musi byt temperovany na urcité teploty.

Nosnym plynem je obvykle staly plyn s nizkou nebo zanedbatelnou adsorpéni
kapacitou. Bézn¢ je to dusik, hélium, vodik nebo argon. Povaha nosného plynu muze
ovlivnit separa¢ni charakteristiky systému a mize zménit citlivost detekce. Nutnosti je
také stabilni a reprodukovatelny pratok nosného plynu.

Kolony pouzivané v plynové chromatografii mohou byt néplhove
nebo kapilarni. Naplihovou kolonu tvoii kovova nebo sklenéna trubice v délce 0,5 — 4 m,
napinéna malymi casticemi, které jsou cCasto potazeny tenkou vrstvou polymeru
s vysokou molekulovou hmotnosti. Staciondrni fdzi milze byt také kapalina
definovanych vlastnosti. Kapilarni kolona je dlouhd 10 — 100 m, zhotovena nejcastéji
z taveného kiemene s velmi malym vniténim primérem v rozmezi 0,2 — 0,5 mm. Vnitini
povrch kapilarni kolony pokryva tenkd vrstva stacionarni faze. Chromatograficka
kolona je bud’ udrZzovana pii konstantni teploté, tehdy hovotfime o rezimu izotermické
separace, nebo mitizeme teplotu na koloné¢ meénit podle nastaveného teplotniho
programu, kdy vyuzivame tzv. teplotni gradient.

K detekci analytii Ize pouzit nékolik detektorti. Bézné¢ vyuzivané jsou:
plamenové-ionizacni  detektor,  detektor  elektronového  zachytu,  detektor
tepelné-vodivostni nebo hmotnostni. Vystupem analyzy je chromatogram, zndzoriiujici

intenzitu signalu v zavislosti na ¢ase [68,72-73].

1.5 Trendy v analyze vina

Epidemiologické studie naznacuji, Ze dostatecny pifisun antioxidantl by mohl
pomoci Vv boji proti G¢inkim reaktivnich druhd kysliku a tim snizit rizikové faktory
pro chronickd onemocnéni. Velky vyznam vina je tedy pfikladan vysokému obsahu
polyfenoli, které vykazuji vyznamné antioxidaéni vlastnosti. Rada studii se proto dnes
zaobira stanovenim antioxidacnich vlastnosti vin zejména Sohledem na obsah
polyfenoli. Pro hodnoceni antioxidacni aktivity se pouzivaji spektrofotometrické

I chromatografické metody. Novym zplsobem je pouziti elektrochemickych biosenzord,
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které ve srovnani s jinymi metodami nevyzaduji specifické reagencie. Vyhodou je také
prenosnost zafizeni, kterd umoziuje kontroly provadéné piimo v prostorach vinafstvi.
Také vinatsky primysl vyzaduje spolehlivé metody kvantifikace fenolickych slou¢enin
Vv pribéhu vyroby vina. Pro tyto ucely se zd4d byt vhodna infracervena spektroskopie,
ktera je nedestruktivni, snadno proveditelna a hlavné rychla [74-75].

Pro vinafe je idealni ziskat i dalsi relevantni informace o slozeni vina v prub&¢hu
fermentace, aby mohli pfipadnym zasahem upravit vysledny produkt. Pro stanoveni
organickych kyselin (jable¢na, citronova, octova, mlé¢na a jantarova) slouzi komercni
Kity. Ty vSak umoznuji pouze hruby odhad mnozstvi analytu, proto je ve snaze také zde
nalézt vyuziti biosenzord na bazi laktat oxidazy, sarkosin oxidazy ¢i smési fumarazy
a sarkosin oxidazy [50].

Obrovsky zajem v analyze vina, stejné¢ jako u mnoha jinych potravin, je
0 sledovani mnozstvi rezidui pesticidi. Seznam povolenych pesticidd a jejich
maximalni limity rezidui (MRL) se v jednotlivych zemich li§i. V Evropské unii limity
rezidui pesticidi ve viné regulovany nejsou, nicméné je obecné uznavano doporuceni
Mezinarodni organizace pro révu Vvinnou a vino, ktera stanovuje pro hrozny uréené
k vinifikaci 10% MRL pesticidi. Pro kontrolu rezidui ve viné se nejCastéji vyuziva
spojeni kapalinové nebo plynové chromatografie s hmotnostni detekci, casto
s pfedchozim krokem ptipravy vzorku v podobé extrakce ¢i mikroextrakce na tuhé fazi
(SPE, SPME) nebo metodou QUEChERS [76-78].

Ani vyslednou chut’ a viini vina nelze odvodit pouze z jeho chemického sloZeni.
Pro kontrolu jakosti vina je nezbytnd ochutnavka specialn¢ vyskolenym senzorickym
panelem, tedy skupinou hodnotitelti. Pfedmétem zkoumani se stava umély analyticky
panel, ktery by nahradil roli ¢lovéka. Nezbytnou podminkou takového zafizeni je
detekce velkého spektra sloucenin a poskytnuti komplexni informace o vzorku.
Navrhem jsou tzv. elektronické jazyky nebo elektronické nosy. Jestli nékdy zcela

nahradi lidsky faktor, to je vSak otazkou budoucnosti [79].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Kapalinovy chromatograf s DAD detektorem

Fenolické latky ve vzorcich vina byly analyzovany pomoci kapalinového
chromatografu 1290 Infinity od vyrobce Agilent (Palo Alto, CA, USA), skladajici se
z vysokotlaké binarni pumpy, termostatu, degaseru, autosampleru a DAD detektoru.
K separaci latek byla pouzita kolona Ascentis express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 pum)
od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR).

2.1.2 Kapalinovy chromatograf s UV detektorem

Pro analyzu organickych kyselin a anthokyanii ve viné¢ byl pouzit kapalinovy
chromatograf od firmy TSP (Thermo Separation Products, nyni Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Piistroj se skladal z degaséru DG 3014 (Ecom, Praha, CR), pump
Spectra System P 2000, autosampleru Spectra Series AS 100 a detektoru Spectra
System UV 3000. Latky byly separovany na koloné¢ Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm;
5 um) od firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA).

2.1.3 Plynovy chromatograf s FID detektorem

Ke stanoveni tékavych latek ve vin€ byl pouzit plynovy chromatograf vyrobeny
firmou Shimadzu (Kyoto, Japonsko), vybaveny FID detektorem a kapilarni kolonou
Supelcowax 10 (15 m x 0,32 mm; 0,5 um film PEG) od firmy Sigma-Aldrich (Praha,
CR). Dale byly pouzity tlakova lahev s vodikem (Linde Gas, Praha, CR) a vzduch

a dusik z centralniho rozvodu.
2.1.4 Dalsi zarizeni

e Analytické vahy ABT 220-4M (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)

e Laboratorni vahy Kern 440-33N (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)

e Spektrometr Hélios y (Thermo Spectronic, Corston, UK)

e Digitalni pH metr Schott GC 842 (Schott Glas, Meinz, Némecko)

e Automatické pipety (Biohit, Helsinki, Finsko)

e Mikrosttikacka Hamilton 200 pl (Hamilton Co., Reno, Nevada, USA)

e Filtra¢ni zafizeni na mobilni fazi (Duran, Wertheim, Némecko)
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2.2

Membranové filtry mobilni faze (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Stiikackové filtry PTFE 0,45 um (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Elektricky vati¢ (ETA, Praha, CR)

Magnetické michadlo (IKA, Staufen, Némecko)

Bézné laboratorni nadobi

Chemikalie a standardni latky

2.2.1 Chemikalie pro HPLC

Acetonitril (HPLC gradient grade, Sigma-Aldrich, Praha, CR)
Kyselina octova (99,8%, Penta, Chrudim, CR)

Kyselina sirova (>96%, Penta, Chrudim, CR)

Octan amonny (>99%, Fluka, Buchs, Svycarsko)

Redestilovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)

2.2.2 Standardni latky pro HPLC a GC

Fenolické latky: katechin (>98%; Mg: 290,27 g/mol), kyselina galova (>99%;
Mg: 170,12 g/mol), kyselina kavova (>98%; Mg: 180,16 g/mol), kyselina
ferulova (>99%; Mg: 194,18 g/mol), kyselina p-kumarova (>98%;
Mg: 164,16 g/mol), protokatechaldehyd (>97%; Mg: 138,12 g/mol), vse
od Sigma-Aldrich, Praha, CR.

Organické Kkyseliny: Kyselina vinna (>99%; Mg: 150,09 g/mol),
kyselina jableéna (>99,5%; Mg: 134,09 g/mol), kyselina mlécna (>85%);
Mg: 90,08 g/mol), kyselina citronova (>99,5%; Mg: 192,12 g/mol),
kyselina jantarova (>99,5%; Mg: 118,09 g/mol), vSe od Sigma-Aldrich, Praha,
CRa kyselina octova (>99%; Mg: 60,05 g/mol) od Penta, Chrudim, CR.
Anthokyany:  delfinidin-3-o0-glukosid  (>95%; Mg: 500,9 g/mol),
kyanidin-3-0-glukosid (>96%; Mg: 484,82 g/mol), malvidin-3-o-glukosid (>95%);
Mg: 528,87 g/mol), vSe od Extrasynthese, Lyon, Francie.

Tékavé latky: ethyllaktat (>98%; Mg: 118,13 g/mol), kyselina hexanova (>98%;
Mg: 116,16 g/mol), methanol (>99,9%; Mg: 32,04 g/mol), pentanol (>99%;
Mg: 88,15 g/mol), vse od Sigma-Aldrich, Praha, CR; ethylacetat (>99,7%);
Mg: 88,11 g/mol), isoamylalkohol (>99%; Mg: 88,15 g/mol), n-propylalkohol
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(>99,9%; Mg: 60,09 g/mol), ethanol (>96%; Mg: 46,07 g/mol), vse od Lach-Ner,
Neratovice, CR; hexanol (>99%; Mg: 102,16 g/mol), isobutanol (>99,5%;
Mg: 74,12 g/mol), vSse od Reachim, Moskva, Rusko a n-butanol (>99%;
Mg: 74,12 g/mol) od Penta, Chrudim, CR.

2.2.3 Chemikalie pro ostatni stanoveni

Synteticky ~ radikal ~DPPH"  (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
(Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Synteticky radikal ABTS™, tablety 10 mg, (2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfonova kyselina)) (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Cinidlo dle Folin-Ciocalteua (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) (Fluka,
Buchs, Svycarsko; Mg: 250,29 g/mol)

Kyselina galova (>99%; Sigma-Aldrich, Praha, CR; Mg: 170,12 g/mol)
Peroxodisiran draselny (>99%; Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Uhli¢itan sodny (J. T. Baker, Deventer, Nizozemsko)

Kyselina sirova (>96%, Penta, Chrudim, CR)

Methanol (Penta, Chrudim, CR)

Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

Destilovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)

Hydroxid sodny, chlorid draselny, fenolftalein, Carrezovo <¢Cifidlo I,
Carrezovo citidlo II, Fehlingovo ¢inidlo I, Fehlingovo ¢inidlo 11, jodid sodny,

thiosiran sodny, Skrobovy maz (roztoky ptipraveny na Univerzité Pardubice)
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2.3 Analyzované vzorky

Bylo analyzovdano 12 vzorkll lahvovych vin, 6 bilych a 6 cervenych,
zastupujicich vinafskou oblast Cechy (podoblasti Mélnickou a Litométickou)
a vinafskou oblast Morava (podoblasti Znojemskou, Velkopopovickou, Mikulovskou
i Slovackou). Vsechny vzorky byly otevieny bezprostiedné pred analyzou a poté byly
uchovavany v lednici pti 4 °C do doby provedeni vSech stanoveni. Seznam vzorki

je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam vzorkii analyzovanych vin

v o . . Vinarskd Vinaiskd .
Oznaceni Odriida Rocénik oblast podoblast Vyrobce
Bl RULANDSKE 2015 Morava | Velkopavlovicka PATRIA Kobyl,
BILE a.s.
i Slechtitelska
B2 RULANDSKE 2015 Morava Znojemska stanice vinafska
BILE .
Znojmo, S. 1. 0.
RULANDSKE « e Zernosecké
B3 BILE 2016 Cechy Litoméficka vinafstvi, . I. .
RULANDSKE o Petr Skoupil
B4 SEDE 2016 Morava Velkopavlovicka Velké Bilovice
B5 RULVAND,SKE 2015 Morava Slovécka Horakova farma,
SEDE a.s.
RULANDSKE * . e 1 Zernosecké
B6 SEDE 2016 Cechy Litoméficka vinafstvi, s. T. .
Cl | FRANKOVKA | 2016 | Morava | Velkopaviovicka | . ctr Skoupil
Velké Bilovice
C2 | FRANKOVKA | 2015 | Morava | Mikulovska Templatske
sklepy Cejkovice
« e, Josef Piksa
C3 FRANKOVKA 2017 Cechy Me¢lnicka Roudnice n. L.
RULANDSKE o Petr Skoupil
C4 MODRE 2015 Morava Velkopavlovicka Velké Bilovice
. Slechtitelska
C5 RULANDSKE 2015 Morava Znojemska stanice vinafska
MODRE )
Znojmo, S. I. 0.
RULANDSKE « e Zernosecké
6 MODRE 2015 Cechy Meélnicka vinafstvi, s. T. 0.
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2.4 Pracovni postupy

Pracovni postupy byly voleny dle ptfedchozich diplomovych praci studentd
Univerzity Pardubice [80-83] dle laboratornich navodu Univerzity Pardubice
a dle ¢eské technické normy CSN 56 0216 [84]. Pouzité postupy byly optimalizovany
dle potieby.

