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ABSTRAKT

V teoretickécasti diplomové préace je charakterizovana réva vengbrané odidy cerve-
nych a bilych vin, popis chemického slozeni vitetre jednotlivych technologickych kro-
ki jeho vyroby a metodami stanoveni sachiasid vire. Experimentalntést je zartrena
na stanoveni glukézy a fruktézy v 15 vybranych eadr ¢ervenych a bilych vin pomoci

HPLC s RID detekci a enzymatickym stanovenim.

Kli¢ova slova: vino, glukéza, fruktéza, HPLC/RID, enagitké stanoveni

ABSTRACT

In the theoretical part of the thesis the grapewnd selected varieties of red and white
wines are characterized. The description of thenoted composition of wine including
production processes and methods of carbohydraesndination in wine is done. The
experimental part focuses on the determinationwdage and fructose in 15 selected sam-

ples of red and white wines using HPLC with RIDe¢iibn and enzymatic assessment.

Keywords: wine, glucose, fructose, HPLC/RID, enztimdetermination
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UvoD

Vino, k jehoz vyrob jsou surovinou hrozny vinné révy, je jednim z nkgdgnamych al-
koholickych napaj. Jeho doloZena historie se vyvijela od dawkgeh obyvatel Mezopo-
tamie a starého Egyptags antikuRecka aRima a stedowk Evropy az k dnesnim ém.

Péstovani vinné révy na naSem Uzemi je podle archabipch nalea znamo necelé dva

tisice let. K roz&eni vindstvi v Siroké mie doslo za vlady Karla IV.

Vyroba vina se vyvinula v modernigopnyslové od¥tvi, nemaly podil vyroby v3ak stale
piipada i na malovyrobu. V nasi zemi jsou vyuZivamyderni technologie, je zde dobra
technologickd zékladna a visévi se prezentuje viny vysoké kvalitygsovani vinné révy
je podmirgno vhodnymi klimatickymi a geologickymi podminkani. nejvyzn&néjSim
vinarskym zemim na ¥ pati Italie, Francie, Spaisko a Portugalsko v EvrépArgen-

tina, Australie, Chile a USA v zarfio

Vino vznika diky alkoholovému kvaseni a je sloZeredevsim z vody, sachatidkyselin,
téislovin, dusikatych a mineralnich latek, barvivzyani, vitamini aj. Obsahdchto jednot-
livych latek a jejich vzajemny soulad dldje vinu jeho specifické vlastnosti, typickou

chuw’, barvu a wni a ctla z rgj jedineiny konzumni produkt.

Diky celos¥tovému roz&eni vina jakozto jednoho z nejoblildgich napaj je poteba jej
z hlediska kvality analyzovat a kontrolovat. Nelé&tavySovani narak na kvalitu vina
vyZaduje hlubSi poznani technologickych, chemickymlochemickych a mikrobiologic-
kych proces probihajicich Bhem vyroby, z&inajici skirem hrozi, jejich zpracovanim na
vino, oSatovanim vina a kafici expedici lahvového vina, ale vyZaduje takéegimt pro-
vadit presné casté ataso¥ nenaréné analyzy vhodné z hlediska ekonomické tidosti

a mnoha dalSich faktér

Sacharidy jsou podstatnym ukazatelem kvality vihgejich detekci se pouziva cela Skala
metod a postup kterymi Ize pesny obsah sachatide vire zjistit. Své misto maji metody
manualni, automatizované i instrumentalni. V tétcpjsou sacharidy analyzovanyédv
metodami stanoveni, a to pomoci vysakndé kapalinové chromatografie s refraktomet-

rickou detekci (HPLC - RID) a enzymatickym standwen
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1 CHARAKTERISTIKA REVY VINNE AVYBRANYCH ODR UD
CERVENYCH A BILYCH VIN

Popisem odrd révy vinné a jejich identifikaci se zabyva ampe#die. Konkrétg se jedna

0 popis rostlinnych orgdina znaki révy vinné, jako jsou napbobule, hrozny, listy aj.

1.1 Popis révy vinné

Fylogeneticky vyvoj révovitych rostlin probihal vesofytnich stinnych lesich Evropy, Asie
a Ameriky. V lesnich podminkach rostou révovitétling jako liany, které se pnou po
kmenech stroiin aby ziskaly dostatek &a pro svoji asimilani ¢cinnost. BEhem Zivota v
lesich se uéchto rostlin vyvinuly morfologické a fyziologické/taStnosti, které jim umoz-
nily v téchto podminkach ezivat. Mezi tyto morfologicko-fyziologické zvlagtsti révy
vinné pati: rast orgar rostlin probiha pedevsim apikéky organy maji dorziventralni
stavbu, tzn. vrchni i spodni strana se morfologio#ifSuje; réva vinna ma slalyyvinuta
mechanicka pletiva a proto vyZadujetstu opory; velké mnozstvi listumoziuje inten-
zivni fotosyntetickowinnost; kdeny révy vinné maji schopnost hromadit velké mnazst

z&sobnich latek [1].

Révovy ké se rozdluje nacasti zdevnatlé, které jsou dale roZteny na organy podzemni
- koteny (hlavni, vedlejSi, povrchové) a organy nadze(stdré devo, dvouleté fkvo
a letorosty) a na&asti nezéevnatlé, mezi ®z pati vyhonky, listy, Uponky, k&tenstvi,

bobule a semena [1].

1.1.1 Hrozny révy vinné

Surovinou na vyrobu vina jsou hrozny révy vinN@ié viniferg), coz je lianovita, sitlo-
miln& rostlina, patci do ¢eledi Vitaceae— révovité. RodVitis se rozdluje podle mivodu

do i ekologickych skupin:
1. severoamericka skupina
2. vychodoasijska skupina

3. euroasijska skupina, ktera jéepstavovana pouze jedinym druhévitis vinifera

L., ktery se vyskytuje ve dvou poddruzishitis vinifera subsp. sativa D.Quslech-
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tila réva vinna) a/itis vinifera subsp. silvestris Gm@sni réva), ktera je roZéha
v Sirokém areédlu sahajicim od Spiska aZ po Gzemi Turkméni¥itis vinifera L
se dale roz&luje na ti sortotypy: Vitis silvestris typica, Vitis silvestris aberans a
Vitis silvestris balcanica. Vitis vinifera subsptiga D.C.je nejvice roz$eny druh.
Kulturné se gstuje uz mnoho tisicileti, v jejichz s&hu byl podrobovan cilev

domému vybru, nasledkentehoz vzniklo velké mnozstvi aitf [1, 2].

Morfologicky se hrozny révy vinné skladajiiapin se stopkami, které tkichlavni nosnou
kostru hroznu a z bobulizné velikosti, barvy a tvaru. Stopkaragina s hlavnimi a ved-

lejSimi osami tvéi z hmotnosti hroznu 3 - 5 % [3, 4].

stopka

trapina

bebule

Obr. 1 Morfologie hroznu [43]

1.1.1.1 Bobule

Bobule tvdi pies 95 % hmotnosti hroznu a jejintifgzem lze vidt, Ze sestava ze slupky,
duzniny a semen (peek). Slupka tvéi 6-12 % bobule, semena 2-5 % a duzZnina 83-92 %.
Bobule u révy vinné jsou velmiiznorodé svym tvarem a velikosti. Tvar bobuli si&en
menit podle ekologickych podminek at@obu gstovani. Mize byt kulaty, kulovity, vej-

ty, zploSEly atd. Ri vyrobé vétSiny vin jsou tapiny se stopkami balastni sasti, které se
musi odstranit, nelboobsahuji chtové negiznivé polyfenoly a tkevité latky. Tenka vos-
kova vrstva (kutikula) chrani bobultgd mechanickym poskozenim a nadnym vypao-
vanim [3, 5, 6].
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1.1.1.2 Slupka bobule

Na povrchu oplodi se vyviji slupka (epikarp), kteeasklada z jedné vrstvy hiknepider-
mis a 10-15 hypodermalnich kikn Epidermis zabrauje unikani vody z bobule a zarave
je odpowdna za mechanickou pevnost a ochraméjsi vrstva epidermis je pokryta nejen
kutikulou, ale i silnou vrstvou voskovitého povlakslupky mohou byt tenkastné nebo
tlustostnné podle odrdy, jejich hmotnost tvid v praméru 8-10 % hmotnosti bobuli. Slup-
ky obsahuji cukry, organické kyselingjsioviny a barviva, dlezitd zejména u modrych

odnid, z nichz se vyraliiervené vino [1, 4, 5].

Barviva a aromatické latky ze slupek owiliyi odridovy charakter, chiui vini budouciho
vina. Bilé odidy mivaji zelené, Zlutozelené a jantaf@barvené bobule. V lidach slup-
Ky se u bilych odrd nach&zi zelené barvivo - chlorofyl, které setbghu dozravani bobu-
li méni na Zluta barviva - flavony ervené odidy maji slupkytervené azervenofialové.
U modrych odiid byvaji slupky tmavéervené, modré az tmavomodré&t8ina odtd révy
vinné ma dale ve slupce koncentrované aromaticke, [&isloviny, kyseliny a dusikaté
latky. Obsahuji $tSinové mnoZstvi fenolickych latekti@loviny, barviva), minerélnich

latek (vapnik, draslik), pekitin proteiri a hroznovych enzyi[5, 7].

1.1.1.3 Duznina

Zakladni¢asti oplodi je duznina (mesokarp). Duznina se skiadelkych bugk, které jsou
v periferni¢asti okrouhlé, nebo lehce protahlé.inBy mesokarpu maji tenkéésty a velké
vakuoly, naplgné burénou $avou, s vysokou koncentraci ckV nich se nachazi nej-
vetSi mnozstvi vy, kterou Ize lehce ziskat. WtSiny odiad je bezbarva, dkdy naerve-
nald a jen u odid zvanych barvky (nag. Neronet, Inkoustnik, Alibernet) &které (¥i-
moplodici odiidy obsahujicervené barvivo i v duznén Duznina byva masitatfdvnata
nebo sliznata. Stav duzniny mé vliv naigpb lisovani a vylisnost mostuiilizné 8 %
z celkové hmotnosti duzninyipada na cévni svazky, zbytek na sladktévd (most) [5,
6, 7].

1.1.1.4 Semena

Semena révy vinné nalezi k typu anatropnich semermzralém stavu ma semené&tsinou
hruskovity tvar. Semena jsou uloZzena ut/bibbuli ve fornd pectek s vysokym obsahem

téislovin. V bobuli byvaji 1 az 4 semenaé¢které stolni odidy pro suSeni a vyrobu rozi-
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nek, jako korintské a Sultanky, jsou bezsemennéeBa jednotlivych odid se liSi bar-
vou, tvarem a velikosti. Obsahuji 10-20% b)djteré se skladaji z triacylglycetidkyseli-
ny stearové, palmitové a linolové. Dale obsahugérg mnozstviifslovin a hakych latek.
Proto je dleZité, aby pi lisovani nebyly rozdrceny, jinak by se do moststdly neZzadouci
latky [1, 3, 5].

Po vylisovani rmutu ustavaji v lisu jako odpad matoliny. Jejich mnoZgtvizavislé na
dokonalosti lisovani a otidé. Matoliny se daji vyuzit na vyrobu druhaku, po vakeni na
destilat, po zchutmi na krmivo pro dobytek nebo se mohou kompostaXatsemen se

vyrabi jedly olej a vinny tanin [5].

1.1.2 Zrani hrozna

Béhem zrani se zvySuje obsah duke §aw bobuli a zvySuje se jeji hustota. Sasre se
snizuje obsah veSkerych kyselin, kyselina jabdeje prodychavana na cukr. RozliSuji se

nasledujici stadia vyzralosti:
» buketni zralost: UpIlné hroznové aroma, obsah cj@&i neni maximalni

* plna zralost (fyziologicka zralost): je dosaZzenoximelniho obsahu cukru, ziska-
telného asimilaci, hrozny obsahuji veSkeré Zivinyaaviva, peaiky jsou vyzralé,
bobule jsou rékké

» prezralost: slupka bobule je prodysna, voda s€erodp#ovat, ostatni slozky se

zahus$uji, cast&né odbouravaiji [3].

1.2 Vybrané odriady bilych vin

Odhaduje se, Ze na&wy se g@stuje vice jak dvacet tisic adt révy vinné. Jsou to odlily
velkozrnné, pstované jako stolni a &gné pro pimy konzum, a odidy drobnozrnné, které
se pouzivaji hlawhk vyrobé hroznovych most a hroznového vina. Hrozngchto odiid
jsou husté, bobule malé, s velkym mnozstvim semerip jsou pro imy konzum méé
vhodné. Rozduji se obvykle na odidy uené pro vyrobu bilych vin, k nimz pabdnidy
se zelenymi, Zlutymi,aZovymi nebocervenymi hrozny a na odlily ucené pro vyrobu vin
cervenych [7, 8, 9, 10, 11].

V této kapitole jsou popsany jen ady bilych vin, které byly vybrany pro analyzu: Maill

Thurgau, Chardonnay, Ryzlink rynsky, Sauvignon,niiracerveny, Muskat moravsky,
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Rulandské bilé, Aurelius, &in. V nasledujictasti je popsantvod, velikost vysadby na
uzemiCR, koeficienty plodnosti, imérnéa cukernatost, obsah kyselin a typické vlastnosti

vin, které jsou zéchto odfid vyrakeny.

Miuller Thurgau

Odrida Miuller Thurgau vznikla ve vyzkumném a Slechgitéim Ustavu v Geisenheimu
roku 1882, jako KZenec mezi odidami Ryzlink rynsky a Sylvanské zelené&iéni pro-
ved| prof. dr. Muller, ktery pochézel ze Svycarskddantonu Thurgau. Vysadba této idr
dy zaujiméa 14 % z celkové plochy vinicGR. Koeficient plodnosti odidy je 1,3. Cuker-
natost se pohybuje v rozsahu 15 - 19 °NM, v lep&é¢hicich i fres 21 °NM. Obsah kyse-
lin je niz8i, pohybuje se v rozmezi od 8 do 10 §ll, 4, 12].

Prijemné vyrazné, muskatdbroskvové aroma oddy Milleru Thurgau vynika hlawnna
Znojemsku a Uherskohradgku. Za optimalnich podminek je vinced@ barvy se zeleno-
Zlutym odstinem. Veuni vina vynikaji tony muskatu spolu s dalSimi owpon odstiny v
zavislosti na velikosti sklizh na pé&asi daného kmiku a na reduktivnosti Skoleni vina
[10, 13].

Chardonnay
Odrida Chardonnay pochazi z Burgundska a vznikla samavokiizenim odéd Pinot

noir a Heunisch, jak bylo zji&o genovou analyzou. U nas se od nefiapestovala ve
smiSenych vysadbach s Rulandskym bilym. Skljzou porkud nizSi nez u Rulandského
bilého, ale jakost vina je vy3si. Vysadba Chardgresaijima 2,3 % plochy vinic ¢R.
Mnozstvi a kvalita sklizé jsou zavislé na biologické hodgovysadbového materialu.
V naSich vinohradnickych oblastech dosahuje cukemd9 - 21 °NM, H obsahu kyselin
11-12 g1, 10, 12, 13].

Pri usmérnéni sklizré voni Chardonnay po zelenych jablkachiiasparnuti pichazeji ving
akati a hruSek, citrol a grapefruii, medu a nakonec liskovychigki. Pro kvalitu vin
odridy Chardonnay jeidezité, aby se vzdy zpracovavaly hrozny fiokyzralé na suché
vino s vysSim obsahem alkoholu. Zbytkovy cukr vie@ijemne rozSiuje. Oproti Ruland-
skému bilému je pljSi, harmonit¢jSi a ma vySSi intenzitu aromatickych latek. Vieo j
vhodné pro dlouhodobé uchovavani a jako jedno ar#ych odiédovych vin je vhodné

pro technologii "barrique" [1, 4].
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Ryzlink rynsky

Ryzlink rynsky pochazijvodre z Némecka a Alsaska. Nyni se tato odia @stuje po ce-
lém swté. Ryzlink rynsky zaujima 6 % z celkové plochy viMcCR. VyZaduje vyborné
jizni polohy, nejlépe svazité. V chuti Ryzlinku skgho hraje velkou ulohu kyselina a jeji
zralost. Je to odda s porarné pravidelnou plodnosti. V naSicRgitelskych podminkach
dosahuje cukernatost 17 - 19 °NMj pbsahu kyselin 11 - 13 d.I'V dobrych rénicich
dosahuje cukernatostgs 21 °NM [1, 12].

Odridova vina dosahuji vysoké kvality. Jsou vysoce gakip aromaticka s harmonii kyse-
lin a typickym odéidovym charakterem. Hrozny je vhodné sklizet v @redosti, protoze

potom vina ziskavaji vice aromatickych latek [18), 1

Sauvignon

Sauvignon pochazi z neépéi francouzské virtaké oblasti Bordeaux. Hrozen je maly a
bobule obsahuji aromatické latky, které &tu tvorby maji tony &ni kopiivovych nebo

po ¢erném rybizwi angrestu aip pozdjSim zrani pak fechazeji do tné zralych broskvi.