2.4.1 Stanoveni pomoci klasickych analytickych metod

Stanoveni celkové kyselosti vina

Ke stanoveni celkové kyselosti vina bylo do kadinky pipetovano 10 ml vina
a 10 ml destilované vody. Do roztoku bylo vlozeno magnetické michadlo a kadinka
byla umisténa na magnetickou michacku. K roztoku vina byl po 0,5 ml ptidavan 0,1 M
roztok hydroxidu sodného, pficemz bylo pomoci pH metru zaznamenavano ménici se
pH roztoku a pfidané mnozstvi hydroxidu aZz do hodnoty pH vys$§i nez 8. Bod
ekvivalence byl vyhodnocen graficky a vypocet celkového obsahu kyselin v jednotkach
g/l byl proveden podle vztahu:

x=f-a0,75
kde x ... mnozstvi celkovych kyselin v g/l
f ... faktor 0,1 M roztoku NaOH

a ... spotifeba NaOH v bodé ekvivalence.

Stanoveni kyseliny vinné
Do kadinky byly navazeny 4 g chloridu draselné¢ho a poté bylo ptidano 25 ml
vina. Po rozpusténi KCI bylo pfidano 25 ml 95% ethanolu a roztok byl 3 minuty
intenzivné michan. Nasledné byl roztok nechan 10 minut v Klidu a poté zfiltrovan
ptes skladany filtr. SraZenina byla promyta 2x 5 ml 95% ethanolu. Filtraéni papir
se srazeninou byl pienesen do titracni banky se 100 ml vrouci destilované vody,
po rozpusténi bylo ptidano ne¢kolik kapek indikatoru fenolftaleinu a roztok byl titrovan
0,1 M NaOH do prvniho stalého riizového zbarveni. Ze spotfeby odmérného roztoku
NaOH bylo vypo¢itdno mnozstvi kyseliny vinné v jednotkéach g/l podle vztahu:
M =CnaoH * VM
kde m ... mnozstvi kyseliny vinné v g/l
CNaOH ... presnd koncentrace odmérného roztoku NaOH
V ... spotfeba odmérného roztoku NaOH
M ... molekulova hmotnost kyseliny vinné (150,087 g/mol).
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Stanoveni redukujicich cukrit podle Schoorlova
Do kadinky bylo odpipetovano 50 ml vina a pfiddno 5 ml Carrezova citidla I.
Po 10 minutidch stani byla smés prefiltrovana pres skladany filtr. Z filtratu bylo
odebrano 27,5 ml do 50 ml odmérné banky, bylo pfiddino 5 ml Carrezova cifidla II
a odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl opét
prefiltrovan pres skladany filtr. Z filtratu bylo pipetovano 20 ml do titra¢ni banky, bylo
pfidano 10 ml Fehlingova ¢inidla I a 10 ml Fehlingova ¢inidla II. Obsah titra¢ni banky
byl vaten po dobu 2 minut a nasledné¢ byl ochlazen pod proudem tekouci vody. Bylo
piidano 20 ml 10% jodidu sodn¢ho a 15 ml 2 M kyseliny sirové. Vylouceny jod byl
titrovan 0,1 M odmérnym roztokem thiosiranu sodného na Skrobovy maz
do smetanového zbarveni. Stejnym zptsobem byl proveden slepy pokus, kdy misto
20 ml filtratu bylo pipetovano 20 ml destilované vody. Mnozstvi 0,1 M jodového
roztoku bylo vypocitano podle vztahu:
x=f +(b-a)
kde x ... mnozstvi 0,1 M jodového roztoku
f ... faktor 0,1 M roztoku Na,S,03
b ... spotieba 0,1 M roztoku NayS,03 pro slepy pokus
a ... spotieba 0,1 M roztoku Na,S,03 pro vzorek.
Ze ziskané hodnoty x bylo ztabulky obsazené v normé odecteno vysledné

mnozstvi redukujicich cukra v g/l.
2.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Metodou s DPPH radikdlem

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity se vyjadiuji ve form& TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). Byl tedy pfipraven zasobni roztok latky Trolox
rozpusténim 25 mg v 100 ml 95% ethanolu. Z tohoto zikladniho roztoku byla
ptipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 pg/ml
Troloxu. Roztok DPPH radikalu byl pfipraven rozpusténim 12,5 mg této latky v 500 ml
methanolu. Vzorky ¢ervenych vin byly pfed méfenim fedény destilovanou vodou 100x,
vzorky bilych vin byly fedény 10x.

Do zkumavky s vickem bylo pipetovano 500 pl vzorku a 5 ml methanolického
roztoku DPPH radikalu. Zkumavka byla uzaviena a ponechdna 10 minut reagovat

na temném misté pii laboratorni teploté. Poté byl zméten tibytek absorbance pii 517 nm.
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Stejnym zptisobem byly proméfeny roztoky kalibracni fady a slepy pokus s 500 pl vody

misto vzorku. Inhibice DPPH radikalu v procentech (ls) byla pocitana podle vztahu:

Asp —Ayz

(%) = 100

sp
kde Asp ... absorbance slepého pokusu

Ay; ... absorbance vzorku.
Procenta inhibice u vzorkl byla dale vyjadiena jako TEAC.

Metodou s ABTS radikdlem

Kalibra¢ni roztoky Troloxu o koncentracich 25, 50, 75, 100, 125 a 150 pg/ml
i vzorky vin byly pfipraveny stejnym zpisobem jako u metody s DPPH radikalem.
Na piipravu kation radikalu ABTS" byla pouzita ABTS diamonn4 sl ve formé tablety
(10 mg), ktera byla rozpusténa v 5 ml destilované vody a poté bylo ptidano 100 pl
roztoku peroxodisiranu draselného o koncentraci 0,064 mol/l. Takto pfipraveny roztok
byl ponechan 16 hodin reagovat pii laboratorni teploté bez piistupu svétla. Nasledné
bylo odebrano 2,5 ml tohoto roztoku do 100 ml odmérné baiky a dopInéno
destilovanou vodou po rysku. Tento pracovni roztok byl pouzivan pro vlastni stanoveni.

Do zkumavky s vickem bylo pipetovano 100 pl vzorku a 3 ml roztoku ABTS
radikalu. Zkumavka byla uzaviena a ponechana 30 minut reagovat bez ptistupu svétla
pii laboratorni teploté. Poté byl zmétfen ubytek absorbance pii 734 nm. Stejnym
zpusobem byly proméfeny roztoky kalibra¢ni fady a slepy pokus se 100 ul vody misto
vzorku. Inhibice ABTS radikalu v procentech (o) byla pocitana podle stejného vzorce
jako inhibice DPPH radikalu a vyjadiena jako TEAC.

2.4.3 Stanoveni celkového obsahu fenolickych litek

Celkovy obsah fenolickych latek se vyjadiuje jako GAE (Gallic Acid
Equivalent), proto byla nejprve pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny galové. Zasobni
roztok kyseliny galové byl pfipraven navdzenim 50 mg této latky do 100 ml odmérné
bariky a jejim doplnénim po rysku 95% ethanolem. Z tohoto zasobniho roztoku byly
pfipraveny roztoky kalibra¢ni fady o koncentracich 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150
a 200 pg/ml kyseliny galové. Vzorky cervenych vin byly pfed méfenim fedény 50x
(destilovanou vodou), vzorky bilych vin byly fedény 10x.

Do zkumavky s vickem byl pipetovan 1 ml vzorku, 1 ml 95% ethanolu,
5 ml destilované vody a 0,5 ml ¢inidla dle Folin-Ciocalteua. Po péti minutach stani byl

pfidan 1 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného, zkumavka byla uzaviena a ponechdna
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60 min pii laboratorni teploté. Poté byla proméfena absorbance pii vinové délce
765 nm. Stejnym zplusobem byla prométena kalibra¢ni fada a slepy pokus, kdy misto
1 ml vzorku byl davkovan pfislusny kalibra¢ni roztok, v ptipadé slepého pokusu

destilovana voda. Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalent kyseliny galové.
2.4.4 Chromatograficka analyza

Priprava mobilni faze

Mobilni fadze pro stanoveni fenolickych latek byla pfipravena rozpusténim
0,3854 g octanu amonného v 500 ml redestilované vody. Roztok byl okyselen cca 1 ml
kyseliny octové na pH ~ 3 a vysledné pH bylo ovéfeno pomoci pH metru. Nasledné
byla mobilni faze prefiltrovana pies 0,45 pum filtr. Slozka B mobilni faze byla
pfipravena smichanim acetonitrilu se slozkou A v poméru 4:1.

Mobilni faze pro stanoveni organickych kyselin byla pfipravena okyselenim
500 ml redestilované vody 220 ul kyseliny sirové na pH ~ 1,8 a piefiltrovanim
pies 0,45 pum filtr. Vysledné pH bylo zkontrolovano pomoci pH metru.

Mobilni faze pro stanoveni anthokyant byla pfipravena stejnym zptisobem jako
mobilni faze pro stanoveni organickych kyselin. Slozka B mobilni faze byla pfipravena
smichanim acetonitrilu s pfefiltrovanou redestilovanou vodou v poméru 1:1
(250 ml + 250 ml) a okyselenim 220 ul kyseliny sirové na pH ~ 1,8, které bylo

zkontrolovano pomoci pH metru.
Priprava zasobnich roztoki standardnich latek

Pro piipravu kalibra¢nich roztokua fenolickych latek byly namichany zasobni
roztoky o koncentraci 400 mg/l kyseliny galové a katechinu a smésny roztok kyseliny
kavové, kyseliny p-kumarové, kyseliny ferulové a protokatechaldehydu o koncentraci
50 mg/l. K piipravé zasobnich i kalibraénich roztokt byl pouzit 50% methanol.
Ze zasobnich roztokli byly pfipraveny kalibracni roztoky kyseliny galové
0 koncentracich vrozmezi 1 — 25 mg/l, katechinu o koncentracich v rozmezi
1 — 75mg/l a kyseliny kavové, kyseliny p-kumarové, kyseliny ferulové
i protokatechaldehydu o koncentracich v rozmezi 0,1 —5 mg/I.

Rozpusténim v redestilované vodé byly pfipraveny zasobni roztoky Kyselin
vinné, jablecné, mlécné, octové, citronové a jantarové o koncentraci 10 g/l
Ze zasobnich roztokii byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky kyseliny vinné

0 koncentracich v rozmezi 100 — 500 mg/l, kyselin jable¢né¢, mlécné a citronové
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0 koncentracich v rozmezi 50 — 300 mg/1 a kyselin octové a jantarové o koncentracich
vV rozmezi 25 — 200 mg/I.

Pro pfipravu kalibracni fady anthokyanti byly nejprve namichany zasobni
roztoky delfinidin-3-o-glukosidu a kyanidin-3-0-glukosidu o koncentraci 100 mg/I
a malvidin-3-o-glukosidu o koncentraci 250 mg/l (roztoky byly ptipraveny
do 50% methanolu okyseleného kyselinou sirovou na pH < 2). Ztéchto zasobnich
roztokd byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky delfinidin-3-0-glukosidu a kyanidin-3-o-
glukosidu o koncentraci v rozmezi 0,5 - 25 mg/l a malvidin-3-o0-glukosidu o koncentraci
vrozmezi 10 — 110 mg/l. VSechny ptipravené kalibra¢ni roztoky byly pfed analyzou
filtrovany pies 0,45 um PTFE filtr.

Smés standardii tékavych latek byla pfipravena smichanim ethylacetatu,
methanolu, n-propylalkoholu, isobutanolu, n-butanolu, isoamylalkoholu, pentanolu,

ethyllaktatu a hexanolu (1 ml kazdého standardu) s 3 ml kyseliny hexanové.
Priprava vzorki vin pred chromatografickou analyzou

Pro stanoveni fenolickych latek byly vzorky ¢ervenych vin fedény v poméru 3:1
(vino:voda) a vzorky bilych vin vpoméru 1:1. Organické kyseliny ve vzorcich
cervenych 1 bilych vin byly analyzovany po tedéni 9:1. Ke stanoveni anthokyant
a tékavych latek byla pouzita vina nefedénd. Pied analyzou pomoci kapalinové
chromatografie byly pfipravené vzorky vzdy prefiltrovany pies 0,45 PTFE filtr.
K analyze tékavych latek pomoci plynové chromatografie bylo vzdy pouzito ¢erstvych
15 ml vina uzavieného ve vialce se septem, které bylo pifed davkovanim zahtato
V termostatu vyhifatém na 60 °C po dobu 40 minut a nasledné byl proveden nastiik

pomoci Hamiltonovy stiikacky z headspace prostoru.
Podminky chromatografickych analyz

Stanoveni fenolickych latek
e Kolona Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um) s piedkolonkou
e Mobilni fdze A: 10 mM octan amonny okyseleny kyselinou octovou na pH~3
e Mobilni fdze B: 80 % acetonitrilu + 20 % MF A
e Pritok: 0,4 ml/min
e Teplota termostatu kolony: 40 °C

e Dévkovany objem: 10 pl
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Gradientova eluce: 0 min — 0 % MF B; 30 min — 20 % MF B; 40 min — 50 %
MF B; 50 min — 80 % MF B; 55 min — 80 % MF B
Detekce: 280 nm, 320 nm

Stanoveni organickych kyselin

Kolona Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) s piedkolonkou
Mobilni faze: redestilovand voda okyselena kyselinou sirovou na pH~1,8
Pratok: 0,5 mli/min

Teplota termostatu kolony: 35 °C

Dévkovany objem: 10 pl

Isokraticka eluce

Detekce: 210 nm

Stanoveni anthokyanii

Kolona Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) s piedkolonkou

Mobilni faze A: redestilovanad voda okyselena kyselinou sirovou na pH~1,8
Mobilni faze B: 50% acetonitril okyseleny kyselinou sirovou na pH~1,8
Pritok: 1 ml/min

Teplota termostatu kolony: 35 °C

Davkovany objem: 10 pl

Gradientova eluce: 0 — 40 min: 0 — 100 % MF B

Detekce: 520 nm

Stanoveni tékavych latek

Kapilarni kolona Supelcowax 10 (15 m x 0,32 mm; 0,5 um film PEG)

Nosny plyn: dusik

Teplotni program: pocatecni teplota 40 °C po dobu 5 min; nasledné narist
0 3 °C/min na teplotu 155 °C, ktera byla zachovéana po dobu 5 min; celkova doba
analyzy: 46 minut

Davkovany objem: 50 ul bez splitu

Teplota injektoru: 240 °C

Teplota detektoru: 250 °C
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Vysledky klasickych analytickych metod

3.1.1 Vysledky stanoveni pH, celkové kyselosti vin a kyseliny vinné

Po otevieni kazdého vina bylo sklenénou elektrodou pH metru zméfeno jeho pH.

Celkova kyselost vin a mnozstvi kyseliny vinné bylo stanoveno titracné podle

pracovnich postupti uvedenych v kapitole 2.4.1. Bod ekvivalence pfi titraci celkové

kyselosti vin byl vyhodnocen graficky pomoci prvni, respektive druhé derivace.

Grafické vyhodnoceni pro jeden vybrany vzorek (,,Rulandské modré C5%) je uvedeno

v ptiloze I. Titra¢ni stanoveni kyseliny vinné bylo u kazdého vzorku provedeno tiikrat

avysledna koncentrace byla vypocétena z primérné spotieby roztoku hydroxidu

sodného. Mnozstvi kyseliny vinné bylo dale pfepocitdno na procentudlni zastoupeni

této kyseliny z celkového mnozstvi kyselin. Stanovené hodnoty pH, celkové kyselosti

vin a kyseliny vinné jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty pH

celkové kyselosti vin a kyseliny vinné

Vzorek* pH kySCE’;i’f)lt;?Eg”] Kyseltig;zl]vinnd Kyseli[i;/c:]vinnd
R‘é‘fl‘f‘ggslle 331 6,18 2,21 35,81
R‘é‘ffgaszlfﬁ 3,29 7,36 2,52 34,20
R‘é‘fl‘fg&%{ﬁ 341 7,11 1,48 20,76
Rglgﬁgl()lfgﬁ 351 6,95 2,52 36,22
Rglgﬁgl()lfg':: 3,38 6,50 2,80 43,02
Rglgﬁgl()lfglz 3,60 7,13 1,04 14,60
Ay A | 38 6,02 2,21 36,75
A | et 5,67 2,26 39,81
RACy | 3o 5,89 2,56 43,43
ﬁgﬁg&’?&? 3,74 4,83 1,54 31,87
ﬂjgﬁgé)(sg 3,55 5,02 1,93 38,49
?}Jgﬁgé)(sé? 3,68 5,72 1,41 24,67

*Podrobnéjsi informace o jednotlivych odriiddch jsou uvedeny v tabulce 1, kapitola 2.3
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Z uvedenych vysledkl je patrné, ze bild vina obsahuji vice kyselin nez vina
cervena. Mnozstvi celkovych kyselin ve vinech se obvykle pohybuje v rozmezi
5-809/l[85]. Celkova kyselost analyzovanych bilych vin vtéto diplomové praci
se pohybuje v rozmezi 6,18 — 7,36 g/l, u cervenych vin v rozmezi 4,83 — 6,02 g/l.
Mnozstvi kyseliny vinné se pohybovalo vrozmezi 1,04 — 2,80 g/l. Nejvyssi podil
kyseliny vinné byl zaznamenan u vzorkl ,,Rulandské Sedé B5*“ a , Frankovka C3*
Tato vina obsahovala vice nez 43 % kyseliny vinné. Pres 30 % kyseliny vinné
obsahovala vina ,,Rulandské bilé B1 a B2*, ,, Rulandské Sedé B4, ,,Frankovka C1 a C2*
a ,,Rulandské modré C4 a C5“. U ostatnich vin bylo stanoveno 14,60 — 24,67 %
kyseliny vinné.

Co se tyka pH, mezi bilymi a ¢ervenymi viny nebyl zaznamenan vyraznéj$i
rozdil. U bilych vin bylo naméfeno pH vrozsahu 3,29 — 3,60 a u Cervenych vin
v rozsahu 3,49 — 3,74. Hodnota pH je ve vztahu k celkovému obsahu kyselin zavisla
na odrde¢ vina, vyssi vliv je ptikladan poméru mezi obsahem kyseliny vinné a kyseliny
jable¢né [86]. To se také projevuje u analyzovanych vzorka V této diplomové praci.
Za nejnazornéjsi piiklad lze pokladat odridu ,,Rulandské modré®, jejiz vSechny vzorky
jsou roc¢niku 2015. Vzorky C4 a C5 této odriidy pochdzeji z vinaiské oblasti Morava.
Pro vzorek C4 bylo zméteno pH 3,74 a zastoupeni kyseliny vinné 31,87 %, u vzorku C5
bylo zaznamendno pH 3,55 a 38,49 % kyseliny vinné, tedy vyS$si podil kyseliny vinné
a nizsi hodnota pH nez u vzorku C4. Lze tedy fici, Ze na vysledné pH ma zasadni vliv
mnozstvi kyseliny vinné, ktera je silngjsi kyselinou oproti kyseliné jable¢né. Vzorek C6
stejné odridy, pochazejici z vinaiské oblasti Cechy, vykazoval pH 3,68 a 24%
zastoupeni kyseliny vinné. V porovnani se vzorkem C4 se jednd o niz$i pH a nizsi podil
kyseliny vinné. Lze tedy ptedpokladat, ze na vysledné pH vina ma vliv také misto,
kde byla vinna réva péstovana, nebot odlisné klimatické podminky ovliviiuji obsah

a slozeni organickych kyselin v bobulich.

3.1.2 Vysledky stanoveni redukujicich cukri

Ke stanoveni redukujicich cukrii byl pouzit postup popsany v kapitole 2.4.1.
Titraéni stanoveni kazdého vzorku bylo provedeno tifikrat a z primérné spotieby
roztoku thiosiranu sodného bylo spocitano mnozstvi 0,1 M jodového roztoku, podle

kterého bylo z tabulky, uvedené v piiloze II, odecteno mnozstvi redukujicich cukri.

42



Mnozstvi redukujicich cukrii v jednotlivych vzorcich vin je zndzornéno na obrazku 8,

konkrétni hodnoty a typy vin jsou uvedeny v tabulce v ptiloze III.
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Mnozstvi redukujicich cukri [g/1]

B1 B2 B3 B4 B5 B6 c1 2 c3 ca c5 c6
Vzorek

Obrazek 8: Obsah redukujicich cukrit ve vzorcich vin;
B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé, C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Z obrazku je patrné, ze nejvyssi obsah cukri maji vzorky ,,Rulandské Sedé¢ B5*,
»Rulandské Sedé B6“ a ,Rulandské bilé B2 obsahujici zbytkovy cukr v rozmezi
16 — 23 g/l. Obsahem zbytkového cukru by tato vina méla spadat do skupiny
polosladkych vin, jak je popsano v kapitole 1.2.2. Nicméné pro zafazeni lze vyuzit
i obsah celkovych kyselin. Takto 1ze nepatrné zvysit hranici pro sucha a polosucha vina.
Suchd vina mohou obsahovat az 9 g/l zbytkového cukru v ptipadé, Ze je obsah cukru
vétsi nez obsah celkovych kyselin a zaroven rozdil téchto hodnot neni vétsi nez 2.
Podobné polosuchd vina mohou obsahovat az 18 g/l zbytkového cukru, jestlize rozdil
mezi mnozstvim celkovych kyselin a zbytkovym cukrem neni vice nez 10 [85]. Proto je
oznaceni od vyrobce u vzorku ,,Rulandské bilé B2 jako ,,polosuché* spravné. Podobné
je u vzorku vina ,,Rulandské bilé B1* spravné oznaceni jako ,,suché®, i kdyz obsahuje
6,2 g/l zbytkového cukru. Ostatni vina obsahuji 3,1 — 3,9 g/l zbytkového cukru

a bezpochyby tak patii mezi ,,sucha* vina.

3.2 Vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno dvéma spektrofotometrickymi
metodami, vyuzivajicimi odligné radikaly - DPPH" a ABTS™. Bylo postupovano podle

navodi popsanych v kapitole 2.4.2. Naméfené hodnoty absorbanci byly piepocteny
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na procenta ubytku daného radikalu a nasledné na ekvivalentni mnozstvi Troloxu
(TEAC) v mmol/l. Kalibra¢ni zavislosti Troloxu pro oba radikaly jsou uvedeny
v prilohach IV a V. Kazdy vzorek vina byl prométfen pétkrat a z téchto méteni byla
vypocitana priimérna hodnota. Porovnani vysledkd méfeni antioxida¢ni aktivity obéma
metodami je uvedeno naobrazku 9, chybové usecky znazornuji smérodatnou

odchylku méfeni. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v ptiloze VI.
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Obrdzek 9: Porovndni antioxidacni aktivity stanovené metodami s DPPH a ABTS radikdlem;
B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé, C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Pouzité metody se zakladaji na schopnosti latek, vykazujicich antioxidacni
aktivitu, zhasSet radikalovy kation. Z obrazku je na prvni pohled vidét patrny rozdil mezi
viny Cervenymi a bilymi. Vzorky bilych vin vykazuji antioxida¢ni aktivitu vV rozmezi
0,44 — 1,08 mmol/l TEAC (metoda DPPH) a v rozmezi 2,88 — 4,49 mmol/l TEAC
(metoda ABTS). U vzorku Cervenych vin byla zjisténa vyrazné vyss$i antioxidaéni
aktivita. Hodnoty se pohybuji v rozmezi 3,89 — 11,12 mmol/l TEAC (metoda DPPH)
avrozmezi 15,43 — 38,27 mmol/l TEAC (metoda ABTS). Rozdil v antioxidaéni
aktivit¢ mezi Cervenymi a bilymi viny je dan odliSnym postupem pii vyrobé vina.
Ke kvaseni bilého vina totiZ dochdzi po oddéleni slupek a semen od mostu, kdezto
Cervena vina kvasi v pifitomnosti slupek isemen, ze kterych do mostu piechazi
vyznamné mnozstvi fenolickych latek, zejména pak anthokyany.