V CR se Sauvignongstuje na Moray ve wtSim metitku aZz od druhé poloviny 20. stoleti a
vyborné jakosti dosahuji vina na Znojemsku. Vysatdba odfidy zaujima 3 % z celkové
plochy vinic vCR. Zelenozluté bobule s tlustsi slupkou maji vygaaromatickou duzinu.
Plodnost odidy Sauvignon je g&dni a mé# pravidelna. V naSich podminkach dosahuje
Sauvignon cukernatost 17 - 19 °NMj pbsahu kyselin 10 - 12 g

Viuné a chwova charakteristika Sauvignonu zaviseji na tom, lbgdg hrozny gstovany.

Vino je vzdy s¥Zi, silne aromatické [1, 10, 12, 13].

Tramin ferveny

Traminc¢erveny pochazi z Alsaska. Vina z tétotmtyr mohou byt sucha nebo sladka. Asi-
milace sy&¢ zelenych lisi je intenzivni a cukernatost malych, Siroce konitkjrozr je
vysoka. Vysadba Traminterveného zaujima 2 % z celkové plochy vini€R. Sklizrg
poskytuje tato odida pongrné nizké. Cukernatost se pohybuje okolo 20 °NM a lolkga

selin dosahuije 8 'l

Tramin ¢erveny dava plna a kenita vina. Jsou-li ddb vyzralé hrozny, pak je ve wn
krom¢ korenitosti, velmi jemné aromaipominajici vini rizi. Vina Traminu maji inten-

zivn¢jSi barvu nez &sSina ostatnich bilych vin - jsou zelenoZluta @tadluta. \étSina vin
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Traminu byva se zbytkovym cukrem, ktery podporuggitké aroma a chiu[l, 10, 12,
13].

Muskat moravsky

Odrida Muskat moravsky je rozgha pouze \Weskych a moravskych vinohradnickych
oblastech. Na Moravje pistovan asi na 130 ha s tendenci k dalSimu fimz&ni. Odéda
byla vySlechina na Slechtitelské stanici v PoleSovicich. Jeitbekec odid Muskéat Otto-

nel a Prachttraube. Vynosy sklizfsou vysoké. MusSkat moravsky je vhodné skliziéet p
nizsi cukernatosti pro zachovani dosta@ého obsahu kyselin. Obsah kyselin se pohybuje
mezi 7 - 8 g:F [10, 12, 14].

Je to odiida vhodné jako ranny stolni hrozen i na lehka atimké@vina s nizSim obsahem
kyselin. Poskytuje chiové jemnda, aromatickd, odllova vina s muskatovym charakterem.
Aroma Muskatu moravského je ¢ao jemrEjSi ve srovnani s Muskatem Ottonelem. Rov-
néz kyseliny jsou miré snizeny. Hrozny této odllly se pouZzivaji i k vyrabnealkoholic-

kych napoj a jako aromatickaifsada do Sumivych vin [1, 4, 10, 12, 14].

Rulandské bilé

Rulandské bilé se u nagspuje od nepatti. Vysadba Rulandského bilého pokryva 5 % z
celkové plochy vinic \CR. Nazev Rulandské je anachronismus, ktery vzreklochope-
nim a neznalosti ampelografickych realit v roce3,9@ly bylo Burgundské bilé&@meno-
vano na Rulandské bilé. Ve skinesti se jedna o francouzskou wdin Pinot blanc. V
nadich podminkach dosahuje cukernatosti 18 - 23,%piMobsahu kyselin 10 - 13 .l
Sklizreé byvaji stedre vysoké. Rulandské bilé asimiluje intenzivan ma schopnost zvysit

koncemtijna cukernatost tak, aby se mohly vyipozdni sbry a vykery [1, 4, 14].

Vino je extraktivni s harmonickymi kyselinami a jeym aromatem. Vysokou jakost mo-
hou dosahnout pozdni&ly, pri lahvové zralosti. B odpovidajicich podminkéach jsou vina

harmonicka, plna a bohata extraktivnimi latkamil@, 13].
Aurelius

Jedna se o otidu ¢eskoslovenskéhoupodu, ktera byla vySlectita na Slechtitelskych
stanicich ve Velkych Pavlovicich a Perné. Vzniki&é&nim odiid Neuburské a Ryzlink
rynsky. Odtida je velmi plodn& a hrozny mivaji péme¢ vysokou cukernatost. Kvalitni

plné vino ma charakter vin Ryzlinku rynského snatenimi aromatickymi latkami SirSiho
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spektra, coZ vytwh urgitou kaenitost. Vysadba zaujima 0,3 % plochy vini€R. Vyzna-

¢uje se dobrymi vynosy, iffodnim zbytkovym cukrem a vysokou kvalitou.uP&rné

sklizné dosahuji 10 t.H§ cukernatost 17 - 23 © NM a obsah kyselin 8 - 12 g1, 4, 13,

14].

Dévin

Odriida Dévin byla vySlechina v KVUVYV Bratislava. Jeji dosavadni plocha vysadl'R

je velmi mala. Vznikla KZenim odéd Tramincerveny a Veltlinsk&erveno-bilé. V sou-
casné dob se rozdiuje ve slovenskych vinohradnickych oblastech aypstse zéina

rozSrovat i na Morag. Tato odfida dosahuje pravidelné a vysoké skiiznrozmezi 13 -

17 t.ha'. MiaZe dosahovat cukernatosti aZ 24 °NM. Obsah kyselipohybuje v rozmezi 7
-9,5¢g.*[1, 13, 14].

Vino je extraktivni, pIné, aromatické. Buket\bnu se pohybuje mezi muskatovym a tra-

minovym aromatem [4].

1.3 Vybrané odridy ¢ervenych vin

K tradicnim odGdam k vyrolg cerveného vina nalezi ty, které setenych oblastech
dlouhodol¢ pestuji a nasly své misto na trhu: Cabernet Sauvighwdry Portugal, Ru-
landské modré, Frankovka, Cabernet Moravia, Zweiget, Svatovainecké. V podmin-
kach CR pati mezi tradéni modré odkdy Rulandské modré, Frankovka, Zweigeltrebe,

Svatovavinecké, Modry Portugal, André [11, 59].

Cabernet Sauvignon

Pochazi z francouzské viiské oblasti Bordeaux, kde sésfuje spolu s dalSimi o@lilami
Cabernet franc a Merlot k vyréliervenych vin. Vysadba zaujimé ntérez 0,1% z celko-
vé plochy vinic VCR. Vynosy se pohybuji kolem 6 - 9 thapi cukernatosti 18 - 20° NM
a obsahu kyselin 9 - 10 g.|

Z Cabernet Sauvignonu se ziskava vino bohaté maytarbohatou chuti aretelnymi aro-
maty. Miné a chua’ pripominajicerny rybiz, fialky a tabak. Vino zraje velmi pomaue-
prve @i jeho zrani v sudech barrique a po dlouhodobéreanibyv lahvich se objevuji nej-

vzacrgjSi tony zralosti a plnostierveného vina [1, 10, 12, 13].
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Modry Portugal

Pro Siroké upditbeni v kategorii stolnich i jakostnich vin se 8 p#stovalo dive nejvice
Portugalské modré, které se k nam rilzsz Rakouska. Modry Portugal zaujima 2,7 %
z celkové plochy vinic WCR. Ma pongrné pravidelné a vysoké skliznV nasich podmin-
kach dosahuje cukernatost 17 - 19 °NHl gbsahu kyselin 8 - 9 @l Pouzitim zvlastni
technologie - tzv. karbonické macerace, Ize viity@ijemny typ mladéh@erveného vina

z Modrého Portugalu, kter&iphdzi na trh pod ndzvem Martinské vino v den sv&tk

Martina, tedy jest pred Beaujolais [1, 10, 13].

Rulandské modré

Rulandské modré je trami odifidou jak vCechéch, tak na Moray Pivod odidy je ve
dvou francouzskych viritakych oblastech - Burgundsku a Champagne. Plockadiy
zaujima 1,6 % z celkové plochy vinioGR. Plodnost této oddy je stedni. Ri vy3si Gro-
de, nad 7 t.ha, klesa kvalita vina. V nasichsgtitelskych podminkach dosahuje cukerna-
tost 18 - 20 °NM, P obsahu kyselin 10 - 12 g.l0dridovy buket je keenity, hdkomand-
lovy. Pro vino této odrdy je typicka s¥tle granatova barva [1, 10, 12, 13].

Frankovka

Jedna se o staroémeckou odidy, ktera ma fivod v oblasti Franken. Tato adta zauji-
méa 5 - 8 % z celkové plochy vinicGR. Frankovka dosahuje cukernatosti 17 - 20 °N, p
obsahu kyselin 9 - 11 @. Vino je tvrd$i, serstvou kyselinou, charakteristickouny.

Barva je jema cervena, neffilis sytych tori. Vino ma vyraz§si trisloviny [4, 14].

Zweigeltrebe

Odrida Zweigeltrebe pochazi z Rakouska, kde byla viiiera v Klosterneuburguikze-
nim odid Svatovavinecké a Frankovka modra. Zaujima 33 % z celkow&lpt vinic
v CR. Zweigeltrebe je velmi plodna ddta s pravidelnymi sklizmi. Primérné sklizré se
pohybuiji kolem 10 t.h§ pii cukernatosti 17 - 19 °NM a obsahu kyselin 8 -19.gvino je
bohaté na barviva arisloviny. Svym charakterem je podobné Svatéweckému. Vina
jsou tma¥ granatové barvy s fialovym zableskem a maji aronacre-korenité mnohdy

piipominajici bobulové ovoce [1, 10, 13].
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2 POPIS CHEMICKEHO SLOZENI VINA

Vino obsahuje latky, jeZ jsouipodni sodasti modi nebo rmuid, latky vznikajici fi kva-
Seni a latky cizorodé, které se dostavaji do vipaikiéhu technologického procesu. Kip
vodnim slozkdm mo8t sefadi fedevsim voda, cukry, kyselinyjgloviny, dusikaté latky,
mineralni latky, barviva, enzymy, vitaminy a latkyotici chwové a aromatické slozky
vina [10].

Voda, sacharidy a organické kyseliny jsou aigditéjSimi chemickymi slozkami bobuli
hrozni a nasledé ziskaného mostu. Révové vino je kapalina sloZewkaxych a netka-
vych latek. K ¢Ekavym latkam pat voda, alkoholy,dkavé kyseliny a buketni latky. Celko-
vy extrakt vina pat k negkavym latkdm, mezi¢t pati cukry a ostatni necukerné slozky -
kyseliny, tisloviny, bilkoviny, pektiny, tuky, enzymy, vitaminbarviva a mineralni latky
[7, 16, 17].

2.1 Voda

s

Voda je dilezity faktor tistu hrozii. NejdilezitéjSi vliv na jeji obsah ve vin ma klima

a pida. ldealni pro gstovani vinnych odid jsou fidy s relativie tenkou ornéni vrstvou,
lehce prostupnym a déd odvodinym podlozim s dobrou schopnosti zadrzovat vodu.
Voda jako hlavni sloZka hro#na samotného vina hraje rozhodujici roli u zakladcita-
rakteristik vina. Udluje vinu tekouci charakter a je esencialni sloZgammnoho chemic-
kych reakci zapojenych dastu hrozi, fermentacet®vy a zrani vina. Vifpad nedo-
statku vody je nezbytné zavlaZzovat nelfgnput efekty vodniho stresu. Vodni stres je
stav, v #Rmz se rostlina nachazi pod vlivem Hepivych faktofi. Tento stres ovlikwuje
raiznou nerou rostlinné procesy jakaist, fotosyntézu a transpiracifigemz fst listi

a stonki je na vodni stres mnohem citjgi. Voda je také velmi vyznamna jako rozpous-
t&dlo jinych latek. V jednom litru mostu je obsazewémsrng 780-850 g vody. Pri pre-
zravani se obsah vodyue sniZzovat v disledku vyparu, fisobenim uslechtilé plign
Botritis cinereaa mrazu [7, 15, 18, 19, 20].
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2.2 Sacharidy

Sacharidy se di dle paitu cukernych jednotek vazanych v molekule na mortuesddy,
které obsahuji jen jednu cukernou jednotku, naoskgharidy, které jsou slozeny ze dvou
aZz deseti cukernych jednotek a polysacharidy, K@ sloZzeny z vice nez deseti cuker-
nych jednotek. Sacharidy vznikaji vipdé v bunkach fotoautotrofnich organisnhasimila-

ci vzdusného oxidu ulitého v gitomnosti vody a za vyuZziti energie dennihétlsv(foto-
syntézou) pemenéné ve fotosystémech na chemickou energie. Sachmadytedy stalou
sloZzkou v8ech buk. Sacharidy maji v hikadch Gzné funkce. VyuZivaji sefedevsim jako
zdroj energie (1 g cukru poskytuje 17 kJ, tj. 4lkeaproto se spolu s bilkovinami a lipidy
fadi k hlavnim Zivinam. Jsou také z&kladnimi stai@bjednotkami mnoha bk, chréni
buiky pred pisobenim #iznych vrgjSich vlivi. Jsou biologicky aktivnimi latkami nebo
sloZzkami mnoha biologicky aktivnich latek, jako ysglykoproteiny, skteré koenzymy,
hormony, vitaminy aj. Vyznamné jsou i jejich orgéamické vlastnosti (chy vzhled, vi-

n&) [21, 22, 23, 24, 25, 27, 60].

Dle Berthelse [63] je na gatku obdobi d#stu v hroznech obvykleiffomno vice glukozy
nez fruktdézy (piblizné Skrat vice), ale silny vyvoj fruktdzy jefiginou toho, Ze v obdobi
sklizré jsou jejich koncentracetiplizné vyrovnané.Béhem procesu fermentace jsou to
praw sacharidy, jez jsou kvasinkami transformovany tam@. Bchem zrani je sachar6za
hydrolyzovana pomoci enzymu invertaza na glukofule6zu. Fruktéza se stava zdrojem
pro kvasinky v pitbéhu alkoholového kvaseni teprve pategpani glukozy, hlavniho sub-
stratu. Proto je také ve zbytkovém cukru vysSi bldsaktdzy, neb6é kvasi hite, s vyjim-
kou odidy Chardonnay, kde je dle Jacksona [19] vice glykBte Malika [64] je rozlo-
Zeni hex6z do jednotlivyctasti hrozii nasledujici:itapina a slupka a semena pouze sto-
pow, duznina 10 - 30%. Dle VeliSka [25] obsahuji ztalézny glukézu a fruktézu zhruba
ve stejném mnozstvi (glukdza 8,0 %, fruktoza 8,2Wfezralych hroznechipvlada fruk-
t6za. Dle Pavlouska [43] je ve vinnych mo$tech hbmakiti 120-250 g:f. Obsah zbytko-
vych cuki je v suchych vinech obvykle niz$i neZ 1,5'gRki vys8ich koncentracich mo-
hou zmisobit mikrobialni riziko. Zbytkové cukry, kter&stavaji ve vit po alkoholické

fermentaci, jsou zdrojem energie pro kvasinky adxad [3, 19, 25, 27, 28, 29, 30].
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2.2.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti monosacharidl

Roztoky monosacharidzpravidla vykazuji ufitou optickou otéivost. Tyto roztoky otéeji
rovinu polarizovaného stla bud’ doprava nebo doleva. Anomery vykazuji rozdilnéompt
ké ot&ivosti. Ke stanoveni sachaticde vyuziva pravtéchto rekterych fyzikélnich viast-
nosti - opticka otévost, index lomu, fipadré nékterych biologickych vlastnosti - zkvasi-

telnost, enzymatické zny [27, 31].

2.2.2 Glukodza

D-glukéza je nejvyznamisi monosacharidRadi se mezi aldozy. Je rozpustna vegod
ziedkkném i koncentrovaném etanolu, metanolu, pyridirmgt@u a kyseli& octove. Bod
tani se pohybuje v rozmezi od 141 do 150 °C. Hastaskozita a refrakce roztdlgluko-
zy je blizka hodnotam sachardzy. Je to hexdzagahktervodnych roztocich atiarovinu
polarizovaného gila doprava, proto se také nazyva dextr6za. Jsamymva anomery: L-
glukdza a D-glukdza liSici se pouze tim, Ze jejiodny roztok st& rovinu polarizovaného
swtla opa&nym snérem. Pro své reduki vlastnosti (redukuje Fehlifg roztok) je nazy-

vana redukujicim cukrem. D-glukdza je také znanthjpeenem hroznovy cukr [21, 29].

Tento redukujici sacharid,distém stavu bila krystalicka latka se sladkou chethejdile-
Zit¢jSi a ve fornd polymefi nejrozsfensSi cukr v girod€. Ve vodném roztoku po ustaveni
rovnovahy je 36 %i-pyranozy a 64 98-pyrandzy, oba anomery jsou v Ziddové konfigu-
raci. Nachazi se ve zralém ovoci - nejvice ve vihngroznech, spolu s D-fruktézou v me-
du a v mnoZstvi kolem 0,1 % je obsaZena v krvi.a¥ié@u ji obsahuiji téit vSechny slozité
sacharidy. Je stavebni jednotkou maltozy, laktomaehardézy a je monomerem mnoha
polysacharid nag. Skrobu, celulosy$-glukani a glykogenu. Je snadno stravitelnd, pouzi-

va se v lékestvi jako undla vyziva. [6, 29, 32].

Zahratim nad 160 °C se D-glukézani na tmavohédy karamel, ktery se pouziva v potra-
vinarském pamyslu k barveni lihovin a octu. Alkoholovym (etao@ym) kvaSenim D-
glukdzy &inkem kvasinek za néfstupu vzduchu vznika etanol a oxid @hiy. Pfi mléc-
ném kvaSen(pii silazovani a kysani zeli) vznika kyselina #mlié. Technicky se D-gluk6za
vyrabi hydrolyzou Skrobu. PouZziva se k vyatanolu, glycerolu, acetonu, kyseliny citr6-

nove, kyseliny L-askorboveé aj. [21, 33, 34].
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2.2.3 Frukt6za

Mriviw s

je v pirode, temei vyhradré v konfiguraci D. Jeji roztoky ot&ji rovinu polarizovaného

swtla doleva, proto je nazyvana také levulosa. Tembmosacharid, tudci bilé krystaly se

siln¢ sladkou chuti byl objeven jako¢pny produkt sachardzy. Stéjjko glukdza je re-

dukujicim cukrem. Jako volna je obsaZena v ovocinaedu. D-fruktéza je stavebni jed-
notkou mnoho oligo- a polysachatkidjako nap. oligofruktosidy, inulin, levan. Vazana
s D-glukézou tvéi disacharid sachardzu [21, 29, 32, 33, 34].

Smes D-glukdzy a D-fruktézy v poemu 65:35 je takzvany fruktozovy sirup. D-fruktoza |
sladSi nez D-glukdza a sachar6za a nesnadno kzygtalPro tyto vlastnosti je ji davana
piednost ped sachardzouiedevsim pro slazeni najpaog ovocnych sirujp Je dobe roz-

pustna ve vogla v omezenych davkach j&jptelna pro diabetiky [21, 29, 32, 33, 34].

2.2.4 Sachar6za

Tento disacharid je sloZzen z molekuly glukézy &tday. Maze byt v malém mnoZstvi
(pramérné 4 g.I') obsaZen v bobulich révy vinné. Dle Veliska [26]gbsah sacharézy
v odridach révy vinné nepatrny, ale ¥kiterych odtidach révy ligi, pavodem ze Severni
Ameriky a v jejich hybridech fize tvait az 25 % celkoveho obsahu cilikinvertaza i
sachardzu na glukézu a frukt6zu a tim umgeé kvaSeni. Tato reakce se nazyva inverzi,
protoZe opticka otdvost roviny polarizovaného sila sachardzy se i z pozitivni vy-
chylky na negativni. Smysl aténi se tedy #ni opa&né - inverzré. Glykosidazy jsowas-
tecné vazany na cukr, coz je si¢ai stabilnimi, ale i senzoricky n&anymi. Teprve roz-
Stpenim glykosidické vazby, ke kterémuibe dojit pomoci enzytnnebo kyselin, se

uvolni aromaticke latkyiezité pro most a vino [3, 10, 16, 22, 32].

2.2.5 DalSi sacharidy

Krome¢ glukdzy a fruktozy (jejich posr byva 0,5-0,9) obsahuji vina v relatéveétSim
mnozstvi také arabin6zu, xylézu, galaktézu, ktexénachazeji i po fermentaci a mala
mnozstvi dalSich monosacharid oligosacharidl (Tab. 1), které jsou nezkvasitelné a je-

jich obsah ovliviuje hodnoty g analytickém stanovovani cukru.
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Dle Minarika [15] je obsah pent6z a pentozanmostu az 1,57 g'l Dle Malika [64] je
nejvice pent6z a pentozanbsazeno v semenech (3,9 - 4,5 %), dalapir (1 - 2,8 %),
slupce (1-1,2 %) a duznir(0,2 - 0,5 %). Obsaltukn uréuje tzv. cukernatost hro#nkte-
ra je zdkladnim parametrem profdini vin do jakostnich stui. Polysacharidy (Skrob z
tfapin) jsou jako podstatrigst koloidnich slotenin ve vig nezadouci, mohou #pobovat
potize i filtraci [11, 25, 35].

Obsah aldital ve vinech byvéa vyssi nebo stejny jako v mostegi$sVVmnozstvi mannitol
ve vinech (1 - 30 g*) miZe podle Veligka Zsobit napadeni hroarplisniBotrytis cine-

reanebo bakterenBacterium mannitopoeuapisobujicim mannitolové kvaseni.

Tab. 1 Obsah sacharidve vinech [25]

Sacharid Obsah vmgt Sacharid Obsah v mgt
monosacharidy oligosacharidy
ribbéza 6,3-62,0 trehal6za 0-61,0
arabinéza 1,0-242,0 cellobiéza 2,7
xyldza 0,6-146,0 maltéza 15
glukoza 56,0-25000,0 sachardza 0,0
mannoza 2,37 laktbéza 1,5
galaktoza 6,3-249,0 melibioza stopy-1,0
fruktéza 93,0-26500,0 rafin6za 0-1
rhamndza 2,2-121,0

2.3 Kyseliny

Stejrg jako cukry vznikaji i kyseliny asimilaci listz vody a oxidu uhditého. Celkové
mnozstvi kyselin zavisi na adfe, vini¢ni trati, vyzralosti hrozina ranika. Behem vyzra-
vani vznika nejtive kyselina jabléna a pozdi kyselina vinna. Mezidkaveé kyseliny pat
kyselina mrave&i, octova, propiénova a jiné. Mezi stalé kyselimgtiphlavre kyselina

vinna a jabléna, které se ve vénnejvice vyskytuji [3, 7, 10].

Kyselost vina se vyjddje jako obsah titrovatelnych kyselinfepaitanych na kyselinu
vinnou. Rizné jiné kyseliny a slozky &uji jejich stanoveni v mostu, protoi#e byt ob-
sah kyseliny vinné a jahieé ve skuténosti o 1 az 2,5 %o vysSi nez udava vysledek stano-
veni titrovatelnych kyselin. Kyselina vinna jéitomna i ve fornd hydrogenvinanu drasel-

ného - vinného kamene. Velmi vysoky obsah kyselinpé (ges 12 g:f) miZze byt snizen
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odkyselovanim, f kterém kyselina vinna vypadne pomoci ditéinu vapenatého. Tim
zastane ve viavice drasliku, ktery je jejim re&kim partnerem. Toimasi na jednu stranu
zakulaceni a plnost vina, na druhou stra¢étdivnebezp# pro biologické odbouravani ky-
selin [3, 7, 10].

Ostatni stalé kyseliny jsou obvykle odvozeny odabelismu kvasinek. Piatmezi & ky-
selina citrénov4, isocitronova, fumarovéaagetoglutamova a v nepatrnych mnozstvich

kyselina askorbova, glukonova, jantarouav&lova a dalSi [36].

2.4 Dusikaté latky

Dusikaté sloteniny v hroznech nebo ve ¥inobsahuji anorganické formy jako amoniak
nebo duginany a organické formy jako jsou aminy, amidy, avkirseliny, pyraziny, dusi-
katé baze, pirimidiny, proteiny a nukleové kyselikpmplexni organické sl@eniny jako
jsou proteiny, pirimidiny a nukleové kyseliny jsaezbytné protst a metabolismus hroz-
ni a burgk kvasinek, ale nemaji vyznamny senzoricky vliwirgo, nicmég mohou zf-
sobovat ve vi#é problémy. Bilkoviny vyrazé ovliviuji stabilitu moStu a vina. Aminokyse-
liny jsou zastoupeny z&tSi casti prolinem, threoninem a kyselinou glutamovaoyjvyZzi-
vou pro kvasinky a bakterie. Podileji se také raltv a vyvoji aromatickych latekip
tvorbs lahvové zralosti vina. Celkovy obsah se vesydohybuje mezi 250 az 4 500 my.|
znané se lisi, je ovlivin odiidou i ranikem, v suchych letech je bilkovin vice [3, 7, 10,
19, 32].

2.5 Alkoholy

Vina maji ve srovnani s jinymi napojtipravenymi kvasenim relati¢rvysoky obsah eta-
nolu. Po vod je etanol s gmeérnymi 9 az 14 % obj. hlavni sloZzkou vina. M& vymgy
vliv na charakter chuti. Jeho obsah souvisi s arsatukii v mostu, tedy se stupm zra-
losti hrozri a se stupgm prokvaseni. Je kor&kim faktorem kyselé chuti. Eervenych vin
bohatych naitsloviny (produkty kondenzace 2-10 molekul kateéhan flavonoidi) etanol
koriguje jejich hakou a sviravou chu Vy3Si obsah alkoholu zafigje vysSi stabilitu vina
proti kvasnénym zakahm i raiznym bakteridlnim onemo&nim. Jeho obsah je jednim

z hlavnich ukazatel pfi posuzovani jakosti afpkontrole vina [25, 34].
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Vino obsahuje v malych mnozstvich také metanolryktenika odbouravanim pektinu
a zvysuje se jen intenzivnim nakvaSenim rmutdefwenych vin). BZzny obsah metanolu
se u bilého vina pohybuje mezi 17 - 100 th@lucerveného vina mezi 60 - 230 my.|

Neni hlavni sloZkou, ale jeitbZity pro vyvoj viné ve virg. Jeho oxidaci vznika formal-
dehyd a kyselina mravén Limitni mnozstvi metanolu vznik&ipenzymatickém odboura-
vani pektiri, piicemz methylové skupiny pekfinjsou uvohovany jako metanol. MnoZstvi
metanolu ve fermentovanych napojich je vlasgpoukazani na mnozstvi pekiinJeho

obsah niZe zvysit pidavek pektolytickych enzyin ptidavanych g cireni vina [19, 28].

DalSi slozkou jsou vyssSi alkoholy, tzviipudlina, které jsou ve wénzastoupeny jen
v relativie malém mnoZzstvi,iesto maji na zakl&yrazného vlivu nadni a cha’ dulezi-
tou roli pro aroma vina. Vyssi alkoholy&pvné vznikaji z produki vzniklych odboura-
vanim cukf béhem kvaSeni. PAtproto mezi tzv. sekundarni produkty kvaseni a jdio
sledkem mnozeni kvasinek. Mezi kvantitativmejdilezit¢jSi vySSi alkoholy péi 1-
propanol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-butanoB-anethyl-1-butanol. Z dalSich latek
ma vyznamny vliv také glycerol, ktery vznika jakmg@ukt primarniho kvaSeni a dodava

vinu plnost [3, 6, 19].

2.6 Trisloviny

Trisloviny, jsou tiznoroda skupina chemickych latek obsazenych ve&, kiieré maji vliv

na barvu, starnuti a texturu vina. V@Sim mnozstvi davaji trpkou, az sviravou nebo drs-
nou chd’. Jsou mezi nimi latky baktericidni &které z nich maji fiznivy vliv na lidské
zdravi. Jsou obsazeny hlaviv trapinach a ve slupkach bobuli nebo mohou byt do vina
uvoliovany skladovanim v dubovych sudech nelidgvkem tislovitého prachu nebo drti.
Obsah ttislovin v bilém vig se pohybuje pod 200 mgd.IU cerveného vina je jejich obsah
tiikrat az desetkrat vysSi. Nalezeni rmutu aéginlisovani podporuje zvySovani obsahu
téchto latek. Oenotanin tvbs bilkovinami ve vié sraZzeniny a fispiva tak k samasteni
vina. Mezi nejvyznamijSi z pati flavonoidy, flavonoly - katechin, epikatechinniay,
stilbeny aj. [3, 7, 19, 34, 36].

2.7 Aromaticke latky

Organoleptické vlastnosti a kvalitu vin owliye mnoho #iznych faktofi. Kvalita viné

a chuti zavisi na vyvazenosti ¢élth vini a chuti. Jednotliva vina se vzajeniisi v zavis-
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losti na odédé révy, zralosti hrozin, eventualnim napadeni mikroorganismy (z\dgmtsni
Botrytis cinereg, podminkach &em kvasSeni moStu (dominantnim druhem mikroorga-
nismi jsou kvasinkySaccharomyces cerevisjgeroto (i fermentaci hraje wezitou roli

pH a teplota) a dalSich faktorech. Jednotliv&idgrrévy vinné se vyzraiji charakteristic-
kym buketem a aromatem . K vonnym latkan¥ipi@hce tkavé slozky jako alkoholy a es-
tery, zatimco k chtovym latkam Spathtékavé nebo nékavé slodeniny (organické kyse-
liny, cukr, polyfenoly) [3, 25, 33, 34].

Odhaduje se, Ze vina obsahuji 400 - 600&pin v celkovém mnoZstvi 0,8 - 1,274.l
Aroma je ve vingské terminologii ozngenim pro wini mladych vin, transformaci aroma

béhem starnuti chemickymi reakcemi vzniké buket [25].

Uhlovodiky

Alkohaoly
m [Karbonylove slouceniny
m Kysaliny
m Estery, laktony

Zasadite latky

S-sloudeniny

Obr. 2Poner jednotlivych AL ve vin[25]

Podle odiidy maji vinné hrozny neutralni (napMuller Thurgau) nebo vyrazné aroma
(Muskat, Sauvignon). Primarni aroma muskatovyclemrairiuje predevsim gitomnost
osmi az deseti terpenovych alkolokejména linaloolu, geraniolu, nerolusterpineolu

a linalooloxidi. Jejich koncentrace byva 0,1 - 0,3'g25, 34].

N 1

Sekundarni aromaiedstavuji pedevsim vysSi alkoholy a estery. VysSi alkoholy jgi-
tomny v porkud wtSim mnozstvi nez odpovida jejich prahovym konaamitn, v nizkych
koncentracich zaokrouhluji vysledné aromé, kpncentracich vysSich neZz zhruba 400
mg.I* maji na aroma negativni vliv. dleZitou roli hraje ethyl-acetat.fiPpodprahovych
koncentracich 50-80 md.lie spolu s dal$imi latkami sedsti zadouciho aromati gkon-

centracich vys8ich neZ 160 migde projevuje drsnou chuti &ni. Pro aroma zvlasti-
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lych vin jsou vyznamné také ethylestery mastnyckeky vyskytujici se v po#nné niz-

kych koncentracich, které vSak asi desetkif@vysuji prahové koncentrace [25].

2.8 Mineralni prvky

Jak hrozny, tak vino obsahuji minerélni prvky (T2h.pi¢éemz jejich obsah se z&r#& liSi

u bilych¢i modrych hrozi, stejre tak jako u biléh@i cerveného vina. Slozeni mineralnich
prvki v hroznech je ovlivéno pidou, zdizenimi pouzivanymidhem vyrobniho procesu
a Upravami vina jako je&isteni nebo filtrace. Mineralni latkygsobi na organoleptické

vlastnosti vina, tzn.dni, chuovou s¥zest, barvu a celkovy ctiovy dojem.

Vapnik, draslik, hitik a sodik maji vyznam na b&imy metabolismus a u&pné kvaseni
mostu. Md’, Zelezo a mangan odpovidaji za¢amve stabili¢ vina a senzorické zmy

vina po lahvovani. Zelezo asti mohou zgisobit kovow trpkou chi vina. To se oviem
projevi pouze $ vysSich nez obvyklych koncentracicithto latek. Nezbytnym prvkem

pro spravnyist hrozri je sira a jeji sloteniny [19, 25, 32, 36].

2.9 Vitaminy

Cerstvé hrozny obsahuji zir@ mnoZzstvi vitamii, jejich obsah (Tab. 2) se v3ak snizuje
lisovanim, kdy jejichtast Zistava ve slupkach a hroznovych vyliscich. Vitanseyz@ast-
nuji fyzikalné-chemickych a biochemickych procesec¢hpgiemené most a vin, a proto se
jejich obsah fi téchto procesech snizuje. Proto maji vitaminy z Hlkaivyzivy vyznam

zejmeéna fi konzumaciierstvych hroza.