Nejvyssi hodnoty antioxida¢ni aktivity byly stanoveny u vzorki ,,Rulandské
modré C6* a ,,Frankovka C2“. Zajimavé je, Zze hodnota antioxidacni aktivity ziskana

metodou ABTS je vyssi u vzorku ,,Frankovka C2*, kdezto pro DPPH metodu u vzorku
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»Rulandské modré C6“. Zrozdilnych vysledkli jednotlivych metod i na zékladé
poznatkt z prostudované literatury lze usoudit, Ze rizné radikaly se 1i§i mechanismem
reakce s antioxida¢nimi latkami. Dale lze ptedpokladat, ze ABTS radikdl ma vyssi
afinitu vii¢i fenolickym latkam, nebot” antioxidacni aktivita zméfena touto metodou je
pro stejné vzorky az 7x vy$si. Uéinek antioxidant?l bude nejspis ovlivnén také reakénim
prostiedim, jelikoz DPPH radikal je rozpustny vyhradné v organickém rozpoustédle
(v ptipadé této diplomové prace v methanolu), kdezto pro rozpusténi ABTS radikalu
byla pouzita destilovana voda. U metody s DPPH radikalem tak dochazi k omezeni
vlivu hydrofilnich antioxidanti.

V porovnani s vysledky diplomové prace Z. Neoralové [80], lze sledovat
podobny trend v rozdilech mezi metodami DPPH a ABTS. U analyz v této diplomové
praci je vSak vétSi rozdil v hodnotach u stejnych vin, méfenych rozdilnou metodou.
Dtvodem je nejspi§ rozdilné zastoupeni konkrétnich fenolickych latek vzhledem
k rozdilnému ptivodu vin jak ¢asovému, tak mistnimu, které se v jednotlivych metodach
projevuji odlisné. Vysledky cervenych vin v této diplomové praci se V porovnani s praci
Z. Neoralové pohybuji vV podobném rozmezi hodnot, vyjma vzorku ,Frankovka C2%,
ktera vykazovala u metody ABTS vyssi antioxida¢ni aktivitu. Pro bild vina byla v této
diplomové praci naméfena vyssi antioxidaéni aktivita metodou ABTS, ale u metody
DPPH byly ziskdny podobné hodnoty.

Ve studii Sartora et.al. [87], zabyvajici se italskymi viny, 1ze nalézt vysledky
antioxida¢ni aktivity Cervenych vin vrozmezi 7,14 — 12,07 mmol/l TEAC (metoda
DPPH), které odpovidaji pouze hodnotam vzorki ,,Frankovka C2* a ,,Rulandské modré
C6*, patiicich mezi vzorky s nejvyssi antioxidacni aktivitou této diplomové prace.
Pro metodu ABTS byly vitalské studii ziskany hodnoty TEAC Vrozmezi
10,30 — 11,12 mmol/l. V této diplomové praci vSak byly pro vzorky ervenych vin
naméfeny vyrazné vyssi hodnoty. Dalsi studie [74], zabyvajici se taktéz italskymi viny,
uvadi pro ¢ervena vina antioxidacni aktivitu 2,6 a 3,4 mmol/l TEAC (metoda DPPH)
al7,1 a 23,2 mmol/l TEAC (metoda ABTS). U bilych vin pak 0,16 a 0,28 mmol/Il
TEAC (metoda DPPH) a 1,08 a 1,96 mmol/l TEAC (metoda ABTS). Tyto hodnoty jsou
podobné hodnotam antioxida¢ni aktivity vin z Ceské republiky studovanych

V této praci.
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3.3 Vysledky stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Ke stanoveni celkového obsahu fenolickych latek ve vzorcich vin byl pouzit
postup popsany v kapitole 2.4.3. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi
kyseliny galové (GAE) v jednotkdch mmol/l. Kalibracni zavislost této kyseliny
je uvedena v piiloze VII. Kazdé méfeni bylo provedeno pétkrat a prumérné hodnoty
Z téchto méfeni jsou zndzornény na obrazku 10, chybové usecky predstavuji smérodatné

odchylky méfeni. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v tabulce v piiloze VI.
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Obrdazek 10: Celkovy obsah fenolickych latek ve vzorcich vin;
B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé, C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Stejn¢ jako antioxida¢ni aktivita, 1 celkovy obsah fenolickych latek
se vyznacuje vyznamné vyS$Simi hodnotami pro vina Cervend. Z bilych vin dosahuje
nejvyssi hodnoty 1,64 mmol/l GAE vzorek ,,Rulandské Sedé B4‘“. Ostatni bila vina
se pohybuji v rozmezi 0,83 — 1,09 mmol/l GAE. Mezi ¢ervenymi viny dominuje vzorek
,Frankovka C2“ s hodnotou 7,64 mmol/l GAE, druhou nejvyssi hodnotu 4,71 mmol/l
GAE ma vzorek ,,Rulandské modré C6“. Zbyla Cervend vina obsahuji velice podobné
mnozstvi fenolickych latek v rozmezi 3,22 — 3,43 mmol/l GAE.

V porovnani s diplomovou praci Z. Neoralové [80] jsou vysledky ziskané v této
rozdilné klimatické podminky danych let.

Studie Sartora et.al. [87] uvadi celkovy obsah fenolickych latek pro Cervena
italska vina vrozmezi hodnot 7,76 — 23,08 mmol/l GAE. Témto hodnotam

se vyrovnava pouze vzorek ,Frankovka C2% shodnotou 7,64 mmol/l GAE, ostatni
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vzorky v této diplomové praci obsahuji vyrazné méné fenolickych latek. Celkovym
obsahem fenolickych latek ve vinech zjizni Itdlie se zabyvala také studie
Lorenzaet. al. [74]. V této studii byl zjistén celkovy obsah fenolickych latek
pro ¢ervena vina 25,6 a 32,4 mmol/l a pro bila vina 2,76 a 4,06 mmol/l GAE. Také tyto
hodnoty jsou vyrazné¢ vyssi nez mnozstvi fenolickych latek ve vinech analyzovanych
Vv této diplomové praci. Je vSak nutné si uvédomit, ze zminéné studie se zabyvaji viny
puvodem z Italie, kde pravdépodobné ptevladaji lepsi klimatické podminky ve srovnani

s Ceskou republikou.

3.4 Porovnani metod pro stanoveni celkového obsahu

fenolickych latek a antioxidacni aktivity

Relativni srovnani vysledki obou metod stanoveni antioxidacni aktivity
vyjadiené jako TEAC a celkového obsahu fenolickych latek vyjadieného jako GAE je
znazornéno na obrazku 11. Avsak v potaz je bran vliv rozdilnych mechanismti piisobeni
jednotlivych ¢inidel s antioxidanty a tedy pouziti odlisnych standardnich latek pro dané
metody.
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Obrdazek 11: Porovndni vysledkii stanoveni antioxidaéni aktivity a celkového obsahu fenolickych latek;
B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé, C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Rozdil mezi metodami DPPH a ABTS pro stanoveni antioxidacni aktivity byl
zminovan jiz v kapitole 3.1.3. Z obrazku 11 vyplyva také rozdil mezi celkovym
obsahem fenolickych latek a antioxidacni aktivitou. Ve srovnani s ABTS metodou je

celkovy obsah fenolickych latek pro dany vzorek vzdy niz$i. Vysvétlenim by mohlo byt
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to, Zze vina obsahuji i jiné nez fenolické latky, napf. vitaminy nebo organické kyseliny,
které plisobi jako antioxidanty. Zajimavéj$i poznatek vyplyva ze srovnani celkového
obsahu fenolickych latek a antioxida¢ni aktivity stanovené metodou DPPH. V tomto
pripad¢ byly pro bild vina naméfeny mirn¢ vys$si hodnoty a pro Cervena vina nizsi
hodnoty celkového mnozstvi fenolickych latek ve srovnani s antioxidacni aktivitou
stanovenou metodou DPPH. Tento trend lze pozorovat také v diplomové praci
Z. Neoralové [80]. Lze tak ziejmé piedpokladat vliv latek, jako jsou cukry, kyselina
askorbova, oxid sifi€ity a dalsi.

Pro porovndni vztahu mezi metodami stanoveni antioxidacni aktivity
a celkového obsahu fenolickych latek byly dale sestaveny korelacni grafy, uvedené

na obrazku 12.

40,00 - o 12,00 1
— = o
3 3500 1 3 10,00 -
€ 30,00 - / £
E 2500 - ¢ E 8001 o
wn i I i
Foel s ool n
5,00 - 8 4,00 - °
10,00 -
500 { 4 2,00 - .
0,00 : : : . 0,00 (& : : .
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00
TPC [mmol/I] TPC [mmol/I]

Obrazek 12: Korelacni grafy mezi metodami ABTS-TPC a DPPH-TPC

Porovnanim metody ABTS s TPC byl vyhodnocen korelaéni koeficient 0,9830
apro metodu DPPH sTPC odpovida korelacni koeficient hodnoté 0,7492.
Jak z obrazku 12, tak zrozdilnych korela¢nich koeficienti vyplyva, ze vyrazngjsi
korelaci se stanovenim celkového obsahu fenolickych latek vykazuje metoda urcujici

antioxidac¢ni aktivitu pomoci ABTS radikalu.

3.5 Vysledky chromatografickych analyz

3.5.1 Vysledky stanoveni fenolickych latek

Optimalizace podminek chromatografické analyzy fenolickych latek

Pro separaci fenolickych latek byla pouzita kolona Ascentis Express C18
(150 x 3,0 mm; 2,7 um). Vzhledem k rozmérim kolony byl zvolen pritok 0,4 ml/min.
Optimalni pH mobilni faze bylo zvoleno podle prace Z. Neoralové [80]. Mobilni fazi A
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tvofil 10 mM octan amonny, okyseleny kyselinou octovou na pH~ 3. Mobilni faze B
se skladala z 80 % acetonitrilu a 20 % MF A. Gradient mobilni fdze byl nejprve
zkousen na vzorovém vin¢. Jako prvni byl aplikovan gradient 0 min — 0 % MF B;
40 min — 40 % MF B; 50 min — 60 % MF B; 60 min — 60 % MF B. Druhym zkousenym
gradientem byl 0 min — 0 % MF B; 40 min — 30 % MF B; 50 min — 60 % MF B;
60 min — 60 % MF B. Dalsimi testovanymi byly gradienty 0 min — 0 % MF B;
40 min — 20 % MF B; 50 min — 70 % MF B; 60 min — 80 % MF B a gradient
0 min — 0 % MF B; 30 min — 15 % MF B; 40 min — 20 % MF B; 50 min — 70 % MF B;
60 min — 80 % MF B. Poslednim zkouSenym gradientem byl 0 min — 0 % MF B;
30 min — 20 % MF B; 40 min — 50 % MFB; 50 min — 80 % MF B;
55 min — 80 % MF B, ktery poskytoval uspokojivou separaci standardnich latek

I zkuSebniho vina, a tak byl pouzit pro vSechny analyzy.

Analyza standardi fenolickych latek

Na zaklad€ poznatkii z prostudované literatury a podle zkuSebniho vina bylo
k analyze vybrano $est zastupcu fenolickych latek: kyselina galova, protokatechaldehyd,
katechin, kyselina kavova, kyselina p-kumarova a kyselina ferulova. Jednotlivé
standardy byly nejprve analyzovany samostatné, aby byly zjistény jejich retencni Casy.
Z analyz standardi byla také zjiSténa maximalni vinova délka absorpce UV zéieni
a UV-VIS spektra danych standardi Vrozmezi vinovych délek 190 — 500 nm.
Ke kvantifikaci téchto latek ve vzorcich vin byly piipraveny kalibracni roztoky. Rozsah
kalibrace byl zvolen podle zkuSebniho vina a dle poznatkii z prostudované literatury.
Parametry kalibracnich zdvislosti standardd a jejich retencni Casy jsou zaznamendny

v tabulce 3. Grafy kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny v ptilohach VIII - XIII.