Vino obsahuje vitaminy skupiny B a v malém mnoz&ki vitamin K a C. Nachazeji se v
malych mnozstvich v bikach hrozid, ve ¥aw a ve virg. Jejich koncentrace klesa obvyk-
le béhem fermentace a zrani vina. Obsah vitdmaejména skupiny B, je obvykle ztme

vySSi v mladém vih a bshem skladovani vina klesa [19, 32, 34].
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Tab. 2 Zemy sloZeni mineralnich latek a vitamiped a po

zpracovani hrazfil6]

Latka Hrozny (mg) Vino (mg.l")

Véapnik 17,50 9,00
Draslik 192,00 80,00
Hoi¢ik 5,57 9,00
Sodik 12,30 3,00
Fosfor 16,16 15,00
Zelezo 0,27 0,60
Zinek 0,05 stopy
Thiamin 0,04 stopy
Riboflavin 0,02 0,01
Pyridoxin 0,05 0,02
Vitamin C 3,80 0,05
Kyselina nikotinova 0,15 0,00
Kyselina pantothenovéa 0,06 0,00

2.10Barviva

Barevné latky ve vinech v podstatdpovidaji i barevnym latkam v bobulich hrézdsou
to hlavre antokyany, zfisobujici charakteristické zbarvetgrvenych vin a zelena a Zluta
barviva, jako je chlorofyl, flavonové latky, karaie a xantofyly, kvercetin a kvercitrin,
které ovliviwuji barvy bilych, ale pdast&ném vysrdZzeni antokyardo jisté miry i starSich
gervenych vin. Barva antokyarzavisi na kyselosti prasdi. Cervena vina s vy38im obsa-
hem kyselin maji sitlejSi barvu a vina s niz§im obsahem kyselin maji tma¥ cerve-
nou. Cervena vina s vy38im obsahefislovin maji tmavsi rubinav ¢ervenou barvu. i
jejich starnuti se antokyany rychleji rozkladajparva vin se #ni na cihlo¥ ¢ervenou
[10, 19, 37].

Evropské odidy révy vinné Yitis vinifera obsahuji pouze 3-monoglukosidy, americké a
jiné druhy, réva patezni {. riparia), réva skalni . rupestri$, réva americkaligci, V.
labruscg a jejich hybridy s révou vinnou obsahuji také e@dpajici 3,5-diglukosidy a je-
jich acylderivaty. Distribuce anthokyarv ¢ervenych hroznech révy vinné je velmi pro-
meénliva a lisi se podle druhu, adly a v zavislosttad dalSich podminek. Stanoveni jed-
notlivych pigment se také vyuzivaip chemotaxonomické klasifikagiervenych odid.
Obecr zde gevladaji derivaty malvidinu. U mimoevropskych diuiévy je dilezity mal-

vidin-3,58-D-diglukopyranosid. Nositeléervené barvy mladych vin jsou zasadiejné
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pigmenty, které se vyskytuji v hroznech, z nicha/gextrahovaly p fermentaci. Bhem
zrani a stgeni vin vSak dochazi k vyznagsim znmenam barvy. Klesd mnozstviipod-
nich anthokyain, ale vznikaji specifické tmavsi a stalsjii cervené pigmenty, mércitli-
vé na zminy pH prostedi nebo na odbarveni oxidenti&tym. Zrald vina jsou proto

tmavsi nez vina mlada [25].

2.11 DalSi slozky vina

Prakticky stalou saiésti vina je volna i vazana kyselin&i@ta, ktera se jako vyborny an-
tioxidacni a casténe i konzervéni prostedek pouziva d&Zre pii Skoleni vin. Maximalni
obsah kyseliny volné i vazané ve ¥je dan zakonnymiiedpisy. Pokud nejsou tyto povo-
lené hodnoty fekroieny, neni mozno kyselinuigiitou ve vinech obvykle senzoricky roz-
poznat. V opéném gipact se jedna bdi o vino cerstw sifené, nebo igsiené. U bilych

vin je kyselina gicita slakgji vazana nez ve vinectervenych [10].

Oxid siicity a rekteré z jeho slatenin se pouZzivaji nejen jako konzeinaprostedky, ale
také k inhibici reakci enzymového a neenzymoveéhmlhuti a k Bleni. Maji také antioxi-
datni vlastnosti. Ve vodnych roztocich oxiddi&itého (SQ se rozpousti az na 9,5 % roz-
tok pii 20°C) vznik4 kyselina 8&it4, jejimz anhydridem je oxidistiy. Kyselina disociuje
do dvou stupu (pK; = 1,76 a pK = 7,20). V zavislosti na pH prdsti jsou proto v rozto-
cich (kron¢ SO, a nedisociované kyseliny¥ippmny hydrogengicitanové ionty a sicita-
nove ionty. Jako konzervant se uplge nedisociovana kyselina, jedina form@naa proti
kvasinkam, proto jsou oxid igtity a skicitany &inné v kyselych potravinach (pH<4).
Hlavni aplikace se tykaji inhibicé&stu octovych a migych bakterii a divokych kvasinek
praw u vin. Oxid dii¢ity pasobi proti gkterym bakteriim jiz v koncentracich kolem 1 - 2

mg., kdy se jedna o bakteriostatick§irdek, vysi koncentracéigobi baktericidi [25].
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3 TECHNOLOGIE VYROBY VINA

Vyrobni proces se moc nemi, zakladem @stava kvalita hrozin Hrozny se sklizeji po
dosaZeni Zadouciho stuprralosti. Kritériem pro dosazeni technologickdast je mnoz-
stvi obsahu zkvasitelnych cukiZzakladnim pedpokladem vyroby jakostnich vin je rychlé

zpracovani zdravych hrogama most bez zbyweaého provzdutovani [9, 13].

Frijem hroznu
¢ ( Odzriiovani )
[ Nakvaseni |« Mileti eroznfr
I
v
( Mi}ér ) Extrakce ] [ Krmivo )

[ Kvaseni | (Hroznovy vyiuh)

o= Staceni .
Kvasnicne e : [ Dalsi ]
Odstredovani -
kaly Eiltrace Zpracovani

Y
[ Filtrace 1« Zranivina |

Dlalsi =0 I'L ]
Zpracovani ! EECE

(Pinéni do lahvi)

Vino

Obr. 3 Schéma vyroby vina [7]

Pt prejimce hrozi se zjiuje jejich hmotnost, stanovuje saip®rna cukernatost a jakost
podle zdravotniho stavu, addly a obsahu cukru. Ke z{idvani cukernatosti se pouzivaji
specialni mostogry, kterych je gkolik druhi. V CR se cukernatost vyjagie ve °NM,
které udavaji mnozstvi cukru v kg na 100 | moStoonee®’KMW, udavajici mnozstvi cuk-
ru v % hmot. ve 100 | mostuip20 °C. Udaje jednotlivych mostoini se gepasitavaji
podle tabulek. V automatizovanych linkach se cuatst zji§uje zpravidla refraktomet-

ricky [5, 10, 38, 39].

Pred lisovanim hrozhje potebné pro snad§si uvolreni §avy z bobuli hrozny rozemlit

tak, aby byly oddeny tapiny od bobuli a ty naruSenyimz vznikne rmut. Of nebo nebo
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rmut z odfid, které nemaji sliznatou duzninu se lisuje bezzeli. lezité je, aby di
byla po odzrani zasfena, protoze uvolimy SQ spolupisobi g vyluhovani aromatickych
latek [5, 39].

NakvaSeni rmutu ma vyznam u aromatickych, musk&towaykderenych odiid, dale pak
u modrych odid pro vyrobucervenych vin. R teplém p@asi se nakvaSuje 6 hodini p
chladném 15 - 20 hodin, aby se uvolnilo co nejaimnatickych latek. Nakvaseni séie

kombinovat s oSé&nim rmutu pektolytickymi enzymy pro usn&dn lisovani, zvySeni
vytéZnosti moStu a zlepSeni filtrovatelnosti vina. Dddé i pro zlepSenitiné a barevnosti
mostu i vina. Ve velkovyrabse rmut nakvaSuje v nadrzi¢htancich s automatickym

kvasnym procesem [5, 40].

Podle poZzadovaného typu vina se rozliSuji 3 zakladrznosti lisovani:
1. lisovani celych hrozin- pro vyrobu bilych vin
2. okamzité lisovani odzemych hrozii - pro vyrobu bilych vin z modrych agtt
3. lisovani drti po kratkém naleZeni - pro vyrolidavych acervenych vin [13].

Drt’ nebo scezeny rmut je co nejrychleji, pokud moizm®zd po nalezeni, nezbytné lisovat.
Lisovanim se odduje mosSt od tuhé€asti dré nebo rmutu. Po napini do lisu se oddi
samotok, ze kterého je nejjespsi a nejkvalitgjSi vino. Poté se postuprvysuje tlak na
lisovanou hmotu az na 1,2 — 2,5 MPa. &gk moStu se pohybuje kolem 70 %. Z celkové-
ho vykZku Ize ziskat 60 % samotoku, 25 % z prvniho lisdv&0 % z druhého ffpadré 5

% z tretiho lisovani. Na 100 liir moStu jeiteba asi 140 kg hroar{3, 5, 38, 41].

3.1 Uprava mostu

K ochrarg révy vinné proti chorobam a &#cim se pouzivajitizné chemicke ifpravky,
které se mohou vyskytnout i v mosSteckekieéré z nich maji néfznivy vliv i na kvaseni
mosti. Proto je vhodné moStygd kvasenim odkalovat. MoSty se odkaluji hned gpavi-

ni nebo zcezeni, dokud nekvasi [3, 5, 9, 41].

DalSim krokem je Uprava kyselosti mostu. Vino zarélych hrozn je tvrdé, neharmo-
nicky kyselé a velmi pozdvyzrava. Jestlize je obsah kyselin tak vysokyjezaelze od-

bourat girozenym jabléno-ml&nym kvaSenim (biologickou cestou), pak je vhodtié p
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stoupit k jejich odbourani chemickou cestou. Upriayselin v mo&t odbouranim uhdita-

nem vapenatym je ngjprgjSi a nejlevijSi chemicky zpsob odbouravani [5, 41].

Pokud plody nemaji dost&ey obsah firozenych cuki, Ize provést tzv. chaptalizaci, tj.
piidat do $avy nebo vinného mostu malé mnozstvi cukru. BepSaei mosStu z hrozn
které nedosahly technologické zralosti, by budmirtd neodpovidalo poZzadauk vyply-
vajicim ze z&kona. Proto se nedostatek cukernatipsiivuje docuienim rafinovanym
fepnym cukrem aifdis kyselé mosty se odkyseli. Na zvySeni cukestajednoho hektolit-
ru moStu o 1 °Kl je pdeba 1,25 kg cukru. V posledni doke k Gpray mostu a vin pouzi-
va rovreéz zahustny most, ktery nahrazujeepny cukr. Zahu®¥ny most se vyrabi z révo-
vych most ve vakuovych odparkachigeplot 35 °C a obsahuje 50 - 60% cukru [3, 13,
17, 38].

V ceské vinéské oblasti, kterd je dle smmic ES z&azena do zbény "A" je povoleno zvysit
cukernatost mostiepnym cukrem maximato 5,9 °NM a v z6& "B" v moravské vink
ské oblasti jen 0 4,2 °NM. Doslazovat se ma ihnedayhisovani, Bhem kvaSeni je dosla-
zovani mén vhodné a nasledné doslazovani s prokvaSovaninedmparduje. U jakost-
nich vin s pivlastkem je fimo slazeni zakazano, a to jak legislativoR tak i EU [41,
42].

DalSim nezbytnym technologickym krokem jéesii moStu. Z technologického hlediska se
musi sfeni hroznového mosturovat mimdadnou pozornost. Ve virgtvi je zatim oxid
sifi¢ity nenahraditelny a neexistuje Zadny vhodny penttk, ktery by Upkanahradil jeho
acinek v mostu. Oxid #icity pusobi v moStech reddke a konzervané a pouziva se jen v
nezbytném mnozstvi. Jeiany proti plisnim, bakteriim a aerobnim kvasink&mhmik-
roflofe mosStu potléuje predevsim divoké kvasinky a tim vytwgodminky pro kvaSeni
kulturnimi kmeny kvasinek. Ve vhodnych davkadisgbi giznivé na tvorbu buketu i chu-
tovych vlastnosti budouciho vina a ovilije jakost a stabilitu [3, 5, 9, 10, 34, 41].

3.2 Fermentace

Vylisovany most ponechame samovbkvasit v sudech, pochazi-li ze zdravychistych
hrozmi a nebyly do & udélany Zadné zasahy, které by mohly ovlivnit jelimqzenou mik-
rofloru, kterd se do mostu dostala z hrioznpribéhu lisovani. Vyhod§si je pouziticis-

tych kultur vinnych kvasinek, které jsoudypro EZné kvaseni, nebo k rozkvaSeni niost
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s vysokym obsahem cukru na vysSi obsah alkoliblse schopnosti kvaseni v chladném
prostedi, pop. v silné zasfenych mosStech. Snagjdi je pouzivani vysokovykonnych ak-

tivnich suchych vinnych kvasinek, které sémo zamichaji do mostu [3, 5].

Pro fermentaci se vyuzivdanych fermenténich nadob, které mohou byt betonoviews-
né, laminatové nebo vyrobené z nerezové oceli. K&asdoby fed plrenim prohlédne-

me, vyplachneme, zd&#he a plnime asi do 3/4 jejich obsahu [5, 6, 38, 43

Alkoholové kvaSeni je slozity biochemicky procegkiadu cukru obsazeného v moga
alkohol a oxid uhliity zpisobeny kvasinkami. Vznikly alkoholipobi ve vysSich koncent-
racich konzerven¢ a prodluzuje adrznost vina, jinak jéleZitou sodasti chuti a uné
vina. KvaSenim se &ii cukr na alkohol a oxid ulity. Dale vznikaji @i kvaSenicetné
vedlejSi produkty, které ovliwji budouci charakter vina. Jsou to glycerin, gstaidehy-
dy, kyseliny aj. [34, 41, 44].

Prib¢h reakci alkoholového kvaSeni je v zasshto:
1. fosforylace cukru (vznik fosfodmych estar hex6z),

2. Stpeni fosforylovaného cukru na triosy (glyceralddbgtht a dihydroxyaceton-

fosfat),
3. oxidoredukce trios,
4. defosforylace trios,
5. dekarboxylace kyseliny pyrohroznové (vznik acetajdiel a CQ)
6. redukce acetaldehydu (vznik ethanolu)

Predpoklada se, Ze k vlastnimu alkoholovému kvaseripstebuje 92 % cukru. K tomu
se musi fipocitat 2 az 3 % cukru, ktery sgebuji kvasinky ke svému rozmnoZzovani jako

zdroj uhliku k tvorks biomasy [45].
Alkoholické kvaSeni hroznového mosStu rélzgeme nait faze, a to na zatek, boilivé
kvaSeni a dokvaseni [3].

Zacatek kvaSeni trva 2—3 dny, je charakteristicky pizgm mnoZenim kvasinek a poma-
lym zatatkem prokvasovani cukrNa z&atku rozkvaseji most divoké kvasinky, které brz-

di ¢innost kulturnich vinnych kvasinek [36, 46].
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Bourlivé kvaSeni trva 2 - 5 dni a prokvasi pém podstatn&ast cukru. Pro kvaseni mostu
je nutné kvasinkam vyt¥ vhodné prosedi. Po napkni moStu do kvasnych nadob ma
velky vliv na kvaSeni nejen dostat& mnozstvi cukru, ale i teplota . MnoZeni a atdivi
kvasinek j nejlepSi v rozmezi teploty od 18 do 22 Spravny pibéh kvasného procesu
vyzaduje vhodnou koncentraci roztoku cukru. Nejlppzbiha kvaseni v 8 % az 20 % roz-
toku cukru. Nkteré kmeny vinnych kvasinek maji moznost prokvasi®s az 35 % rozto-
Ky cukru a produkuji fitom 17 az 18 obj. % etanolu. Roztoky s vice ne2@0ukru kvasi
jiz jen velmi slals a pi 50 % koncentraci kvaseni jiz prakticky neprobjsa6, 38, 41,
45].

Dokvaseni je posledni faze kvaseni po poklesu absakru na 2 — 5 g'a trva rkolik
meésial. Dochazi k zastavewinnosti kvasinek, zastavi se vyvin oxidu gh&ho, kvasinky

sedimentuji na dno nadoby a usazuji se i kaly488,

3.3 Skoleni a o3atovani vin

Po ukorgeni kvasného procesu probihd v mladych vinech poétarani. R ném se vina
snhazi usrrmovat vyvoj s ohledem na kvalitativni #i@kni vina a podle fgdstav o kone
né jakosti, které by céitdosdhnout. R zrani vina je mozno pozorovat Znu obsahu cuk-
ra. Ke zvySeni obsahu dochazi u galaktosy, glukanktdzy, xylézy a arabindzy. Tento
efekt je obvykle fipsany hydrolyze vni hemicelulézy s postupnym uisiol/Anim cuki
[35, 41, 47].

Prvnim Ukolem je zamezit po dokvaSeni vifsfupu vzdusného kysliku k vim pelivym
dophovanim kvasnych nadob, aby bylo docileno co nejiherngtyku dokvaSovaného vina
se vzduchem. Vino skladované v neplnych nddobarujex ztraci na jakosti a je nachyl-
né na vady a nemoci. K doliti pouzivame zdravé itegné odidy, které mame v zaséb
v menSich nadobach [5, 6, 10, 41].

Staenim vina je&innost, @i niz vino oddlujeme od kal. Béhem zrani vino stéme reko-
likrat. Prvni stdeni probiha zpravidla 30 - 50 dni po Hox¢m kvaSeni. Ke druhému sto-
¢eni vina dochazi po 6 - 10 tydnech po prvniniestovina. Stéeni vina je mozno spojit se
scelovanimgirenim a filtraci. Je nutno si édomit, Ze v této dabby mélo vino smyslo-

vymi a chemickymi hodnotami jiz odpovidat hotovéwyunobku [5, 41, 47].
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DalSim krokem je fidavek oxidu gicitého, ktery ma ve sklepnim hospéstai mnoho-
stranné pouziti. Slouzi ke konzervaci mostu a vnageni vadnych a nemocnych vin, ke
zlepSovani barvy, k dezinfekci lahvi, zatek a skiep prostoli. Pouziti oxidu gicitého je
stanoveno zakonnymi normami. Pro jednotlivé katiegein je omezeno tiizenim Evrop-
ského spol&enstvic. 822-823/1987 aktualizovanélkio 1493/1999 &. 1622/2000 [5, 17,
42, 43, 47].

DalSi moznosti oS&ivani je odkyselovani vin. Pokud se neodkyselimasty gidavkem
jemného uhbiitanu vapenatého, musi se upravit vyssi kyselast Yined po dokvaseni.
Pouziva se stefnjako u mostu fidavek uhléitanu vapenatého nebo u dokvasenych vin
scelovani s viny s nizsi kyselostiti Hasické vyrols vin se vyuzivéa i biologického odbou-
ravani kyselin bakteriemi miéého kysani, které odbouravaji kyselinu jébtau na kyse-
linu mlé&nou a oxid uhtiity bez vedlejSich produkt na rozdil od ngstého mléného kva-
Seni [5, 41].

Mezi prvnim a druhym st&nim vinagitime. Citeni je zdravott nezavadné a naopak Ize
jim predchazet moznému znehodnoceni vina. Je zaloZemakj@a povrchovem adsa@rg
schopnostitidel, jednak na schopnosti se srazetlgarymi nezadoucimi latkami ve \&in
Cely proces srazeni a usazovani trva zpravidleadvia tydny. Zakaleni vina se &fi nefe-
lometrem a hodnota se vyjage v jednotkhch NTU (Nephelometric Turbidity Unit)
1 NTU se rovna zakalu apobenému 3,2 mg kyshiku klemiitého v 1 litru vody. Jako
Cifidla se pouzivaji: Zelatina, vyzina, v&jg bilek, mléko a kasein, PVPP (polyvinylpoly-
pyrrolidon), tanin, agar, bentonit, gel kyselinggkiité, kiemelina, kaolin, Spafska hlin-
ka, aktivni uhli aj.[3, 5, 17, 41, 43, 47].

Jednou z poslednich technologickych operaci jeafi#t vin, ktera sgiva v oddlovani
pevnychc¢astic vina na porovité &té filtru. Filtrace urychluje vyrobu, zkracuje tecHoo
gické procesy fipravy vina na lahvovani a umage dosahnout jiskrnn&rosti. Nejno\gji
se prozatim fevazre u velkych vinaskych firem pouzivaji tzv. membranové filtry, které
jsou podle konstrukce a zvolené membrany pouziteth@rubé filtrace az po mikrobialni
sterilizaci vin. Poprvé se filtruje po &yeni. Druha filtrace s&asto spojuje bezprdasdre

s lahvovanim vina [5, 41, 43].
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3.4 Lahvovani

V¢asné nalahvovani vindaqu jeho vrcholem vyvoje zajigje jeho vysokou kvalitu. Proces
zrani vina pokréuje v lahvi a vino se stava lahwogralym Pro lahvovani plati zakladni
pravidla. Bila vina se stdji diive nezéervend, v Bkterych gipadech uz Sest&sial po

sklizni. Plnici zéizeni a lahve museji byt sterilni, aby nedoSlo &atkminaci a vino se

nezkazilo, je&t nez oteveme lahev [38, 41]
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4 METODY STANOVENI SACHARID U VE VINE

Ke stanoveni sachafice vyuziva celéady metod, mezidZ pati chromatografické meto-
dy - vysoko@inna kapalinova chromatografie (HPLC), vysokiota anionto¥ - vyménné
chromatografie (HPAEC), plynova chromatografie sotmostnim spektrometrem (GC-

MS), spektroskopie v blizké inffarvené oblasti (NIRS), a také enzymatické stanoveni

V této kapitole jsou podrolép popsany d¥ porovnavané metody - technika HPLC s RID

detekci a enzymatické stanoveni sactiarid

4.1 VysokoWwinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujiménamné misto technika HPLC. Me-
toda HPLC je jednoducha a nedestruktivni metodaiZzipeina pro stanoveni prakticky
vSech cukit a cukernatych alkohdl Jedna se outeZity nastroj pro kontrolu kvality mast
a vina. Pro tzv. kapalinovou chromatografii se peaj nejiiznéjSi célici principy: cleni
muze probihat v systému fazi kapalina-kapalina, kapglevna latka, iont@vvyménna

chromatografie, gelova vydovaci chromatografie aj. [21, 33, 48, 49, 50].

Existujerada chromatografickych metoclidse podle mnoha hledisek - rfagle skupen-
stvi mobilni faze, dle uspadani stacionarni faze, podle povakyedktery geviada pi
separaci. V chromatografii se vnasi vzorek mezivdddjemrt nemisitelné faze. Stacionar-
ni faze je nepohybliva, mobilni faze je pohyblivaorek je umisin na z&atek stacionarni
faze. Pohybem mobilni fazégs stacionérni fazi je vzorek touto soustavou uné&SezZky
vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany,dmse pi pohybu zdrzuji. Vice se zdr-
Zi slozky s ¥tSi afinitou ke stacionarni fazi. Tim se sloZzkytppse od sebe separuji a na

konec stacionarni faze stivie dostavaji slozky mérzadrzované [50, 51].

4.1.1 Chromatograf HPLC

Zatizeni pro HPLC se nazyva kapalinovy chromatogréist®je pro HPLC jsou mnohem
Mezi zakladni pozadavky na chromatografickéizani: pati: umoznit pravidelny a kon-
stantni tok mobilni faze stacionarni fazi; zajiktiantitativni acaso¥ co nejkratSi nadav-

kovani analyzované sisi na stacionarni fazi; vytvib podminky k co nej#tSimu pd@tu
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opakovani sorfnich a desormich proces jako vysledku vzajemnych vztahmezi stacio-
narni fazi, molekulami slozek mobilni faze a molekoi solufi v analyzované sési;
uskuté&nit méeni a zaznamenavani gmucitych vlastnosti tekouci mobilni faze, které
jsou vysledkem fitomnosti separovanych latek;izzeni musi byt schopné selektihmve-
dené zminy analyzovat a kvantifikovat [51, 54, 55, 60, 62].

Z&kladni technické vybaveni se sklada ze zadsobmiddilni faze,cerpadla, davkovaciho

zarizeni, gedkolony, kolony, detektoru a vyhodnocovacihtizani [53, 54].

ODPLYNOVAG o | — 2 i
4+ KOLONA RN
- POCITAC

b 4 ¥
DAVKOVAC
w

ZASOBNIK
MOBILNi - @-@—1 — <ol
FAZE VZOREK
SERPADLO DETEKTOR
ODPAD
Obr.8chéma HPLC[54]

Cerpadlo zajituje staly patok mobilni faze. ¥tSina pump je konstruovana na maximalni
pracovni tlak kolem 40 MPa (400 Kar Diky pumg@ je mozné upravovat fiok a tlak
mobilni faze v systému. #ok by mel byt konstantni, bezpulsni a reprodukovatelnyrm je
hodnoty by se #y pohybovat v ml.mit pro kapilarni kolony a yl.min™ pro mikronapl-
nové kolony. Podle rychlosti fitoku secerpadla dli na vysokopiitokova, konvetni
a nizkoptitokova. V HPLC se pouZivaji izokratické a gradieétéerpadla. U izokratic-
kych je mobilni faz€&erpana pouze z jedné zasobni lahve, vznika tzkraticka eluce, $
niz se mobilni faze dmem analyzy nesmi. Pouzitim gradientovycherpadel je mobilni
fazecerpana z vice zasobnich lahvi a proto §gemenit slozeni mobilni fazedhem ana-
lyzy. Sokasti kazdého moderniho HPL@rpadla je odplovas, ktery zbavuje kapalinu
veSkerych plynnych sési [51, 54, 61].
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Davkovaci z#&zeni - zcerpadla protékad mobilni faze do davkovacihivzami. Konstrukce
davkovaciho zidzeni nize vyznama ovlivnit G¢innost separace, nebpii nedokonalém
davkovani nize dochazet k vyznamnému raesiani elgnich zén vlivem mimokolono-
vého grispivku davkovaciho zézeni [54, 55, 62].

Predkolony slouzi k zachyceni latek, které by mohHivaiovat kolonu. Je konstruovana

jako kratkd samostatna kolona uraist gled hlavni kolonou.

Analytické kolony byvaji vyrobeny n&sgji z oceli. Mohou mit #izné parametry, ale dél-
ka kolony se népstji pohybuje mezi 10-500 mm, k& 3,0-25 mm. Kolona se sklada
z plast - negastji se pouzivaji plagtz nerez oceli. Nevyhodou je ovSem jejich nizka che
mick& odolnost. Déle také plé&t tvrzeného skla, na které nemohdisqbit vysoké tlaky.
Je nutné je chranit nagplastovym, kovovym nebo teflonovym obalem. Hlagd@sti kolo-

ny je naph, ktera je tvéena sorbenty sizné modifikovanym povrchem podle geby [51,
54, 55, 61].

U HPLC prochazi eluat vytékajici z kolonyapézne detektorem, ktery je vestav do jeji-

ho vytoku. Detektor pak automaticky a kontinginéti nékterou z fyzikalnich vlastnosti
eluatu, nap absorpci v UV nebo VISasti spektra (spektrofotometrické UV-VIS detekto-
ry), fluorescenci (fluoresceéni detektory), vodivost (vodivostni detektory), éxdlomu
(refraktometricky detektor) apod. Pro detekci lasshopnych oxidace nebo redukce se
pouziva elektrochemickych detekipmpracujicich na coulometrickém principu. V HPLC

neexistuje univerzalni detektor [33, 50, 60, 61, 62

Ténxt vSechny typy detektaér pouzivané v kapalinové chromatografii jsou koncegmniiho
typu, tj. poskytujici signal asmny koncentraci detekovanych latek v eluatu. Rbgdse
do dvou skupin: selektivni detektory, jejichZz sigjgaimeérny koncentraci samotné deteko-
vané latky (fotometrické, fluorimetrické a elektheenické detektory) a univerzalni nespe-
cifické detektory, jejichZz odezva je @éma urité celkové vlastnosti eluatu (refraktometric-
ky detektor) [56].

Cukry absorbuji v UV oblastiipnizkych vinovych délkach, takze tento systém kietese
u cukii nevyuziva. Podolinneni mozné pouzit citlivé fluorescenm detektory. Je sice
mozné pipravit prislusné derivaty v postkolonovych reaktorech, posmmsSak ztraci vy-
znam kapalinové chromatografie, kdy newebt gipravovat &kave derivaty, jako i ply-

noveé chromatografii [21].
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Refraktometricky detektor (refractive index detectelID) - diferencialni refraktometr je
jednim z mala univerzélnich detekigiro kapalinovou chromatografii. Detekce je zaloZe-
na na mdteni indexu lomuwisté mobilni faze a eluentu. Detek limit pro tento detektor je

v fadu mikrogram. Mobilni faze a vzorky musi byt zbaveny rozgagth plyni, protoze
plyny zcela rusi detekci. Ziaou nevyhodou tohoto detektoru je, Ze neni moZngojezi-
vat @i gradientové eluci a take to, Ze je pgné malo citlivy. Pro stanoveni sachatige
vSak vhodny. Index lomu je véina zavisla na tepldt takze pi pouziti refraktometrického
detektoru je podminkouigsné temperovani. Kramkonstantni teploty je nutné viiehu

meéieni pracovat i specifické vinové délce [21, 54, 57].

Fotometricky detektor (UV/VIS) - tyto detektory js@aloZeny na principu &eni absor-
bance eluatu, ktery vychazi z kolony. Monosachajsty neieny @i vinovych délkach
210, 228, 254 a 260 nm. Pouziti UV/VIS detektoruoseezuje na derivaty cukr které
obsahuji v molekule vhodny chromofor, hidgad aromaticky kruh. Samotné cukry Ize
detekovat velmi obtizf) protoZze absorbuji mezi 188-192 nm, tedy v obledé absorbuji
také @zna rozpousgdla [54, 57].

Hmotnostni detektor - tento typ detekce je vyhogmgtoZze umoiuje nejen vysoce citli-
vou detekci latky vychazejici z kolony, ale takézvetné mie jeji identifikaci, popipact

informaci o struktie [49, 54].

Kromé¢ uvedenych detektdrexistuje fada dalSich detektibr nagiklad elektrochemicke
detektory, nefelometrické detektory, radiochemiclatektory a dalsi, které se vSak pro

stanoveni sachaiidoouzivaji vyjimeéné [49, 54].

Souwasti chromatografu je i software, ktery slouzi ktageni niticich parametr a k vy-
hodnoceni chromatogrdmZaznamové Zé&eni gevadi nadetekovany signal na &m
nagsti (mV), kterou zapisovavynese do grafu oproti ret&mimu casu. Integrator sgta
plochu pod kivkou grafu, ktera odpovida mnozstvi latky v objewaorku daném davko-
vaci smykou. Ziskané hodnoty o mnozstvi se d&evadji a zpracovavaji na koncentra
ni jednotky. Vysledkem HPLC analyzy je chromatograPokud je analyzovana $m
dolre rozdlena, pak kazdé sloZce &snodpovida jeden pik [51, 54].
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4.1.2 Stacionarni faze

Pfi chromatografickém stanoveni cuiks nizSi molarni hmotnosti, tj. monosacharidoli-
gosacharid, se nejastji uplatiuje ctleni na katexech, kde jako protiionty jsou vazany
kationty kowi, nag. vapenaté, sibrné nebo olovnaté ionty. DalSi veligast4 chromatogra-
fickd naph je silikagel modifikovany aminopropylovou skupindd poslednich letech se
stala velice popularni, avSak fina® narana chromatografie na anexech, kterd pouziva
k detekci elektrochemicky detektor. Na principu @&ni chromatografie je cukry také
mozno separovat na nemodifikovaném silikagelu relikagelu s oktadecylovou vazanou

fazi, v tom pipact je Iépe separovat derivaty cul1, 49].

4.1.3 Mobilni faze

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni imér& vyznam se podili na sepataim
procesu. SloZeni e byt ovlivieno znénami sloZeni rozpou&del, iontove sily, iontay
parovymicinidly a pH. Mobilni faze je charakterizovangegevSim svou polaritou a selek-
tivitou. Jako mobilnich fazi se rejstji pouziva vodnych roztak jednohoci vice orga-

nickych rozpougidel, negastji metanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu [53, 55].

Pro stanoveni sachatidse nejastji pouziva deionizovana voda, gmacetonitril — voda
VvV rizném pondru, nefastji s 60 — 80 % acetonitrilu a stigokem od 1,0 do 1,5 mi/min,
aby nedoslo k ifgkrateni povoleného pracovniho tlaku. Dale se pouZivés smetonitril-
voda v pondru 1 : 2,6 s fidavkem 0,03 % ethylendiaminu. Lze pouzit i vodogtok Na-
OH, ktery mize obsahovat octan sodny nebo se pouitdiza HSQ,[53, 54, 55, 56].

4.2 Enzymatické stanoveni

Enzymové metody p&tmezi metody, u kterych je vyhodou jejich jedndaost a rychlost

analyzy. Enzymové metody jsou v podstawojiho typu:

1. analyzy stanovuijici latky, které mohou byt transfovany enzymy, takové latky

jsou vlast® metabolity Zivych organizina slouzi jako substraty enzym

2. metody stanovujici aktivitu enzymaktivita enzyni je mgiena jako rychlost Ubyt-

ku reaktantu nebo rychlost vzniku kéného produktu [21, 56].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 44

Pomoci enzyri Ize kvalitativre i kvantitativre stanovovat &né monosacharidy a oligosa-
charidy, Skrob, vlidkninuy3-glukany, alditoly, aj. i ve zrimé¢ komplikovanych srgsich [21,
56, 57].

Zrejm¢ nejdelSi tradici maji pr&enzymové metody slouZici ke stanoveni gularo sta-
noveni Eznych monosacharnida oligosachariil se dnes neéasgji pouzivaji kometné
dostupné enzymové soupravy (obsahujici oxiddzyhgditegendézy), také tlumivé roztoky,
které zardi optimalni pH enzymové reakce. Steniny vzniklé enzymovou reakci se ana-
lyzuji obvykle spektraléy, elektrochemicky, polarimetricky, titta¢, eventuald pomoci
radioaktivnich isotofp [21, 57].