Tabulka 3: Retenéni éasy fenolickych litek a parametry jejich kalibracnich zavislosti

Standardni litka [rr:?n] Rozsa[hmkgzill]ibrace Rovnice regrese R
kyselina galova 4,69 1,0-25,0 y =362,57x - 165,91 | 0,9987
protokatechaldehyd 11,47 0,1-5,0 y = 680,44x - 18,726 | 0,9997
katechin 15,77 1,0-75,0 y = 100,54x - 84,586 | 0,9992
kyselina kdvova 16,69 0,1-50 y =777,25x - 15,061 | 0,9999
kyselina p-kumarova 22,18 0,1-50 y =805,41x - 17,783 | 0,9999
kyselina ferulova 26,19 0,1-50 y =613,86x - 9,8432 | 0,9999
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Chromatogram smésného roztoku standardnich latek protokatechaldehydu,
kyseliny kavové, kyseliny p-kumarové, kyseliny ferulové, kyseliny galové a katechinu
pti vlnovych délkach 280 nm a 320 nm je zaznamendn v piiloze XIV.

Pro vSechny stanovované latky byly vypocitany meze detekce (LOD)
a stanovitelnosti (LOQ). Tyto parametry byly vyhodnoceny na zdkladé Sumu nulové
linie. Trojnasobek hodnoty Sumu (LOD) a desetinasobek hodnoty Sumu (LOQ) byl
vztazen primou umeérou k vySce piku dané latky a jeji aktualni koncentraci. Vypocet byl

cvvr

uvedeny vypoctené hodnoty mezi detekce 1 stanovitelnosti pro stanovované fenolické

latky.
Tabulka 4: Meze detekce a stanovitelnos# fenolickych latek

g LOD LOQ . LOD LOQ

Standardni latka Standardni latka
(9] | [ugl] (9] | [ugf]

kyselina galova 7,4 24,7 kyselina kavova 2,9 9,8
protokatechaldehyd 4,1 13,8 | kyselina p-kumarova 2,9 9,8
katechin 25 83,3 kyselina ferulova 3,5 11,8

Vypoctené meze protokatechaldehydu, kyseliny kavové, kyseliny p-kumarové
a kyseliny ferulové jsou si velice podobné. Vyssi hodnoty mezi byly ziskany

pro kyselinu galovou, nejvyssi pro katechin.

Fenolické latky ve vzorcich vin

Vzorky bilych vin byly pfed analyzou fedény redestilovanou vodou 2x,
u Cervenych vin byl ocekdvan vyssi obsah fenolickych latek, proto byly fedény 4x.
Ziedéna vina byla pied analyzou piefiltrovana ptes 0,45 um PTFE filtr. Kazdé vino
bylo analyzovano tfikrat.

Na zékladé porovnani reten¢nich Casi, absorpénich maxim a UV-VIS spekter
byly ve vzorcich vin identifikovany jednotlivé fenolické latky. Na obrazku 13 je

chromatogram vybraného vzorku vina ,,Rulandské modré C5*.
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Obrazek 13: Chromatogramy vzorku vina ,,Rulandské modré C5“ pii 280nm a 320 nm

1 — kyselina galovd, 2 — protokatechaldehyd, 3 — katechin, 4 — kyselina kdavovd, 5 — kyselina p-kumarovd,

6 — kyselina ferulova, x — derivaty katechinu, y — kyselina kaftarovd

Podminky analyzy: Ascentis Express C18 (150 x 3,0 mm, 2,7 um); MF A - 10 mM octan amonny
okyseleny kyselinou octovou na pH~3; MF B - 80 % acetonitrilu + 20 % MF A; pritok 0,4 ml/min;
gradientova eluce.: 0 min —0 % MF B; 30 min — 20 % MF B; 40 min — 50 % MF B; 50 min — 80 % MF B;
55 min — 80 % MF B; teplota 40 °C; detekce p¥i vinovych délkach 280 nm a 320 nm; ddavkovany

objem 10 ul

s reten¢nim ¢asem 8,08 min jako kyselina kaftarova, jejiz standard nebyl k dispozici.
Tato fenolickd latka se vyskytovala ve vSech vzorcich analyzovanych vin jako jedna
Z dominantnich. Naprosta vétSina separovanych latek vykazovala absorpéni maximum
pfi 280 nm. UV-VIS spektra vétSiny z téchto latek byla podobnd spektru katechinu.

Lze tedy predpokladat, Ze se jedna pravé o derivaty katechin. Soucet procentudlniho

Podle UV-VIS spektra a podle prostudované literatury byl identifikovan pik
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zastoupeni ploch pikt téchto latek, analyzovanych pti 280 nm, tvoftil cca 40 — 50 %
ze vSech fenolickych latek.

Kvantifikovano bylo Sest fenolickych latek. Mnozstvi jednotlivych latek
ve vzorcich vin zndzorfuji obrazky 14 a 15, konkrétni hodnoty jsou zaznamenany

v tabulce v piiloze XV.

30,00 ~
= | kyselina galova
=)
é 25,00 - M protokatechaldehyd
‘f& ™ katechin
£ 20,00 1 m kyselina kavova
»n
>§ M kyselina p-kumarova
= 15,00 ~ = kyselina ferulova
10,00 A
5,00 A
0,00 -+
B1 B2 B3 B4 B5 B6
Vzorek

Obrazek 14: MnoZstvi fenolickych latek ve vzorcich bilych vin
B1-B3 Rulandskeé bilé, B4-B6 Rulandské sedé
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Obrazek 15: MnoZstvi fenolickych latek ve vzorcich ervenych vin
C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré
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Na obrazcich 14 a 15 lze pozorovat znatelny rozdil mezi cervenymi a bilymi
viny. Cervena vina obsahuji mnohonasobné vys§i koncentrace fenolickych latek oproti
vinim bilym, coz také koreluje s vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity a celkového
obsahu fenolickych latek, popsanymi v kapitolach 3.2 a 3.3.

U vzorki Cervenych vin ze stanovovanych fenolickych latek prevladaji kyselina
galova a katechin. Nejvyssi mnozstvi kyseliny galové 83,56 mg/1 bylo zjisténo u vzorku
,Frankovka C2%, ostatni Cervena vina obsahovala 22,22 — 55,67 mg/l kyseliny galové.
U vzorku ,,Rulandské modré C6‘ ze vSech stanovovanych fenolickych latek vyrazné
prevladal katechin s hodnotou 198,74 mg/l. U ostatnich ¢ervenych vin bylo mnozstvi
katechinu v rozmezi 24,47 — 132,48 mg/l. Protokatechaldehyd se pohyboval
u ¢ervenych vin v rozmezi hodnot 1,29 — 10,09 mg/1, kyselina kavova 1,99 — 8,10 mg/I.
Kyselina p-kumarova dosahovala maximalni hodnoty 5,86 mg/l, ale napt. u vzorku
,Frankovka C3“ nebyla vibec identifikovana. Kyselina ferulova byla stanovena jen
u vzorku ,,Frankovka C2* a ,,Rulandské modré C4 a C5*, kdy dosahovala hodnot pouze
0,28 — 0,84 mg/I.

U vzorku bilych vin pievlada katechin, a to v mnozstvi 5,29 — 29,24 mg/I.
Jedinou vyjimkou je vzorek ,Rulandské Sedé B4“, ktery obsahuje vyS$i koncentraci
kyseliny galové (23,08 mg/l) nez katechinu (14,47 mg/l). U ostatnich vzorki bilych vin
se kyselina galova pohybuje v rozmezi 1,64 — 3,42 mg/l. Kyselina ferulova dosahuje
maximalni hodnoty 0,73 mg/l, pro vzorek ,,Rulandské bilé B2 nebyla identifikovana.
Zbylé stanovované fenolické latky se v bilych vinech pohybuji V nasledujicich
rozmezich koncentraci: protokatechaldehyd 3,84 — 6,54 mg/l, kyselina kavova
1,49 — 8,44 mg/l a kyselina p-kumarova 0,51 — 3,88 mg/I.

Porovnanim se studii Serugova et.al. [88], ve které stanovovali kyselinu
galovou, kyselinu kavovou, kyselinu p-kumarovou a katechin ve vzorcich ¢ervenych
vin ptivodem z Chorvatska, bylo v této diplomové praci dosazeno podobnych vysledka
katechinu a kyseliny p-kumarové. Ziskané vysledky pro kyseliny galovou a kavovou
byly v této praci nizs§i. Fenolickymi latkami v italskych vinech se zabyvala také studie
Castellariho [89]. Hodnoty kyselin galové, kavové, p-kumarové a ferulové lze srovnavat
s hodnotami v této praci. Rozdil byl nalezen v mnozstvi katechinu, ktery ve vinech
z Ceské republiky znatné pievySoval italska vina. Ve studii italskych vin byla
kvantifikovana také kyselina kaftarova. Jeji hodnoty se pro cervena vina pohybovaly

vV rozmezi 20 — 75 mg/l, pro bila vina 12 — 79 mg/l. Kyselina kaftarova nebyla v této
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praci kvantifikovana, pouze identifikovana. Nicméné podle ploch pika této latky mtize

byt predpokladano jeji vysoké mnozstvi ve vzorcich analyzovanych vin.

3.5.2 Vysledky stanoveni organickych Kkyselin

Optimalizace podminek chromatografické analyzy organickych kyselin

Pro analyzu organickych kyselin byla pouzita kolona Luna Omega C18
(150 x 4,6 mm; 5 pum), ktera odolava nizkym hodnotam pH. Jako mobilni faze byla
pouzita redestilovana voda, okyselena kyselinou sirovou. Pro analyzu byla zvolena
isokraticka eluce. Optimalni pH a priitok mobilni faze byl testovan pomoci standardt
stanovovanych organickych kyselin. Nejprve bylo zvoleno pH mobilni faze 2,2 a pratok
1 ml/min a 0,5 ml/min. Pouzitim pritoku 0,5 ml/min byla ziskana na pohled lepsi
analyza nez pro pratok 1 ml/min, ale vysledkem obou téchto analyz bylo nedostateéné
rozdéleni kyselin vinné, jable€né a mlécné. Dal§im pokusem bylo pouziti mobilni faze
0 hodnot¢ pH 2 a vhodnéjSiho pritoku 0,5 ml/min. Takto byla ziskdna analyza,
kdy kyseliny jable¢na a mlé¢na splyvaly v jeden pik. Poslednim zkousenym pH mobilni
faze bylo 1,8 s pratokem 0,5 ml/min. Vysledkem byla uspokojiva analyza kyselin vinné,
jable¢né, mlécné, octové, citronové i jantarové, a tak byly tyto podminky pouzity

pro vSechny dalsi analyzy.

Analyza standardi organickych kyselin

K analyze bylo zvoleno Sest organickych kyselin, o¢ekdvanych ve vinech podle
literatury: kyselina vinnd, kyselina jable¢na, kyselina mlé¢na, kyselina octova, kyselina
citronovd a kyselina jantarova. Retencni Casy jednotlivych kyselin byly zjistény
analyzami samostatnych standardd jiz béhem optimalizace pH mobilni fize a jsou
uvedeny v tabulce 5. Byly tedy pfipraveny jednotlivé kalibraéni roztoky standardi,
které byly vyuzity pro kvantifikaci latek v jednotlivych vzorcich vin. Rozsah kalibrace
byl zvolen podle zkuSebniho vina a na zakladé poznatkli z prostudované literatury.
Parametry kalibra¢nich zavislosti standardl jsou soucasti tabulky 5. Grafy kalibracnich
zavislosti jsou zobrazeny v ptilohach X VI - XXI. Obrazek 16 znazoruje separaci smési

téchto standardnich latek.
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Tabulka 5: Retenéni ¢asy organickych kyselin a parametry jejich kalibracnich zavislosti

Rozsah kalibrace

;s . . 9
Standardni latka | tr[Min] [mg/1] Rovnice regrese R

kyselina vinna 3,58 100 - 500 y =5143,1x + 79433 0,9984
kyselina jable¢na 3,95 50 - 300 y = 3065,7x + 32555 0,9999
kyselina mlé¢na 4,54 50 - 300 y = 2081,8x - 73342 0,9881
kyselina octova 5,38 25 —-200 y =4102,0x - 13416 0,9943
kyselina citronova 5,81 50 - 300 y = 2373,2x - 24163 0,9920
kyselina jantarova 7,01 25—-200 y = 3182,1x + 2669 0,9927

5 350 1

<

E 300

>

§ 250

<

% 200

2

% 150

O

100 4
[=1u] 3 5 6

s} 3

Retenéni éas [min]

10 12

Obrdazek 16: Chromatogram smési standardnich latek organickych kyselin
1 — kyselina vinna (400 mg/l), 2 — kyselina jablecna (200 mg/l), 3 — kyselina mlécna (200 mg/l),
4 — kyselina octova (200 mg/l), 5 — kyselina citronova (200 mg/l), 6 — kyselina jantarova (200 mg/l)

Podminky analyzy: Luna Omega C18 (150x 4,6 mm; 5um); MF — redestilovand voda okyselend
kyselinou sirovou na pH~1,8; pritok 0,5 ml/min; isokraticka eluce; teplota kolony 35 °C; davkovany
objem 10 ul; detekce pri 210 nm

Podobné jako u fenolickych latek, tak i pro organické kyseliny byly stejnym

zptisobem vypocteny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ), které jsou

uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Meze detekce a stanovitelnosti organickych kyselin

LOD LOQ LOD LOQ

Standardni latka [mg/1] [mg/l] Standardni ldtka [mg/l] [mg/l]

kyselina vinna 0,254 0,845 kyselina octova 1,037 3,455

kyselina jable¢na 0,616 2,054 kyselina citronova 1,202 4,008

kyselina mlé¢na 1,910 6,367 kyselina jantarova 1,208 4,027

Meze detekce kyselin mlécné, octové, citronové a jantarové se pohybuji
v rozmezi 1 — 2 mg/l. Pro kyseliny jable¢nou a mlé¢nou byly vypocteny hodnoty mezi

niz§i.