K enzymatickému stanoveni se pouzivaji roztdkg, bezbarvé, neobsahujici rozpangt
plyny a s neutralnim pH. £¢hto divodi je poteba upravit vodné extrakty pevnych vzor-
ki nebo potravingské roztoky podle danych zasad, indpvysrazeni bilkovin se vyuziva
¢ifeni pomoci Carrezovych roztinkBarviva mohou byt odstrana adsorpci na polyvinyl-
pyrrolidinu nebo na polyamidu. U skalzabarvenych roztdkje mozné nastavit hodnotu
slepého pokusu na spektrometru pomoci barevnéhokwz/zorku. Tuky se odstiaji
extrakci horkou vodou.rBvedeni vzorku do roztoku je mozno urychlit rozpaih prepa-

ratu v malém mnozstvi dimethylsulfoxidu a pak vel&/f21, 57].

Pro stanoveni sachafide pouziva metoda s glukbézaoxidazou, s glukézattebggnazou
a s hexokinazou. U glukbzaoxidazové reakce se ghukiitomna ve vzorku oxiduje glu-
k6zaoxydazou na glukonolakton a peroxid vodiku.oRidr vodiku se poté stanovi rap
Trinderovou reakci s fenolem a 4-aminoantipyrinerpiitomnosti peroxidazy za vzniku
chinonmonoiminového barviva. Glukézodehydrogenazmedoda je zaloZzena na oxidaci
glukézy v gitomnosti NAD pomoci glukézodehydrogenazy na glukonolakton aikeid

NAD" na NADH. Tato metoda ale neril$ vyuzivana [21, 56, 57].

DalSi enzymatickou metodou je nize uvedena hexakiwe metoda, ip které se ke stano-

veni glukozy pouziva sés enzyni hexokindzy a glukézo-6-fosfat dehydrogenazy:

D — glukdzat+ ATPO M. glukdza— 6— fosfat+ ADP (rovnice 1)

glukéza- 6 - fosfat+ NADP* O 8P - glukonat—6 - fosfat+ NADP+H ™ (rovnice 2)
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D-glukoza je fosforylovana na D-glukéza-6-fosfat§eR) za pitomnosti enzymu hexoki-
nazy (HK) a ATP. ATP p fosforylaci glukdzy pechazi na adenosin-8ifosfat ADP (rov-
nice 1). V gitomnosti enzymu glukéza-6-fosfat dehydrogenazyR&®4) se glukoza oxi-
duje pomoci nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (DR) na D-glukonat-6-fosfat.
NADP" sowasré prechazi na redukovanou formu NADPH. Mnozstvi NADPthiklé
béhem reakce je ve stechiometrickém gomk D-glukdze. Hrustek koncentrace NADPH
se n&ti zménou absorbancerip334, 340 nebo 365 nm. Hexokinaza v rovnici 1 rep@ci-
fick&d. Jsou-li v roztoku ifitomné frukt6za, mannéza, budou také&vedeny na fosfaty.
Oxidace glukdzy enzymem G6P-DH yitomnosti NADPH a vznik jeho redukované for-
my je jiz specificka reakce. Koncentraci fruktoaspektive fruktdézy-6-fosfatu se stanovi
po premené na glukdzu-6-fosfat pomoci fosfogluk6zoizomeraakg zvyseni koncentrace
NADPH po oxidaci glukézy-6-fosfatu na 6-glukonoviyselinu. NavysSeni koncentrace
NADPH ngiime pomoci UV/VIS-spektrofotometru jako absorbagpitivinové délce 340
nm [21, 56, 57, 58, 60, 61, 62].

Stanoveni glukézy a fruktozy vedle sebedpd v revedeni &chto cukfi na fosfaty, oxi-
daci glukézy na D-glukonat-fosfat, nasleduje izoacerfruktdza-6-fosfatu (F-6-P) pomoci
enzymu izomerazy (PGI) na glukéza-6-fosfat a paeét gpobihne oxidace G-6-P na D-
glukonat-fosfat (rovnice 3,4,5,6). Prvni &ma absorbance je @&ma mnoZstvi glukdzy

a druha zrmana absorbance je @Mma mnozstvi fruktozy [21, 57, 61, 62].

D - glukéza+ ATPO ™ - G-6-P+ ADP (rovnice 3)

D - fruktoza+ ATPO ™ - F -6- P+ ADP (rovnice 4)

G-6-P+ NADPO®PT - D - glukonat- 6 - fosfat+ NADPH (rovnice 5)

F-6-P_fif .G-6-P (rovnice 6)
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo pomoci dvou metod sténolsah glukézy a fruktdzy ve
vzorcich¢ervenych a bilych vin, a to pomoci techniky HPLRIB detekci a enzymatic-

kym stanovenim.

1. Formou literarni reSerSe charakterizovat révu vinaovybrané odidy ¢ervenych
a bilych vin, popsat chemické sloZeni hiiparvina, stréné shrnout technologii vy-

roby a dale popsat pouzité techniky stanoveni.

2. Provést mifeni obsahu glukézy a fruktézy u vybranych vZoekervenych a bilych
vin pomoci techniky HPLC s RID detekci a enzymatigorovnat vysledky gfeni

a metody pouzité pro tato stanoveni.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 48

6 MATERIALAP RISTROJE

Vzorky 9 bilych (B) a &ervenych €) vin byly poskytnuty firmou Zamecké virsivi Bze-

nec s.r.o.CR. Seznam vzoikvin je uvedeny v Tab.3:

Tab. 3 Analyzované vzorky vin

v(zj:t)srll?u Druh vina Zkratka Charakteristika
1. Aurelius AUR vylér z hrozri B 2012
2. Dévin DEV pozdni skr B 2012
3. Muskat moravsky MM pozdni &b B 2012
4. Tramincerveny T vybér z hrozrii B 2012
5. Rulandské bilé RB v¥b z hrozri B 2012
6. Chardonnay CHAR pozdni&b B 2012
7. Sauvignon SG pozdni&b B 2012
8. Ryzlink rynsky RR pozdni $b B 2012
9. Muller Thurgau MT pozdni b B 2012
10. Modry Portugal MP pozdni &b C 2012
11. Frankovka ZW pozdni &b C 2012
12. Cuvéeervené Ccu¥ jakostni C 2012
13. Rulandské modré RM v§ibz hrozri C 2012
14. Cabernet Sauvignon CS ¥ylz hrozr C 2012
15. Zweigeltrebe ZW vy z hrozri C 2012

6.1 Pristroje a pomicky

» kapalinovy chromatograf HPLC YL9100 s refraktomekyim detektorem (Young

Lin Instrument Co., Korea)

= kolona SUPELCOSIL LC-NBK (5um, 25 cm x 4,6 mm, Sigma — Aldrich,
USA)

» davkovaci ventil Autosampler YL 9150
= vakuovy degasser YL 9101
= kvartérni vakuova pumpa YL 9110

= kolonovy termostat YL 9130
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= RID detektor YL 9170

» PC s vyhodnocovacim programem Clarity (YL, Korea)

analytické vahy AND HA — 180M (AND Company, Japoosk

Spektrofotometr Libra S12 (Biochrom Ltd., Anglie)

laboratorni sklo

filtra¢ni materiél (Syringe Filters Cell., 0,4#n, 25 mm, Anglie)

6.2 Chemikalie, referenéni a jiné materialy
* Acetonitril pro HPLC (Sigma — Aldrich, USA)
* Metanol pro HPLC (Sigma — Aldrich, USA)
» Glukdéza (standard, ChemService — West Chester, USA)
* Fruktoza (standard, ChemService — West Chester)USA
» Soupravy pro stanoveni D-glukdzy a D-fruktozy (Mega, Irsko):

I. Imidazolovy pufr (2M, pH 7,6), chlorid kecnaty (100mM) a azid sodny
(0,02 % wiv)

Il. NADP", ATP

lll. Hexokinaza (425 U/ml), suspenze glukézo-6-fosfahydeogenazy (212
U/ml),

IV. Suspenze fosfoglukdézo izomerazy (1 000 U/ml)

V. Standardni roztok D-glukdzy a D-fruktézy (0,2 mgymi
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7 METODIKA STANOVENI

Obsah glukozy a fruktozy se stanovoval technik®L8 s refraktometrickou detekci a en-

zymaticky.

7.1 Stanoveni sacharid pomoci HPLC s RID detekci

Byla piipravena kalibréni kiivka standardu glukézy a fruktdézy v roztoku mobifaze
acetonitrilu a vody v po#u 25:75 v koncenttaf fads 20 g.I*, 10 g.I*, 5 g.I*, 2,5 g.I%,
1,25 g.1Y, 0,625 gt

Uprava vzorku vina sgivala ve filtraci les SPE kolonu a mikrofiltr o husto#5 um do
vialky. Separace glukdzy a fruktdzy v realném vrovikna probihala narf&€menné kolo#

s vazanym alkylaminem SUPELCOSIL LC-MHMobilni faze byla pouZzita ve slozeni
ACN : H,O v pongru 75 : 25. Objem n&sku vzorku do HPLCinil 10 pl. Eluce probdhla
izokraticky @i teplot kolony 35 °C a gitoku mobilni faze 1,5 ml/min.

Detekce glukdzy a fruktdzy byla provedena pomoftak¢ometrického detektoru, kdy glu-
koza byla detekovana v rozmezi od 4,075 do 5,39ty fruktéza v rozmezi od 3,767 do
4,863 minuty. Na zakladretergnich ¢adi se podle kalibréni kiivky prifadili k peislusSnym
pikim konkrétni sacharidy a vysledek se nasiddrantitativié vyhodnotil pomoci kalib-

racni kiivky. K vyhodnoceni vysledkbyl pouzit chromatograficky software YLClarity.

Analyza vzorku trvala 12 minut. Kazdy vzorek bybp¥ien ¥ikrat, vysledek byl uveden

jako obsah glukdzy a fruktézy v g,Is gresnosti na dvdesetinna mista.

Metoda je validovana a vysledky jsou uvedeny v aoéatu O.1.V. - Compendium of in-

ternational methods of wine and must analysis, 28T

Opakovatelnost metody je definovana jaksnbst shody mezi navzajem nezavislymi vy-
sledky zkouSek ziskanymi za podminek opakovatelfpstiminky, kdy navzdjem neza-
vislé vysledky zkouSek se ziskaji opakovanym pdwzteze zkuSebni metody na identic-
kém materidlu, v téZe labor@itotymZ pracovnikem za pouZiti tychZigtroju a zd&izeni,
béhem kratkéh@asoveho rozmezi). Dle O.L.V je opakovatelnost (tgchniky HPLC sta-
novena i obsahu glukézy a fruktézy nad 543 %, i obsahu 2 - 5 g8 % [57].
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7.2 Stanoveni sacharid enzymaticky

D-gluk6za a D-fruktéza se fosforyluje enzymem herékou (HK) a adenosin-5'-
trifosfatem (ATP) na gluk6zo-6-fosfat (G-6-P) a Krdzo-6-fosfat (F-6-P) za soasné
tvorby adenosin-5"-difosfatu (ADP). V rippmnosti gluk6zo-6-fosfat-dehydrogenazy
(NADP") na glukonét-6-fosfat za séasného vzniku redukovaného nikotinamidadenindi-
nukleotidfosfatu (NADPH). MnoZstvi NADPH, vytiené pi této reakci, je stechiometric-
ké vici mnozstvi D-glukdzy a gfi se pomoci absorbancestta pri 340 nm. Po dokareni
reakce se F-6-Piemeéni pomoci fosfogluk6zo-izomerazy (PGO) na G-6-P6-8-reaguje
znovu s NADP a tvdi glukonat-6-fosfat a NADPH. MnoZstvi takto vytemého NADPH

je stechiometrickéd&i mnoZzstvi D-fruktozy.

Pro vygsreni CQO, z vina byly vzorky vioZzeny na 5 minut do ultrazouk 14zi.U cerve-
nych vin bylo provedeno projasr vzorki pomoci roztok Carrez I, Carrez Il. Aby bylo
mozné vzorek progiit muselo se mnozstvi cukru (D-glukozy a D-fruktprykyvet po-
hybovat v mnoZstvi od 0,04 do 0,80'g.Roztok vzorku bylo proto nutno dost&te zie-

dit. Vzorky Modry Portugal, Frankovka, Cuvéervené, Rulandské modré, Cabernet Sau-
vignon nebylo pdebaredit. U vzorki Dévin, Ryzlink rynsky, Zweigeltrebe, Chardonnay a
Muller Thurgau byl pouzit faktafedéni 10. U vzork MusSkat Moravsky, Sauvignon, Aure-

lius, Tramin¢erveny a Rulandské bilé byl pouzit faktedéni 100.

Spektofotometr byl nastaven na vinovou délku 340 kyweta: draha s¥#la 1,00 cm; tep-
lota: 25° C; roztok vzorku: 4 - 80 ug D-gluk6zy HiDktdzy na kyvetu

Do kyvety bylo napipetovano pro slepy vzorek 2,ldestilované vody; 0,10 ml imidazo-
lového pufru a 0,10 ml roztoku NADP + ATP a prolngaszorek 2,00 ml destilované vo-
dy; 0,10 ml vzorku vina; 0,10 ml imidazolového pué 0,10 ml roztoku NADP+ATP. Po
3 minutach byla od#ena absorbance rozibKA;). Reakce byla odstartovanaigavkem
suspenze (HK/G-6-P DH) v mnozstvi 0,2 ml pro slemélny vzorekPo 5 minutach byla
znovu odétena absorbance roztpkA,). Poté byla fidana suspenze (PGIl) v mnozstvi 0,2
ml pro slepy i realny vzorek a na konci reakces8@z 10 minutach zitila absorbance
roztok (As).

Byl stanoven rozdil absorbanci {A A;) pro slepy vzorek a realny vzorek a byl &ee
rozdil absorbanci slepého vzorku od rozdilu absarbeealného vzorku a byl zisk&ip.

glukozy: Nasledr byl stanoven rozdil absorbancis(AA2) pro slepy vzorek i realny vzorek
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a byl odéten rozdil absorbanci slepého vzorku od rozdilwddanci realného vzorku a byl

ZI’Ské-nAAD-fruktézy.
Koncentrace D-glukézy v g1 byla vypaitena dle vzorce:

_VEM
e*xd*v

(A -A)

Koncentrace D-fruktézy v gt byla vypatena dle vzorce:

_VEM
e*d*v

(A -A)

kde:
Vv konetny objem (ml)
M molekulova hmotnost dané latky
extiréni koeficient NADH pi 340 nm = 6300 (1.mmdlcm™)
d dréha sgtla (cm)

% objem vzorku (ml)

Byl-li roztok v pribéhu gripravy Zedén, musel se vysledek vynasobit faktorésakni F.
U vzorkia Dévin, Ryzlink rynsky, Zweigeltrebe, Chardonnay a MiilThurgau byl pouZzit
faktor recéni 10. U vzork Muskat Moravsky, Sauvignon, Aurelius, Trandgrveny a Ru-
landské bilé byl pouzit faktdedsni 100.

Metoda je validovana a vysledky jsou uvedeny v aodatu O.1.V. - Compendium of in-

ternational methods of wine and must analysis, 38T

Opakovatelnost metody je definovana jako rozdilimmggledky vice stanovenifipsoulEz-
ném nebo kratce po sblopakovaném postupu, jeZldl jeden pracovnik za stejnych
podminek. Dle O.1.V je opakovatelnost (r) u enzyoiatho stanoveni: r = 0,056 * x, kde

x — koncentrace glukézy nebo fruktézy vg57].
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni glukozy a fruktdézy technikou HPLC-RID

Vzorky vin (Tab. 3) byly technikou HPLC s RID detélanalyzovany vzdyikrat za pod-

minek stanovenych v kapitole 7.1.

8.1.1 Kalibra ¢ni kiivka glukozy

Kalibracni kiivka pro glukézu byla giena postupem uvedenym v kapitole 7.1.

Tab.Zavislost plochy piku na koncentraci glukozy

Koncentrace (g7), Plocha pik (MV.sY,
Amount Response
0,625 43,4697
1,25 73,6707
2,5 157,3259
5 262,4470
10 497,4848
20 989,6541
[miv.s] —
1000 4_
g 600+ 4‘
200 N e
’ : o Amount s & [mo]

Obr. 5 Kalibeai kiivka glukézy (g1
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Pro sestaveni kalib¥ai kiivky byly pouZity standardy glukézy o koncentra€i g.I*; 10
gl 5 g% 2,5 g% 1,25 g1t 0,625 gt Kalibrasni kiivka vyjaduje zavislost plochy
piku (mV.s) na koncentraci glukézy v §(Tab. 4).

Sestrojena kalibemi kiivka (Obr. 5) pro gluk6zu ma rovnici regrese= 49,8735.x
kde:

y ... plocha piku (mV3)

X ... obsah glukézy (g%

Korelatni koeficient zavislosti plochy piku na obsahu gk R = 0,9994.

8.1.2 Kalibra¢ni kiivka fruktozy

Kalibracni kiivka pro fruktézu byla fena postupem uvedenym v kapitole 7.1

Tab. Zavislost plochy piku na koncentraci fruktozy

Koncentrace (g),

Plocha pik (mV.s?Y),
Amount pik ( )

Response
0,625 38,0659
1,25 84,7888
2,5 177,6990
5 289,0679
10 543,2063

20 1087,4408
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Obr. 6 Kalibeai kiivka fruktézy (g1

Pro sestaveni kalib#ai kiivky byly pouZity standardy fruktézy o koncentr&f g.I*; 10
gl 5 g.I% 2,5 g.*; 1,25 g1t 0,625 gt Kalibrasni kiivka vyjaduje zavislost plochy
piku (mV.s) na koncentraci fruktézy v g(Tab. 5).

Sestrojena kalibemi kiivka pro fruktézu (Obr. 6) ma rovnici regresg= 54,8638.x
kde:

y ... plocha piku (mV %)

X ... obsah fruktézy (g

Korelatni koeficient zavislosti plochy piku na obsahu fasy: R = 0,9997.
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8.1.3 Vysledky stanoveni technikou HPLC s RID detekci

Tab. 6 Vysledky HPLC stanoveni glukozy ltday u bilych vin

1. meteni 2. ndieni 3. ngfeni Priime o
nmer Pramer

Vzorek Glu Fru Glu Fru Glu Fu g, Sdu gy Sfru
(@ @ @™ @M @M @M g @.”)

AUR 198 32,0519 32,09 2,03 32,01 199 0,04 32,05 0,04
DEV 0,33 0,98 0,33 098 032 097 033 00 097 0,01
MM 1,06 9,99 1,06 10,02 1,09 10,01 1,0/ 0,02 10,01 0,02
TC 5,52 37,14 556 37,21 561 37,09 556 0,05 37,15 0,06
RB 0,63 14,1t 0,69 14,15 0,63 14,15 0,65 0,03 14,15 0

CHAR 061 6,19 062 6,13 062 6,19 062 0,0 6,17 0,03
sé¢ 03 77803 781 032 78 031 00 7,80 0,02
RR 026 160 026 161 0,26 1,62 0,26 0 1,61 0,01
mMmT 0,37 388 037 388 036 390 0,37 0,0 388 0,01

Z vysledki uvedenych v Tab. 6 jg@gme, Ze u vSech vzaikilych vin, gevazovala v ob-

sahu zbytkového cukru frukt6za nad glukdzou.

Nejvy3si obsah fruktézy byl stanoven u vZorkn Tramincerveny (37,15 g) a Aurelius
(0,97 g.I") a Ryzlink rynsky (1,61 g¥.

Nejvy3si obsah glukézy byl stanoven také u vin Traserveny (5,56 gl) a Aurelius

e

Ryzlink rynsky (0,26 g1) a Sauvignorf0,31g.I").

U vzorki s vy35im obsahem glukézy a fruktdzy - Aureliugriim¢erveny, Rulandské bilé
a Chardonnay byly sénodatné odchylky u stanoveni pomoci HPLC v gipd 0,03 do

0,06. U vzork obsahujicich niz8i obsah glukdzy a fruktézy bymgeésodatné odchylky

v rozpeti od 0 do 0,01.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 57

Tab. Vysledky HPLC stanoveni glukdzy a fruktoZignwenych vin

1. msfeni 2. idfeni 3. ndfeni

Praimer Pramer
Vzorek Glu Fru Glu Fru Glu Fru g, Sdglu gy Sfru
(@ @ @M @M @M @M g 0.

MP 0,26 040 0,28 0,40 0,28 040 0,27 0,01 0,40 0

FR 0,33 0,04 033 0,04 0,33 0,04 0,33 0 0,04 0
cuvC 052 0,03 052 003 050 008 051 001 005 0,03

RmMm 042 0,16 042 0,19 041 0,16 042 001 0,6 20,0

CS 0,15 026 0,5 025 0,15 0,25 0,15 0 0,26 0,01

/W 028 177 029 178 028 1,77 0,28 001 178 10,0

U vzorki ¢ervenych vin (Tab. 7)ipvladala fruktéza nad glukézou u vzorklodry Portu-
gal, Cabernet Sauvignon a Zweigeltrebe. Obsah glukgl oproti fruktdze vysSi u vzoik

Frankovka, Cuvéeéervené a Rulandské modré.

N 1

Nejvy3si obsah fruktézy byl stanoven u vzorkn Zweigeltrebe (1,78 ¢') a Modry Por-
tugal (0,40 gf), naopak nejnizsi obsah fruktdzy u vin Frankowk@4 g.I') a Cuvéeser-
vené (0,05 g1). Nejvyssi obsah glukézy byl stanoven technikol &R vina Cuvéger-

e

bernet Sauvignon (0,15 g)la Modry Portugal (0,27 d').

Smerodatné odchylky vykazuji nizky rozptyl odipnérnych hodnot (od 0 do 0,03).

Tab. 8 Vysledky HPLC stanoveni celkoeydtn: u bilych vin

1. meieni 2. n&ieni 3. ngieni
> Glu + Y Glu + > Glu+  Pramér
Vzorek Fru Fru Fru (9.1 S r
(9. (9. (9.
AUR 34,03 34,05 34,05 34,04 0,01 2,72
DEV 1,31 1,31 1,29 1,30 0,01 0,04
MM 11,05 11,08 11,10 11,08 0,03 0,09
TC 42,66 42,77 42,70 42,71 0,06 3,42
RB 14,78 14,84 14,78 14,80 0,03 1,18
CHAR 6,80 6,75 6,81 6,79 0,03 0,54
SG 8,10 8,11 8,13 8,11 0,02 0,65
RR 1,86 1,87 1,88 1,87 0,01 0,06

MT 4,25 4,25 4,26 4,25 0,01 0,13




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 58

Dle vysledki stanoveni technikou HPLC s RID detekci u bilyam (iiab. 8) je patrné, ze
vzorky mely riazny obsah zbytkovych cukrByly zde zastoupeny kategorie suchych, polo-

suchych a polosladkych vin.

Nejvyssi obsah culirbyl stanoven u vzotkvin Tramingerveny (42,71 g) a Aurelius
s obsahem culr34,04 g Nejnizsi obsah zbytkového cukru byl stanovennavbsvin
(1,30 g.IY) a Ryzlink rynsky (1,87 g¥). Snrodatné odchylky vykazuiji nizky rozptyl od
pramérnych hodnot. Opakovatelnost u metody HPLC s RIiiekld je dobra. Metoda

HPLC je gesna pro vzorky s nizSim i vy$Sim obsahem zbytkowéikru.

Tab. 9 Vysledky HPLC stanoveni celkovychicukervenych vin

1. méfeni 2. ndfeni 3. ndfeni
> Glu + > Glu + > Glu+  Pramer

Vzorek Fru Fru Fru (9. S r
(g.1") (9.1 (g.1")
MP 0,66 0,68 0,68 0,67 0,01 0,02
FR 0,37 0,37 0,37 0,37 0 0,01
CcuvC 0,55 0,55 0,57 0,56 0,01 0,02
RM 0,58 0,59 0,57 0,58 0,01 0,02
CS 0,41 0,40 0,42 0,41 0,01 0,01
ZW 2,05 2,07 2,05 2,06 0,01 0,06

Z celkového p&tu 15 analyzovanych vzoik bylo 6 vzorki vin ¢ervenych (Tab. 9).

VSechna tato vina bylaizzena do kategorie suchych vin.

Nejvy3si obsah zbytkovych cukbyl stanoven u vzorku Zweigeltrebe 2,06'ghaopak

nejnizsi obsah u vzorku Frankovka (0,37pd Cabernet Sauvignon (0,41°7%.]

Smerodatné odchylky vykazuji nizky rozptyl odgpmérnych hodnot, stefnjako u vin bi-
lych. Pohybuji se v rozmezi od 0 do 0,01. Opakdrmatt metody HPLC s RID detekci je

dobra.

8.2 Enzymatické stanoveni glukézy a fruktozy

Vzorky vin (Tab.3) byly analyzovany enzymatickiktat. Dle postupu uvedeného v kapi-
tole 7.2. se po zdéiieni vSech absorbanci ziskané hodulmyadily do pislusnych vzore

a po vynasobeni faktoreradsni byl stanoven obsah glukézy a fruktozy v'g.|
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Tab. 10Vysledky enzymatického stanoveni glukézy a fruktdihych vin

1. meteni 2. ngteni 3.mreni . oy
Pramer Pramer

Vzorek Glu Fru Glu Fru Glu Fru g, SGlu gy SFru
(@ @M @M @M @M @ @ @)

AUR 2,26 34,6(C 205 31,32 2,19 33,99 2,17 0,11 33,30 1,74
DEV 0,38 090 0,39 088 0,38 0,89 0,38 001 089 0,01
MM 2,12 11,04 2,24 12,41 2,14 10,88 2,17 0,06 11,44 0,84
TC 15,06 33,53 17,01 35,19 15,84 33,17 1597 0,98 33,96 1,08
RB 0,33 19,54 0,34 18,13 0,36 17,27 0,34 0,02 18,32 1,15
CHAR 0,24 535 0,24 530 0,25 529 0,24 0,01 532 0,03
SG 1,19 10,64 138 8,30 1,40 10,24 1,32 0,12 9,73 1,25
RR 045 167 046 164 044 160 045 0,01 1,64 0,04
MT 0,72 421 0,74 4,13 0,71 4,20 0,72 0,02 4,18 0,04

Dle vysledki enzymatického stanoveni obsahu jednotlivych sébingdab. 10) u bilych

vin prevlada ve vSech 9 vzorcich fruktéza nad glukozoejvy§si obsah fruktozy byl sta-
noven u vzork Tramin&erveny (33,96 g.1) a Aurelius (33,30 gJ), nejnizsi obsah fruk-
t6zy u vzorku Bvin (0,89 g.1) a Ryzlink rynsky (1,64 g*). Nejvy3si obsah glukézy byl

stanoven také u vzoiikTramin&erveny (15,97 g) a Aurelius (2,17 g), nejnizsi obsah
glukézy u vzork Chardonnay (0,24 ¢') a Rulandské bilé (0,34 g)!

Smerodatné odchylky u vzotkkategorie vin polosuchych a polosladkych vykazijgi
rozptyl od ptimérnych hodnot nez u techniky HPLC s RID detekci -Qtil do 1,74.

U vzorki s niZz8im obsahem cukijsou vysledky enzymatického stanoveni srovnatelné
s vysledky techniky HPLC.

Tab. 11Vysledky enzymatického stanoveni glukdzy a fruktéesvenych vin

1. méteni 2. ndteni 3. ndfeni Priime .
ramer Pramer

Vzorek G|llJ Frtlj G|llJ Frtlj G|llJ Frtlj Glu SGlu gy SFru
(@ @M @M @M @M @ g 0.

MpP 028 039 0,27 040 028 041 028 001 040 0,01
FR 032 0,06 031 008 0,32 007 032 001 0,07 0,01
cuvC 059 0,23 0,59 023 060 023 059 001 0,23 0
RmMm 041 040 042039 041 041 041 001 0,40 0,01
CS o,1r 0,13 0,170,123 0,27 0,23 0,17 0 0,13 0
/W 037 180 036177 036 1,76 036 001 1,78 0,02
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U vzorki ¢ervenych vin (Tab. 11)ipvlada v obsahu zbytkového cukru fruktdza u Modreé-

ho Portugalu a Zweigeltrebe. U ostatnich vagukevliada glukoza.

NejvysSi obsah fruktézy byl enzymatickou metodoansten u vin Zweigeltrebe (1,78

g.I'"), Modry Portugal (0,40 g%) a Rulandské modré (0,40 §. nejnizsi obsah byl stano-
ven u vzork Frankovka (0,07 ') a Cabernet Sauvignon (0,13%.

U vzorki vin Cuvéetervené (0,59 g¥) a Rulandské modré (0,41 §.lbyl enzymatickou
metodou stanoven nejvySSi obsah glukozy. NejnisSal glukdzy byl stanoven u vin Ca-
bernet Sauvignon (0,17 g)la Modry Portugal (0,28 @) stejré jako u techniky HPLC.

Smeérodatné odchylky u enzymatického stanoveni vykazgptyl od 0,00 do 0,02 odpr
meérnych hodnot. Enzymaticka metoda je tedy vhodnésganoveni vzorks nizkym obsa-

hem cuki.

Tab. 12 Vysledky enzymatického stanoveni celkaukai u bilych vin

1. meieni 2. n&feni 3. ngieni
> Glu + Y Glu + > Glu + Pramer
Vzorek Fru Fru Fru (9.1 S r
(9. (g.I" (9.
AUR 36,86 33,37 36,18 35,47 1,85 1,99
DEV 1,28 1,27 1,27 1,27 0,01 0,07
MM 13,16 14,65 13,02 13,61 0,90 0,76
TC 48,59 52,20 49,01 49,93 1,97 2,80
RB 19,87 18,47 17,63 18,66 1,13 1,04
CHAR 5,59 5,54 5,54 5,56 0,03 0,31
SG 11,83 9,68 11,63 11,05 1,19 0,62
RR 2,12 2,10 2,04 2,09 0,04 0,12
MT 4,93 4,87 4,91 4,90 0,03 0,27

U enzymatického stanoveni (Tab. 12) vZoiilych vin byl nejvySSi obsah zbytkového
cukru stanoven také u vzorku Trantgrveny (49,93 g). U tohoto vzorku doslo k nejt
$imu rozdilu nireni oproti technice HPLC (42,71 Q) rozdil&inil 7,22 g.I.

| dalSi vzorky spadajici do kategorie polosuchygiol@sladkych vin vykazovaly rozdily v
meieni mezi oBbmi metodami. K druhému nejtsimu rozdilu msfeni mezi obmi meto-
dami do$lo u vzorku Rulandské bilé (rozdil 3,86"g.hasledoval vzorek vina Sauvignon
(rozdil 2,93 g.f), Muskat moravsky (rozdil 2,53 g)la Aurelius (rozdil 1,43 g).
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Smerodatné odchylky wthto vin vykazuji rozptyl od 1,13 do 1,97. U vimigSim obsa-
hem zbytkového cukru - &in, Ryzlink rynsky, Muller Thurgau jsou vysledkpau sta-

noveni srovnatelné.

Tab. 13 Vysledky enzymatického stanoveni celkau}ai u cervenych vin

1. nefeni 2. ndreni 3. dfeni
> Glu + Y Glu + Y Glu+  Praimér
Vzorek Fru Fru Fru (9.1 S r
(9.1 (9. (9.1
MP 0,67 0,67 0,69 0,68 0,01 0,04
FR 0,38 0,39 0,39 0,39 0,01 0,02
CcuvC 0,82 0,82 0,83 0,82 0,01 0,05
RM 0,81 0,81 0,82 0,81 0,01 0,05
CS 0,30 0,30 0,30 0,30 0 0,02
ZW 2,17 2,13 2,12 2,14 0,03 0,12

U cervenych vin (Tab. 13), které bylytazeny do kategorie suchych vin, jsou rozdily u
vysledki stanoveni oproti technice HPLC jen nepatrnég&r@datné odchylky vykazuji

nizky rozptyl od pimérnych hodnot. Opakovatelnost metody je dobra.

Z vysledki je patrné, Ze enzymatické stanoveni je vhodné&podky vin s nizSim obsahem

sacharid.

8.3 Srovnani vysledki stanoveni glukozy a fruktozy metodou HPLC-

RID a enzymaticky

Dle kategorizace tichych vin podle obsahu zbytkovébkru dle N&zeni komise (ES)
¢. 607/2009, kterym se stanoviktera provadci pravidla k n&zeni Rady (ES).
479/2008, pokud jde o chréma ozna&eni pivodu a zerdpisna oznéeni, tradéni vyrazy,
ozna&ovani a obchodni Upravikterych vindskych produki jsou vyrobci a distributio
tichych vin povinni na etikétdeklarovat kategorii vin dle obsahu zbytkovéhorauk7].
Na zaklad tohoto naizeni byla vina dle natfenych hodnot rozdena do jednotlivych

skupin, na sucha, polosuchd, a polosladka vina.

e Suché vino- vino, které prokvasilo na nizky obsah zbytkové&h@ru, ktery smi

obsahovat maximéaén4 g.I* zbytkového cukru na litr nebo max. 9gdukru v lit-
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ru, pokud rozdil zbytkového cukru a celkového obslayselin gepaiteny na kyse-

linu vinnou je 2 g nebo mén

* Polosuché vino vina se zbytkovym cukrem, ktery j€t8i nez nejvySSi hodnota

stanovena pro vina sucha, aleiesphuje 12 gl

* Polosladké vino -obsah zbytkového cukru ve ¥ie wtSi nez nejvySsi hodnota

stanovena pro vina polosucha, ale dosahuje nef\/ge™.

e Sladké vino -vino s vysSim obsahem zbytkového neprokvasenéhm @uko jak
senzoricky tak analyticky. Zpravidla se jedna oavapecialni, wena pro dlouhé
zrani. Obsah alkoholu je u naSich tichych sladkyichnizsi (7-11 %). Dle legisla-
tivnich predpidi se jedna o vino se zbytkovym cukrem ve vysi nejméh g.I*
[42].