Organické kyseliny ve vzorcich vin

Vzorky cervenych i bilych vin byly pfed analyzou 10x zifedény redestilovanou
vodou a poté prefiltrovany pies 0,45 um PTFE filtr. Stanovované organické kyseliny
byly identifikovany na zakladé¢ porovnani retencnich Casi. Kazdy vzorek vina byl
analyzovan ttikrat. Ze tfi analyz byla vypoctena primérnd hodnota plochy piku
pro danou organickou kyselinu, ktera byla dosazena do rovnice regrese kalibracni
piimky. Takto byly vypocitiny koncentrace jednotlivych organickych kyselin
ve vzorcich vin. Vysledky analyz jsou znazornény na obrazcich 17 a 18. Konkrétni
hodnoty vysledki jsou zaznamenany v tabulce v priloze XXII. V priloze XXIII je

uveden ukdzkovy chromatogram vybraného vzorku ,,Rulandské bilé B3

5,00 - k. vinnd m k. jable¢na k. mlé&na

B k. octovd M k. citronova k. jantarova

4,50 A
4,00

3,50

Mnof¥stvi latky [g/1]
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1,50
1,00

0,50
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B1 B2 B3 B4 BS B6
Vzorek

Obrazek 17: MnoZstvi organickych kyselin ve vzorcich bilych vin
B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské Sedé
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Obrdzek 18: MnoZstvi organickych kyselin ve vzorcich cervenych vin
C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Z organickych kyselin ve vinech pfevladaji kyseliny vinnd, jable¢nid a mlé€na.
Toto tvrzeni plati také pro vzorky vin, analyzovanych Vv této diplomové praci.
Na obrazcich 17 a 18 je vidét patrny rozdil mezi ¢ervenymi a bilymi viny. U vzorkl
bilych vin dominuji kyseliny vinnad a jable¢na, kdezto pro Cervend vina pievlada
zastoupeni kyselin vinné a mlécné. Tento rozdil je dan procesem malolaktické
fermentace, vyuzivanym zejména u vin Cervenych, jak je uvedeno v kapitole 1.1.2.
Podstatou tohoto procesu je totiz to, ze kmeny bakterie Oenococcus oeni konvertuji
kyselinu jable¢nou najemnéj$i kyselinu mléénou. Mnozstvi Kkyseliny jable¢né
se u bilych vin pohybovalo v rozmezi 2,71 az 4,84 g/l a u vin ¢ervenych v rozmezi
0,78 — 2,73 g/l. Hodnoty obsahu kyseliny mlééné byly u bilych vin nalezeny v rozmezi
0,76 — 2,03 g/l a u ¢ervenych vin v rozmezi 2,66 — 4,65 g/l.

Kyselina vinna dosahovala chromatografickou analyzou hodnot v rozmezi
1,77 — 3,93 g/l. Titra¢ni metodou stanoveni kyseliny vinné, popsané v kapitole 3.1.1,
bylo dosazeno hodnot 1,04 — 2,80 g/l pro stejné vzorky vin. Titra¢ni metodou tedy byly
stanoveny nepatrné niz$i koncentrace této kyseliny. Divodem pravdépodobné bude
zpiisob provedeni. Kyselina vinnad se titracné stanovuje po vysrdZeni ethanolem
ve form¢ hydrogenvinanu draselného, ktery je nésledné filtrovan a s filtrem pfeveden
do titracni banky. Ke ztratdm hydrogenvinanu draselného tak dochazi béhem filtrace,
kdy jeho cast ulpiva na sténach kadinky.

Kyselina citronova byla stanovena v rozmezi hodnot 0,77 — 2,52 g/l, koncentrace

kyseliny jantarové vyrazné neptfesdhla 2 g/l. MnoZzstvi kyseliny octové dosahovalo
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maximalni hodnoty 0,9 g/1 u vzorku ,Rulandské¢ modré C4“. Vyssi koncentrace
kyseliny octové jsou nezadouci, jelikoz se jedna o duasledek kazeni vina. Jiz mnozstvi
okolo 1 g/l se negativné projevuje na chuti vina [9].

Porovnanim se studii Zeravika et.al. [50] bylo v této diplomové praci dosazeno
podobnych vysledkii vyjma kyseliny citronové, ktera ve zminéné studii dosahovala
hodnot pouze do 0,56 g/l, kdezto v této praci byly ziskany hodnoty az 2,52 g/1. Pfi¢inou
kyselin ve vinech se zabyvala také studie Coelhova et.al. [90], ktera dosahla podobné
rozdilnych vysledkli mezi cervenymi a bilymi viny, zplGsobenymi malolaktickou

fermentaci, jako bylo dosaZeno v této praci.
3.5.3 Vysledky stanoveni anthokyanii

Optimalizace podminek chromatografické analyzy anthokyanu

Stejné jako pro organické kyseliny byla i pro analyzu anthokyand pouzita kolona
Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm; 5 um), ktera je vhodna pro analyzu v oblasti pH
pod 2. Barva anthokyand je totiz zavisla na hodnoté pH. V kyselém prostiedi maji
anthokyany cCervenou barvu, V zédsaditém prostfedi se barva anthokyani méni
na modrou nebo zelenou, ¢imz se méni také vinova délka svétla, absorbovaného timto
barvivem. Proto byla pouzivana mobilni faze okyselovana kyselinou sirovou na nizké
hodnoty pH. Byly zkouseny dvé mobilni faze o pH 1,5 a 1,8. Separace anthokyanti
se s ménicim pH mobilni faze nijak vyrazné neliSily, proto bylo zvoleno shodné
pH mobilni faze jako pro analyzu organickych kyselin, tedy 1,8.

Vzhledem k rozmérum kolony byl zvolen prutok mobilni faze 1 ml/min.
Pro prvni pokusnou analyzu byl nastaven linearni gradient mobilni faze
0 — 40 min: 0 — 100 % MF B. Tento gradient byl nejprve vyzkousen pro smés
standardnich latek a nasledné také pro zkusSebni vzorek vina. Separace standardnich
latek 1 vzorku byla uspokojiv4, proto zvoleny gradient nebyl dale upravovan a byl

pouZit pro vSechny analyzy.

Analyza standarda anthokyant

Ze standardnich latek, o¢ekavanych podle literatury ve vinech, byly dostupné tfi:
delfinidin-3-o0-glukosid, kyanidin-3-o0-glukosid a malvidin-3-0-glukosid. Pro zjisténi
retenc¢nich Cast téchto latek byly jednotlivé standardy nejprve analyzovany zvlast.

Nasledné byl pfipraven smésny roztok standardi a jednotlivé kalibracni roztoky, které
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slouzily ke kvantifikaci latek v jednotlivych vzorcich vin. Rozsah kalibrace byl zvolen
podle zkusebniho vina a na zakladé prostudované literatury. Parametry kalibracnich
zavislosti standardi véetné jejich retencnich Cast jsou uvedeny v tabulce 7. Grafy

kalibra¢nich zavislosti jsou zobrazeny v ptilohach XXIV — XXVI.

Tabulka 7: Retenéni ¢asy anthokyanii a parametry jejich kalibraénich zavislosti

tr Rozsah kalibrace

; 2
[min] [mg/1] Rovnice regrese R

Standardni latka

delfinidin-3-o0-glukosid | 14,10 0,5-15,0 y = 64129x - 1516,1 | 0,9968

kyanidin-3-o-glukosid | 15,05 0,5-15,0 y =36003x - 4368,1 | 0,9950

malvidin-3-o-glukosid | 17,10 10,0 -110,0 y = 66234x - 140864 | 0,9941

Stejnym zplUsobem jako u ptedchozich stanoveni byly také pro anthokyany
stanoveny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). Vypoctené hodnoty mezi

detekce i stanovitelnosti jsou v tabulce 8.

Tabulka 8: Meze detekce a stanovitelnosti anthokyanii

Standardni latka LOD [ug/] | LOQ [ug/]

delfinidin-3-o0-glukosid 9,1 30,4
kyanidin-3-0-glukosid 16,7 55,5
malvidin-3-o-glukosid 19,2 64,2

Meze detekce a stanovitelnosti se pro jednotlivé anthokyany 1isi. Zajimavé je,

ze nejvyssi hodnoty téchto mezi byly vypoéteny pro malvidin-3-0-glukosid, ktery

cwwvr

Vv

Anthokyany ve vzorcich vin

Anthokyany, jakoZto cervend barviva, jsou soucasti Cervenych vin, nikoliv
bilych. Analyza proto byla provedena pouze u vzorkii Cervenych vin. Ta nebyla
pfed analyzou nijak upravovéana, nefedéna vina byla pouze ptefiltrovana pres 0,45 um
PTFE filtr.

Na zdklad¢ porovnani retencnich casti byly identifikovany tii vySe uvedené
anthokyany. Ze tii analyz kazdého vzorku vina byla vypoctena primérnd hodnota
plochy piku pro dany anthokyan a z rovnice regrese kalibracni pfimky byla vypocitana

jeho koncentrace ve vzorku. Vysledky stanoveni jsou zndzornény na obrazku 19,
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konkrétni vysledky jsou zaznamenany v tabulce v pfiloze XXVII. Obsahem pftilohy
XXVIII je také ukazkovy chromatogram vzorku ,,Frankovka C3*.

E‘) 100 - M Delfinidin-3-o-glukosid
g
5 g0 4 B Kyanidin-3-o-glukosid
=
g Malvidin-3-o-glukosid

60 -
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20 -

C1 Cc2 C c5 (69

3 Cc4
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Obrdzek 19: MnoZstvi anthokyanii ve vzorcich cervenych vin;
C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Jak je vidét na obrazku 19, ve vSech vzorcich vin ze stanovovanych anthokyant
zcela pievlada malvidin-3-0-glukosid. Vibec nejvy$$i  hodnoty stanovovanych
anthokyanti byly nalezeny ve vzorku ,JFrankovka C3“, kdy malvidin-3-o0-glukosid
dosahl primérné hodnoty 102,8 mg/1, kyanidin-3-0-glukosid 24,2 mg/l a delfinidin-3-o-
glukosid 9,3 mg/l. Ostatni vzorky obsahovaly malvidin-3-0-glukosid Vv rozmezi
11,97 — 36,06 mg/l, kyanidin-3-0-glukosid v rozmezi 1,72 — 12,29 mg/I a delfinidin-3-o-
glukosid v rozmezi 0,54 — 6,78 mg/l. Je znamo, Ze béhem zrani vina dochazi k reakcim
anthokyant s jinymi slozkami vina za vzniku derivati anthokyani odliSné barvy.
To by vysvétlovalo nejvyssi nalezené koncentrace u vzorku ,Frankovka C3“, ktera je
rocniku 2017, tedy nejmlads$i. Zajimavym poznatkem také je, ze u vSech vzorkl
cervenych vin ziistava zachovano poradi stanovovanych anthokyant podle koncentrace.
U kazdého vzorku Cerveného vina byla nalezena nejvy$si koncentrace malvidin-3-o-
stanovena pro delfinidin-3-o-glukosid.