8.3.1 Suchéavina

V kategorii suchych vin bylo analyzovano celkenz8nki vin, kde pouze dva vzorky, a to
Dévin a Ryzlink rynsky byla vina bila, zbytek vzértvorila vinacervené (Tab. 14). Z cel-

kového mnozstvi 15 vzoilkoyla vSechnéervena vina Zzazena do kategorie vin suchych.

Tab. 14 Bawina
Enzymatické stanoveni HPLC stanoveni
) > >

Vino Glu Fru Glu, Pomér Glu Fru Glu, Pomer

(9 @I Fru Glu:Fru (g1 (@Y Fru Glu:Fru
(9.1 (9.1

DEV 0,38 0,89 1,27 1:2,34 0,33 0,97 1,30 1:2,94
RR 0,45 1,64 2,09 1:3,64 0,26 1,61 1,87 1:6,20
MP 0,28 0,40 0,68 1:1,43 0,27 0,40 0,67 1:1,48
FR 0,32 0,07 0,39 1:0,22 0,33 0,04 0,37 1:0,12
CuvC 0,59 0,23 0,82 1:0,39 0,51 0,05 0,56 1:0,10
RM 0,41 0,40 0,81 1:0,98 0,42 0,16 0,58 1:0,98
CS 0,17 0,13 0,30 1:0,76 0,15 0,26 0,41 1:1,73
W 0,36 1,78 2,14 1:494 0,28 1,78 2,06 1:6,36

NejvétsSi obsah zbytkového cukru byl stanoven u bilyehwd vzorku Ryzlink rynsky, kde

celkovy obsalinil 2,09 g.I' u enzymatického stanoveni a 1,87 gu techniky HPLC, u
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gervenych vin to byl vzorek Zweigeltrebe s obsahbgikového cukru 2,14 ¢'lu enzyma-
tické metody a 2,06 g-technikou HPLC.

NejnizSi obsah zbytkového cukru byl enzymatickyansvenim nawten u vzorku Caber-
net Sauvignon 0,30 ¢-I(HPLC technikou 0,41 g%), kdy technikou HPLC byl na&en
nejnizsi obsah u vzorku Frankovka - 0,37 ¢elnzymaticky 0,41 g}).

U vzorka Dévin, Modry Portugal, Frankovka, Cabernet SauvigaoAweigeltrebe jsou
rozdily v nmiteni obsahu zbytkovych cukmezi metodami (od 0,01 do 0,11%Y.lien nepa-
trné (Obr. 7), i kdyZ u techniky HPLC s RID detejeciaboratdi dle OIV ve vyhodnoceni

kalibrasni zavislosti definovana mez stanoveni 0,5.g.|

Také dle vysledk opakovatelnosti vyjadijici tésnost shody mezi navzdjem nezavislymi
vysledky zkouSek a dle nizkych sradatnych odchylek, které z&iamaly rozptyl od pi-
meérnych hodnot je metoda HPLC s RID detekci vhiggin

U vzorka Ryzlink rynsky, Cuvé€ervené a Rulandské modré byly rozdily od 0,22 @6 O,

g.I" vy3&i (Obr. 7), bez vlivu na zmu z&azeni do jiné kategorie.

Poner glukozy a fruktdézy se v jednotlivych vzorcichagng lisi. U vzorku REvin, Ryzlink
rynsky, Modry Portugal, Cabernet Sauvignon a Zwleigiee Fevlada fruktdéza nad gluko-
zou, kdy nej¢tsSi pongr Glu : Fru je u odidy Zweigeltrebe a to 1 : 6,36, naopak nejmensi

poner je u Modrého Portugaluato 1:1,48.

U vzorka Frankovka a Cuvégervené znén¢ prevliada glukdza, coz je neobvyklé vzhledem
k faktu, Ze fruktéza se stava vipehu alkoholového kvaSeni zdrojem pro kvasinky teprve
po vy¢erpani glukdzy, hlavniho substratu. Tato situactaba pouze u giieni suchych vin,
coz lze zdvodnit celkovym nizkym obsahem zbytkového cukrulSida mozZznym vysst-

lenim je, Ze byly $ kvaSeni mosi téchto odiid pouzity fruktofilni kvasinky.

U jediného vzorku, a to u vzorku vina Rulandské rédolyl pongr glukdzy a fruktozy
témet vyrovnany, kdy porér Glu : Fru byl 1 : 0,98. Poén Glu : Fru se u hotového vina
znané lisi oproti pongru Glu : Fru v mostech, kdy je tento pémobeci vyrovnany stej-

n¢ jako u zralych hrozn
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Obr. 7 Obsah glukozy a fruktaguchych vin

8.3.2 Polosucha vina

V kategorii polosuchych vin byly analyzovagtyti vzorky (Tab. 15). VSechngtyii vzorky

taktéz vSak rozdily nemaji vliv naizaeni do kategorie dle obsahu zbytkového cukru.

Tab. 15 Paloh4 vina

Enzymatické stanoveni HPLC stanoveni
) > >
Vino Glu Fru Glu, Pomér Glu Fru Glu, Ponmer
@I (@™ Fru Glu:Fru (g1 (gI") Fru Glu:Fru
(9.1 (9.1

MM 2,17 11,44 13,61 1:527 1,07 10,01 11,08 1:9,36
CHAR 0,24 5,32 556 1:22,17 0,62 6,17 6,79 1:9,95

SG 1,32 9,73 11,05 1:7,37 0,31 7,80 8,11 1:25,16

MT 0,72 4,18 4,90 1:581 0,37 3,88 4,25 1:10,49

Z Tabulky 15 vyplyva, Ze nejvySSi obsah zbytkovébkru el vzorek Muskat moravsky,

kde byl enzymatickym stanovenim n&en obsah zbytkového cukru 13,61'g.technikou

HPLC 11,08 g:f. Naopak nejniz&i obsah byl zjigtu vzorku Miiller Thurgau, a to 4,90

g.I" enzymatickou metodou a 4,25 fiechnikou HPLC.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 65

U vin Muller Thurgau a Chardonnay byl rozdil mezifemim obsahu glukdzy a fruktozy
(0,65 g.I' a1,23 g.I™") pomsrn& maly, opakovatelnost i rozptyl smodatné odchylky
u obou metod je dobry, st&jjako u kategorie suchych vin, je HPLC metodéespjSi.

U vzorku Muskat Moravsky byl rozdil mezi vysledkyiani oEma metodami jiz &sSi,

a to 2,53 g, kdy opakovatelnost u enzymatického stanovenj7é & snirodatna odchyl-
ka 0,90, u HPLC opakovatelnost 0,09, ¢sodatna odchylka 0,03. Kolisavy vysledek
u trech enzymatickych stanoveni MM mohl bytigpbenredénim vzorki (faktor fedéni
100).

U vina Sauvignon byl rozdil v &eni mezi obma metodami nejvy3si &nil 2,96 g.I*.
Opakovatelnost i sénodatna odchylka u HPLC techniky je dobra, u enzigckého stano-
veni je vSak opakovatelnost 0,62 a rozptyEsadatné odchylky 1,19. U stanoveni tohoto
vzorku byl roviéz pouzit faktorredéni 100. Se zvySujicim se obsahem éuke vzorcich je
enzymatické stanoveni me&miesné oproti technice HPLC. Je to pataénorednim

vzorki pii jejich piipravs pro enzymatické stanoveni.

S vysSim obsahem cukse také zvySoval rozdil mezi péram glukdzy a fruktozy v jed-
notlivych vinech i rozdil mezi @ma metodami rteni. NejnizSi porr 1 : 5,27 byl zji&n

u vzorku Muskéat moravsky, avsak tento gorbyl 1 : 9,36. Nejvy3Si poén byl enzyma-
tickym stanovenim zjigh u vzorku Chardonnay - 1 : 22,7, u techniky HPeGg 1 : 25,16

u vzorku Sauvignon.

Se zvysujicim se obsahem zbytkového cukru doSknneptSim rozdiim mezi néfenim
celkovych cuki, ale i mezi nitenim jednotlivych monosachatidRozdily mezi nsfenim

glukozy i fruktdzy byly patrné u vSectyt vzorki (Obr. 8).
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mES
m HPLC

Koncentrace (g/l)

MM CHAR SG MT
Odrada

Obr. 8 Obsah glukdzy a fruktézy lopachych vin

8.3.3 Polosladka vina

Ve tieti kategorii u polosladkych vin byly analyzovaiiywtorky (Tab.16, Obr. 9). VSech-
ny tti vzorky patily mezi vina bild.

Tab. 16 Polosladikna

Enzymatické stanoveni HPLC stanoveni

) 2 2

Vino Glu Fru Glu, Pomér Glu Fru Glu, Pomr

(@I (@™ Fru Glu:Fru(@l® (g™ Fru Glu:Fru
(9. (9.1

AUR 2,17 33,30 3547 1:15,35 1,99 32,05 34,04 1:16,11
TC 15,97 33,96 4993 1:2,13 556 37,15 42,71 1:6,68
RB 0,34 18,32 18,66 1:53,88 0,65 14,15 14,80 1:21,77

Nejmensi rozdil obsahu cukmezi jednotlivymi metodami vySel u vzorku Aureljusly
pfi enzymatickém stanoveni byl obsah glukézy a frmkt85,47 g a u HPLC techniky
34,04 g'. Rozdil v n#eni tedycinil 1,43 g.I'. Smirodatna odchylka u enzymatického
stanoventinila 1,85, u HPLC techniky jen 0,01. Koeficientalovatelnosti byl vzhledem
k vy$Simu obsahu cukicelkow vyssi.
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U Rulandského biléhainil rozdil v msteni 3,89 gif, pricemZ sndrodatna odchylka pro
enzymatické stanoveninila 1,13, pro HPLC 0,03. U obou vin vysledkyieni spadaji do

kategorie vin polosladkych.

U tretiho vzorku Traminderveného, ktery s ze vSech vzonk nejvysSi obsah cuky do-
Slo k situaci, kdy dle techniky HPLC bylo vinotaaeno do kategorie polosladkych vin s
obsahem zbytkovych cukr42,71 g, avdak dle enzymatického stanovetii gbsahu
zbytkovych cuki 49,93 g.f* patilo vino do kategorie vin jiZz sladkych. Rozdil tpatrrs
zpisobeniedénim vzorku i pfipraw na enzymatickou analyzu, kdy byl pouZit fakter
déni 100.

Ponmery mezi Glu : Fru kolisaly mezi jednotlivymi metodastejré jako u vin polosu-
chych. SrovnatekhvySel ponér pouze u odrdy Aurelius, ktery byl u enzymatického sta-
noveni 1 : 15,35 a u techniky HPLC 1 : 16,11. UStdl dvou vzork se pondry Glu : Fru
dost lisily.

mES
m HPLC

Koncentrace (g/l)

AUR TC RB
Odruady

Obr. 9 Obsah glukdzy a fruktézy wptadkych vin
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ZAVER

Vino je plnym pravem povazovano za zdravy a hyglennapoj, svym charakterem a po-
uzitim seradi mezi pochutiny, obsahuje vSak i velké mnoZstek nezbytnych pro vyzivu
¢loveka. Krome zakladnich sloZek - vody, etanolu, cukru, kysegdolyfenolickych latek aj.
obsahuje Fadu mikroelemerit nag. méd’, Zzelezo, kobalt, mangan a dalSi prvky, kteke p
sobi v lidskémde jako biokatalyzatory, aktivujici biochemické pesy. Bylo prokazano,
Ze vino napomaha prevenci cévnich a@ritdn onemockni, zlepSuje traveni, ma antibak-

terialni &inky a obsahuje protirakovinné latky.

Sacharidy jsou podstatnou sasti vina a také jeho zakladnim ukazatelem kvaighem

procesu fermentace jsou to p¢dacharidy, jez jsou kvasinkami transformovany taaa.

V experimentalntasti diplomové prace byl stanoven obsah glukozayktdzy, technikou
HPLC s RID detekci a enzymatickou metodou, u 15kizdervenych a bilych vin. Deév
vzorka vin - Aurelius, Zvin, MuSkat moravsky, Tramiéerveny, Rulandské bilé, Char-
donnay, Sauvignon, Ryzlink rynsky a Muller Thurgaaki mezi vina bild; a Sest vzdrk
Modry Portugal, Frankovka, Cuvéé&ervené, Rulandské modré, Cabernet Sauvignon

a Zweigeltrebe jsotervena vina.

U HPLC s RID detekci se glukdza a fruktoza sepdyona kiemenné kolok s vazanym
alkylaminem a v mobilni fazi stai acetonitrilu a vody. Jednotlivé slozky se deteitp
pomoci refraktometrického detektoru. Enzymaticlkengteni bylo provedeno pomoci he-
xokinazové metody, ip které se ke stanoveni glukdzy pouziv&sranzyni hexokinazy

a glukozo-6-fosfat dehydrogenazy a ke stanovekiday enzymy fosfoglukézoizomerazy.
Jednotlivé absorbance byly stanoveny spektrofotookgt pii vinové délce 340 nm. Po
zmeieni vSech absorbanci se ziskané hodaogadily do pislusnych vzont a po vynaso-

benf faktorenfedsni byl stanoven obsah glukézy a fruktozy v'g.|

Dle vysledki analyzy byl stanoven nejvySsi obsah glukozy uchilyin ve vzorku Tramin
(0,26 g.") a Sauvignon (0,31 &). Nejvyssi obsah fruktézy ve vzorcich bilych viyl b
stanoven také u vzorku Tramiarveny (37,15 gl) a Aurelius (32,05 g¥). Nejniz&i obsah
fruktozy byl stanoven u vzorkudin (0,97 g.) a Ryzlink rynsky (1,61 g?).

U vzorki ¢ervenych vin byl nejvy$Si obsah glukézy stanovewzorku Cuvéecervené

(0,51 g.1Y) a Rulandské modré (0,429, nejnizsi obsah glukézy u vzorku Cabernet Sau-
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vignon (0,15 g:f) a Modry Portugal (0,27 @). Nejvice fruktézy obsahoval &rvenych

vin vzorek Zweigeltrebe (1,78 @)l a Modry Portugal (0,40 §'), naopak nejnizsi obsah

fruktozy byl stanoven u vzorku Frankovka (0,04"ga Cuvéeservené (0,05 g7).

Dle obsahu celkovych cuknglukéza a frukt6za) byla vina roddna do 3 kategorii: vina
sucha, polosucha a polosladka. Kivinpolosuchym byly Zzazeny vina: MuSkat morav-
sky, Chardonnay, Sauvignon a Muller Thurgau. Jaka \polosladk& byly @eny vina:
Aurelius, Tramincerveny a Rulandské bilé; a such&vd, Ryzlink rynsky, Modry Portu-
gal, Frankovka, Cuvééervené, Rulandské modré, Cabernet Sauvignon a Eltreige.

U Zadného vzorku nebyla technikou HPLC/RID 2jist hodnota zbytkového cukru nad 45
g.I", kterd& by ho kategorizovala do skupiny sladkyctm.vNa zaklad vysledk:

z enzymatického stanoveni jeden vzorek vina (Tramiveny - 49,93 gi) uz byl zaazen
do kategorie vin sladkych. Z vysladk enzymatického stanoveni ale vyplynulo, Ze celko-
vé se zvysujicim se obsahem auldochazelo postugnk vétSim rozditim meieni mezi
obéma metodami. Tato situace mohla nastativodu fedéni vzorki pro enzymatické sta-

noveni.

Z téchto vysledk vyplyva, Ze vysokotinna kapalinova chromatografie je metoddesp
n¢jSi, tedy i vhodgyjSi ke stanoveni hlavnich sachdride viré. Opakovatelnost metody je

dobra, smrodatné odchylky vykazuji nizky rozptyl odipmérnych hodnot.

Metoda enzymatického stanoveni je rychla, provemetoda, ktera ale neni vhodna pro

stanoveni sacharidve vinech s vyS§Sim obsahem dyKedy jiz musi byt pouZitdedeni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

°NM
°CNM
°KI
HPLC
HPAEC
GC-MS
NIRS
RID

AL

Glu

Fru

AUR

RB
CHAR
SG
RR
MT
MP
ZW
CuvC

RM

stupré normalizovaného mostasru

stupré ceskoslovenského normalizovaného mosiam
stupre Klosterneuburského mosténo
vysokodinna kapalinova chromatografie
vysokowinna anionto¥ - vyménna chromatografie
plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
spektroskopie v blizké infrarvené oblasti
refraktometricka detekce

aromaticke latky

Glukoza

Fruktéza

Aurelius

Dévin

Muskat moravsky

Tramincerveny

Rulandskeé bilé

Chardonnay

Sauvignon

Ryzlink rynsky

Muller Thurgau

Modry Portugal

Zweigeltrebe

Cuvéetervené

Rulandské modré
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CS Cabernet Sauvignon

FR Frankovka
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