Porovnanim se studii Romera-Fernandeze et.al. [91], lze hodnoty ziskané
Vv této diplomové préaci oznacit za podobné. Shodny je zejména vyrazné vyssi podil
malvidin-3-o-glukosidu oproti ostatnim stanovenym anthokyanim, coz dokazuje

také studie Alecova et.al. [92].
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3.5.4 Vysledky stanoveni tékavych latek

Optimalizace podminek chromatografické analyzy tékavych latek

Analyza vybranych tékavych latek byla zvolena jako zajimavy doplnék souboru
analyz jednotlivych parametrti. Prvni volba podminek chromatografické separace
tak byla zvolena podle diplomové prace J. Bryndy [81]. Nejprve byly analyzovany
vybrané standardni latky, které byly stanoveny ve zminéné diplomové praci. Byl zvolen
nastiik 1 pl kazdého standardu se splitovacim pomérem 100. Takto byly zjistény
retencni Casy vybranych standardii a teplotni gradient byl zkrdcen podle posledniho
eluujiciho se standardu tak, jak je popsano v podminkach uvedenych v kapitole 2.4.4.

Nasledné bylo optimalizovano davkovani vzorku vina. Pro davkovani vzorku
byla zvolena technika ,headspace®, byl tedy davkovan plyn nad hladinou kapaliny.
Do 50 ml vialky s uzaviratelnym septem bylo odméteno 15 ml vzorku vina. K uvolnéni
tékavych latek z kapaliny byla vialka umisténa na 40 minut do termostatu, vyhtatého
na 70 °C. Poté bylo pomoci Hamiltonovy stiikacky davkovano 5, 50 a 100 ul plynu
bez pouziti splitu. Dale bylo zkouseno davkovani stejnych objema plynu po umisténi
vialky na 40 minut do termostatu vyhiatého na 60 °C. Za optimalni podminky bylo
zvoleno davkovani 50 pl plynné faze z vialky temperované po dobu 40 minut na 60 °C.
Pii teplot¢ 60 °C totiz nedochazelo k deformaci prvnich dvou pika (ethylacetat
a methanol), na rozdil od teploty 70 °C, ktera je velice blizka bodim varu téchto dvou
latek. Pii vysSsi teploté tak pravdépodobné dochazelo k degradaci ethylacetatu

a methanolu.

Analyza standardi tékavych latek
K tomuto stanoveni bylo vybrano celkem 11 standardnich latek. Piehled téchto

standardl v¢etné jejich bodl varu a reten¢nich ¢ast je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9: Piehled bodii varu a retenénich Easii tékavychch latek

Latka Bod varu [°C] tr [Min]
ethylacetat 77,1 4,03
methanol 64,7 4,45
ethanol 78,4 5,36
n-propylalkohol 97,1 9,16
isobutanol 107,9 11,37
n-butanol 117,7 13,85
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Latka Bod varu /°C] tr [Min]
isoamylalkohol 131,1 16,69
pentanol 136,0 18,73
ethyllaktat 154,0 23,07
hexanol 156,0 23,36
kyselina hexanova 205,0 43,27

Z uvedenych standardl byla pfipravena jejich smés smichanim 1 ml kazdého
standardu kromé kyseliny hexanové, kterd oproti ostatnim vykazovala velice nizkou
odezvu detektoru, proto byly do smési pfidany 3 ml této kyseliny. Tato smés byla
zahfivana za stejnych podminek jako vzorky vin a poté bylo z headspace prostoru
davkovano 5 pl plynu do plynového chromatografu. Takto byl ziskan chromatogram,

znazornény na obrazku 20.
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Obrdazek 20: Chromatogram smési tékavych latek;

1 - ethylacetat, 2 - methanol, 3 - ethanol, 4 - n-propylalkohol, 5 - isobutanol, 6 - n-butanol,
7 - isoamylalkohol, 8 - pentanol, 9 - ethyllaktdt , 10 - hexanol, 11 - kyselina hexanova

Podminky analyzy: Supelcowax 10 (15 m x 0,32 mm,; 0,5 um film PEG), nosny plyn dusik, teplotni
program - pocdtecni teplota 40 “C po dobu 5 min; nasledné nariist o 3 *C/min na teplotu 155 °C, ktera
byla zachovéana po dobu 5 min, teplota injektoru 240 °C, teplota detektoru 250 °C, ddavkovany objem 5 ul

Tékavé latky ve vzorcich vin

Z vybranych standardi bylo ve vzorcich vin identifikovano 10 latek. V zZadném
ze vzorkll nebyl nalezen pentanol. Zastoupeni téchto latek bylo vyhodnoceno jako
procentualni podil z ploch vSech pikli dané analyzy vyjma ethanolu, ktery tvoii

majoritni slozku tékavych latek. Kazdy vzorek vina byl analyzovén tfikrat a primérné
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hodnoty z analyz jsou uvedeny v tabulkach 10 a 11. Ukazkové chromatogramy bilého
a ¢erven¢ho vina jsou soucasti priloh XXIX a XXX.

Na rozdil od standardii nedoslo u vsech vzorkli vin, zfejmé vlivem vysSich
koncentraci, k separaci ethylacetatu a methanolu. Stejné tak nedoslo k rozdéleni

ethyllaktatu a hexanolu u vzorku ,,Rulandské sedé B4

Tabulka 10: Zastoupeni sledovanych tékavych ldatek ve vzorcich bilych vin

Ltk MnoZstvi latky ve vzorku vina v %

ava B1 B2 B3 B4 B5 B6
ethylacetat + methanol 30,3 30,6 18,1 19,3 25,9 13,6
n-propylalkohol 4,0 2,2 1,8 1,2 2,2 2,7
isobutanol 1,6 3,0 3,1 11 3 6,7
n-butanol 0,6 0,4 - 0,1 0,3 -
isoamylalkohol 11,9 19,9 15,8 9,4 23,2 20,7
ethyllaktat 0,1 0,5 0,8 0,1 0,6

18,5
Hexanol 0,1 0,5 1,0 0,6 0,9
kyselina hexanova 0,4 0,4 0,3 0,5 - 0,5
*B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé,
Tabulka 11: Zastoupeni sledovanych tékavych ldtek ve vzorcich éervenych vin
Ltk MnoZstvi latky ve vzorku vina v %

atia C1 c2 c3 c4 c5 c6
ethylacetat + methanol 26,5 36,1 18,6 31,6 33,0 29,5
n-propylalkohol 0,8 0,8 0,7 1,1 2,8 0,9
isobutanol 2,6 4,7 2,3 3,6 4,5 8,2
n-butanol 1,4 0,3 - 0,1 0,3 -
isoamylalkohol 13,9 20,8 15,2 14,4 30,6 17,1
ethyllaktat 0,5 0,2 1,0 2,1 0,1 0,3
Hexanol 0,7 0,2 0,8 41 0,2 0,5
kyselina hexanova 0,3 - 0,2 0,4 - 0,1

*C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré

Z uvedenych dat je patrné, ze rozdil mezi cervenymi a bilymi viny neni nijak
zasadni. Neuvazujeme-li ethanol, ktery se podle udaju z etiket pohyboval v rozmezi
12 — 14 % obj., pak by nejvyssi procentudlni zastoupeni u vsech vzorkl vin

pfedstavovaly latky ethylacetat s methanolem, které vSak maji oproti ostatnim
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standardnim latkdm vyrazné¢ vyssi odezvy, jak je patrné zobrazku 20.
Proto Ize za nejvice zastoupenou tékavou latku oznacit isoamylalkohol, ktery se mirou
odezvy vyrovnava vSem ostatnim a jeho procentualni zastoupeni podle ploch piki
se pohybuje v rozmezi 9,4 — 30,6 %. Ostatni t€kavé latky se vyskytuji prevazné do 1 %,
ojedinéle ptresahuji 5 %. Jedinou vyjimkou je vyrazné vyssi koncentrace ethyllaktatu
a hexanolu u vzorku ,,Rulandské Sedé B4“. Zajimavosti je Giplna absence n-butanolu
u vzorkud ,,Rulandské bilé B3“, ,Rulandské Sedé B6“, Frankovka C3° a ,,Rulandské
modré C6%, které na rozdil od ostatnich vin pochéazeji z vinaiské oblasti Cechy.
Lze tedy konstatovat, Ze na celkovém aromatickém dojmu vin se podili kombinace

obrovského mnozstvi latek, ktera je ovlivnéna mimo jiné umisténim vinic.
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4 Zavér

Cilem této prace bylo stanoveni vybranych charakteristickych skupin latek
ve vzorcich 12 vin. Jednalo se o 6 Cervenych a 6 bilych vin, kterd svym pivodem
zastupovala viechny vinaiské podoblasti v Ceské republice. Pomoci kapalinové
chromatografie bylo ve vzorcich vin stanoveno mnozstvi fenolickych latek, organickych
kyselin a anthokyani. Z fenolickych latek byly kvantifikovany kyselina galova,
protokatechaldehyd, katechin, kyselina kavova, kyselina p-kumarova a kyselina
ferulova, kdy v nejvyssim mnozstvi byl zastoupen katechin. Zastoupeni ostatnich latek
bylo dosti riznorodé. Z hlediska mnozstvi fenolickych latek byl pozorovan zejména
rozdil mezi &ervenymi a bilymi viny. Cervena vina obsahovala vyrazné vyssi
koncentrace fenolickych latek, coZ je dano procesem vyroby. Vedle chromatografické
analyzy bylo provedeno také spektrofotometrické stanoveni antioxidacni aktivity
(zapouziti DPPH a ABTS radikali) a celkového obsahu fenolickych latek.
Také antioxidacni aktivita byla mnohem vys$i u Cervenych vin. Antioxida¢ni G¢inky
vykazuji také anthokyany, coz jsou Cervena barviva, obsazena v cervenych vinech.
Stanoven byl obsah delfinidin-3-o0-glukosidu, kyanidin-3-o0-glukosidu a malvidin-3-o-
glukosidu. Vsechny vzorky cervenych vin obsahovaly nejvice malvidin-3-o0-glukosidu.
Pomoci kapalinové chromatografie bylo dale ve vinech stanoveno Sest organickych kyselin
— kyseliny vinna, jable¢na, mlécna, octova, citronova a jantarova. U bilych vin prevladaly
kyseliny vinna a jable¢na, kdezto u cCervenych vin, vlivem malolaktické fermentace,
kyseliny vinnd a mlécna. Stanoveni kyseliny vinné a celkové kyselosti vina bylo provedeno
také titracn€. Ziskané hodnoty byly porovnany s naméfenymi hodnotami pH vin, které je
ovlivnéno zejména pomérem kyselin vinné a jable¢né. Pro doplnéni souboru analyz bylo
U jednotlivych vin jodometricky stanoveno mnozstvi redukujicich cukrii. Zajimavym
dopliikem bylo stanoveni n€kolika aromatickych latek pomoci plynové chromatografie.
Ve vzorcich vin tak bylo identifikovano deset tékavych latek, které se spole¢né podileji
na vysledném aromatickém dojmu.

Zavérem lze konstatovat, Ze chemické slozeni vin je velice rozmanité.
Na zastoupeni jednotlivych latek ma vliv mnoho faktorl, jako je pidni podloZzi
¢i klimatické podminky, které se mohou rok od roku lisit. Ke zménam ve skladbé latek

téz dochazi béhem procesu zrani vina.
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Prilohy

Ptiloha I: Grafické zavislost stanoveni celkové kyselosti vina “Rulandské modré C5”

Zavislost pH na spotrebé NaOH
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Ptiloha Il: Tabulka pro odecteni mnozstvi redukujicich cukrt ve viné

. Potet desetin ml 0,1 N jodového roztoku
Pocdet ml
01 N 6 7 8 9
jodového! O | 1 2 | 3 | 4|5
roztoku gramy invertniho cukruv 1 [ vina
0 0.0 0.4 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4
1 0.4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6 0,7 0,7
2 0,7 0.8 0,8 0.8 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0
3 1.1 1,1 1.1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3 1,3 1,3
4 1.4 1.4 1.4 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,7
3 1,7 1.7 1,8 1,8 1,8 1,9 1,9 1,9 2,0 2,0
6 2,0 2,1 2,1 2,1 2,2 2,2 2,2 2,3 2,3 2,3
7 2,4 2.4 2,4 2,4 2,5 2,5 2,5 2,6 2,6 2,6
8 2,7 2,7 2,7 2,8 2,8 2,8 2,9 2,9 2,9 3,0
9 3'0 3'0 301 3l1 3!1 3|2 3'2 312 3,3 3.3
10 3,3 3,4 3.4 3.4 3,5 3,5 3,5 3,6 3,6 3,6
11 3'7 3.7 3l7 3l8 3'8 308 3'9 3;9 3,9 4.0
12 4,0 4,0 4,1 4,1 4,1 4,2 4,2 4,2 4,3 4,3
13 4,3 4,4 4,4 4,4 4,5 4,5 4,5 4,6 4,6 4,6
14 4,7 4,7 4,7 4,7 4,8 4,8 4,8 4,9 4,9 4,9
15 5,0 5.0 5,0 51 51 5.1 5,2 52 5,2 5.3
Ptiloha I11: Mnozstvi redukujicich cukrt v jednotlivych vzorcich vin
, Redukujici , Redukujici
Vzorek Typ vina cukry [o/1] Vzorek Typ vina cukry [g/1]
R[];IfLAg g}sll)(E suché 6,2 FRAI\(ICK 8 VKA suché 3,6
R[];IfLAg gszl)(E polosuché 16 FRAI\(ICKZ? VKA suché 3,7
R[];IfLAg 33831)(13 suché 3,9 FRAI\(ICKS VKA suché 3,0
RULANDSKE \ RULANDSKE .
SEDE (B4) suché 3.5 MODRE (C4) suche 3.1
Rgﬁﬁg ?lng polosladké 17 lﬁjoL]f)"RNé)(Sé‘;: suché 3,1
RULANDSKE. | sk | 23 | RULANDSKE | [ 5




Priloha IV: Kalibra¢ni kifivka Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou

DPPH
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Ptiloha V: Kalibra¢ni kfivka Troloxu pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS
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Priloha VI: Antioxida¢ni aktivita a celkovy obsah fenolickych latek (TPC) u

jednotlivych vzorkt vin

Vzorek meto-gclif ISPPH meto-lt;slf\ iBTS ?nf\rfomfs?)(]:
[mmol/l + SD] [mmol/l £ SD]

RULANDSKE BILE (B1) 0,49 + 0,02 3,72+0,12 1,09 + 0,03
RULANDSKE BILE (B2) 0,44 + 0,10 2,98 +0,11 0,87 + 0,04
RULANDSKE BILE (B3) 0,53+ 0,01 2,88 + 0,06 1,00 + 0,04
RULANDSKE SEDE (B4) 1,08 £ 0,02 4,49 + 0,09 1,64 +0,13
RULANDSKE SEDE (B5) 0,49 + 0,10 3,00+ 0,10 0,83+ 0,01
RULANDSKE SEDE (B6) 0,50 £ 0,01 3,32+0,13 1,03 + 0,04
FRANKOVKA (C1) 4,73+0,11 17,79 + 0,87 3,43 £ 0,63
FRANKOVKA (C2) 7,96 £ 0,19 38,27 £ 0,70 7,64+0,11
FRANKOVKA (C3) 5,86 + 0,22 16,32 + 0,52 3,22 £ 0,42
RULANDSKE MODRE (C4) 5,02 + 0,29 15,43 + 0,81 3,32 +0,43
RULANDSKE MODRE (C5) 3,89 + 0,09 18,41 + 0,52 3,35+0,14
RULANDSKE MODRE (C6) 11,12 + 0,07 26,85 + 0,79 4,71+ 0,36

Priloha VII: Kalibra¢ni kiivka kyseliny galové

fenolickych latek ve vzorcich vin

pro stanoveni celkového obsahu
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Ptiloha VIII: Kalibra¢ni kiivka kyseliny galové

Plocha piku [mAU:-s]|

Pfiloha IX
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Piiloha X: Kalibra¢ni k¥ivka katechinu
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Ptiloha XI: Kalibra¢ni kifivka kyseliny kavové
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Ptiloha XII: Kalibra¢ni kiivka kyseliny p-kumarové
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Ptiloha XI111: Kalibra¢ni kiivka kyseliny ferulové
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Ptiloha XIV: Chromatogram smési fenolickych latek pti 280 nm a 320 nm

R 280 nm
350 -
300 -
250 A
200 -

150 A

Odezva detektoru [mAU]

100 A

SNy

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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1 — kyselina galovd (25 mg/l), 2 — protokatechaldehyd (5 mg/l), 3 — katechin (75 mg/l), 4 — kyselina
kavova (5 mg/l), 5 — kyselina p-kumarova (5 mg/l), 6 — kyselina ferulova (5 mg/l)

Podminky analyzy: Ascentis Express CI18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um); MF A - 10 mM octan amonny
okyseleny kyselinou octovou na pH~3; MF B - 80 % acetonitrilu + 20 % MF A; pritok 0,4 ml/min;
gradientova eluce.: 0 min —0 % MF B; 30 min — 20 % MF B; 40 min — 50 % MF B; 50 min — 80 % MF B;
55 min — 80 % MF B; teplota 40 °C; detekce p¥i vinovych délkiach 280 nm a 320 nm; ddavkovany
objem 10 ul



Ptriloha XV: Vysledky stanoveni fenolickych latek ve vzorcich vin

VzorKky bilych vin *
Fenolicka latka
Bl B2 B3 B4 B5 B6
kyselina galovd 203 3.42 1,67 23,08 2,41 1,64
[mg/1]
protokatechaldehyd 6,54 6.50 557 4,60 3,84 5,19
[mg/l]
katechin [mg/I] 13,69 | 29,24 9,86 1447 | 11,32 5,29
kyselina kavova
M/ 2,79 2,40 1,49 8,44 3,23 1,50
kyselina p-kumarova 267 3.88 0,51 2,92 2,38 0,78
[mg/l]
kyselina ferulovd 525 | 1 op | 027 | o050 | 067 | 072
[mg/l] | | ’ ’ ’
Vzorky cervenych vin *
C1 C2 C3 C4 C5 C6
kyselinagalovd | 4071 | @356 | 2222 | 5567 | 2487 | 2759
[mg/1]
protokatechaldehyd 3,52 10,09 1.29 8,95 7,84 6,71
[mg/1]
katechin [mg/I] 24,47 | 13248 | 76,73 | 60,54 | 101,05 | 198,74
kyselina kavova
[ma/l] 7,34 5,04 1,99 8,06 2,42 8,10
kyselina p-kumarova 586 337 <LOD 569 1.48 3.80
[mg/l] | | ’ ’ |
kyseli[nrz gf;flr]ulové <LOD | 037 | <LOD | 0,28 084 | <LOD

*B1-B3 Rulandské bilé, B4-B6 Rulandské sedé, C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré




Ptiloha XVI: Kalibra¢ni kiivka kyseliny vinné

Plocha piku [mAU-s]
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Ptiloha XVII: Kalibra¢ni kiivka kyseliny jablecné
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Ptiloha XVIII: Kalibra¢ni kivka kyseliny mlécné
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Ptiloha X1IX: Kalibra¢ni kiivka kyseliny octové
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Ptiloha XX: Kalibra¢ni kfivka kyseliny citronové

Plocha piku [mAU-s]
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Priloha XXI: Kalibra¢ni kiivka kyseliny jantarové
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Ptriloha XXII: Vysledky stanoveni organickych kyselin ve vzorcich vin

kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina
Vzorek vinnda | jableénda | mlécna octovd | citronovd | jantarovd
[9/1] [9/1] [9/1] [o/1] [o/1] [o/1]
RULANDSKE 3,27 2,71 1,37 0,30 1,34 0,88
BILE (B1)
RULANDSKE | 393 3,43 2,03 0,37 2,48 1,09
BILE (B2)
RULANDSKE 1,77 4,11 0,76 0,69 0,99 1,47
BILE (B3)
RULANDSKE | 97 3,21 1,68 0,70 1,29 0,81
SEDE (B4)
RULANDSKE | 366 4,84 0,79 0,35 1,27 0,83
SEDE (B5)
RULANDSKE 2.09 3,80 1,88 0,52 1,26 2,05
SEDE (B6)
FRANKOVKA | 277 1,73 2,66 0,53 2,52 0,34
(C1)
FRANKOVKA [ 2 97 1,42 2,89 <LOD 1,89 0,51
(C2)
FRANKOVKA [ 2 66 0,78 3,55 <LOD 0,77 0,09
(C3)
RULANDSKE | 183 273 3,40 0,90 1,03 1,24
MODRE (C4)
RULANDSKE | 264 1,47 3,76 0,22 1,11 0,29
MODRE (C5)
RULANDSKE | 1 79 0,97 4,65 0,16 1,46 0,48

MODRE (C6)




Odezva detektoru [mAU]

Ptiloha XXIII: Chromatogram organickych kyselin ve vzorku vina ,,Rulandské bil¢ B3*
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Retenéni ¢as [minl
1 — kyselina vinnd, 2 — kyselina jablecnd, 3 — kyselina mlécna, 4 — kyselina octovd, 5 — kyselina citronovd,
6 — kyselina jantarova
Podminky analyzy: Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm; 5um); MF — redestilovand voda okyselend

kyselinou sirovou na pH~1,8; pritok 0,5 mi/min; isokraticka eluce; teplota kolony 35 °C; davkovany
objem 10 ul; detekce pri 210 nm

Pfiloha XXIV: Kalibra¢ni kiivka delfinidin-3-0-glukosidu
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Piiloha XXV:

Plocha piku [mAU-s]
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Kalibra¢ni kfivka kyanidin-3-0-glukosidu

y = 36003x - 4368,1
R?=0,995
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Ptiloha XXVI

Plocha piku [mAU:-s]
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: Kalibra¢ni kiivka malvidin-3-o0-glukosidu

y = 66234x - 140864
R2=0,9941
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Koncentrace malvidin-3-o-glukosidu [mg/l]



Priloha XXVII: Vysledky stanoveni anthokyanti ve vzorcich ¢ervenych vin

Koncentrace anthokyanu ve vzorku [mg/l]
Anthokyan
C1 c2 C3 C4 C5 C6

delfinidin-3-o0-glukosid 1,06 6,78 9,30 0,54 1,37 3,29
kyanidin-3-0-glukosid 2,89 12,29 24,20 1,72 3,56 6,99
malvidin-3-o0-glukosid 14,57 36,06 102,80 11,97 27,81 30,39
* C1-C3 Frankovka, C4-C6 Rulandské modré
Ptiloha XXVIII: Chromatogram anthokyana vzorku ,,Frankovka C3*
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1 — delfinidin-3-o0-glukosid, 2 — kyanidin-3-0-glukosid, 3 — malvidin-3-o0-glukosid;

Podminky analyzy: Luna Omega C18 (150 x 4,6 mm; 5um); MF A — redestilovand voda okyselend
kyselinou sirovou na pH~1,8; MF B — 50% acetonitril okyseleny kyselinou sirovou na pH~1,8; pritok
1 ml/min; gradientova eluce 0 — 40 min: 0 — 100 % MF B; teplota kolony 35 °C; detekce pri 520 nm;
davkovany objem 10 ul



Priloha XXIX: Chromatogram tékavych latek ve vzorku vina ,,Frankovka C2*
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1 - ethylacetat, 2 - methanol, 3 - ethanol, 4 - n-propylalkohol, 5 - isobutanol, 6 - n-butanol,
7 - isoamylalkohol, 9 - ethyllaktat , 10 - hexanol, 11 - kyselina hexanovad

Podminky analyzy: Supelcowax 10 (15 m x 0,32 mm; 0,5 um film PEG), nosny plyn dusik, teplotni
program - pocdtecni teplota 40 “C po dobu 5 min; nasledné nariist o 3 *C/min na teplotu 155 °C, ktera
byla zachovana po dobu 5 min, teplota injektoru 240 °C, teplota detektoru 250 °C, davkovany
objem 50 u!/

Ptiloha XXX: Chromatogram tékavych latek ve vzorku vina ,,Rulandské bilé¢ B1*
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1 - ethylacetat, 2 - methanol, 3 - ethanol, 4 - n-propylalkohol, 5 - isobutanol, 6 - n-butanol,
7 - isoamylalkohol, 9 - ethyllaktat , 10 - hexanol, 11 - kyselina hexanovd

Podminky analyzy: Supelcowax 10 (15 m x 0,32 mm; 0,5 um film PEG), nosny plyn dusik, teplotni
program - pocatecni teplota 40 “C po dobu 5 min; nasledné nariist o 3 *C/min na teplotu 155 °C, ktera
byla zachovana po dobu 5 min, teplota injektoru 240 °C, teplota detektoru 250 °C, davkovany
objem 50 u/



