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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva moznostmi fluorescen¢ni analyzy pii analyze tichych vin. Teo-
retickd Cast obsahuje chemické slozeni vina z pohledu tékavych a netékavych slozek, vy-
robu vina u malovinafti véetné jeho hodnoceni. Ddle je v této ¢asti popsana fluorescencni
spektrometrie a vybrané metody analyzy tichych vin. V praktické ¢asti byly analyzovany a
hodnoceny vzorky vin z riznych vinafskych oblasti metodami fluorescencni analyzy a pro
srovnani ¢i doplnéni byly stanoveny hodnoty koncentrace polyfenolickych latek, intenzity
fluorescen¢niho zafeni, hustoty a dalSich parametr. Na zaklad¢ ziskanych dat byla proka-
zana rozdilna koncentrace polyfenolickych sloucenin ve vzorcich vin totozné odrady, ale
pochazejici z rozdilnych vinaiskych oblasti. Naopak hustota téchto vin byla ze statistické-

ho hlediska nezéavisla na jejich piivodu a odridé.

Kli¢ova slova: fluorescencni spektrometrie, analyza tichych vin, malovinafi, HPLC,

UV/VIS

ABSTRACT

The thesis deals with the possibilities of fluorescence analysis in the analysis wines. The
theoretical part contains the chemical composition of the wine from the point of view of
volatile and non-volatile components, the production of wine by small producers including
its evaluation. Furthermore, fluorescence spectrometry and selected methods of wine ana-
lysis are described in this section. In the practical part, the samples of wines from different
wine regions were analyzed and evaluated by the methods of fluorescence analysis and for
comparison or completion the values of concentration of polyphenolic substances, intensity
of fluorescent radiation, density and other parameters were determined. On the basis of the
data obtained, a different concentration of polyphenolic compounds in wine samples of the
same variety, but originating from different wine regions, was demonstrated. On the con-

trary, the density of these wines was statistically independent of their origin and variety.

Keywords: fluorescence spectrometry, silent wine analysis, small producers of wine,

HPLC, UV / VIS
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UvVOD

Malovinati jsou neustale se zdokonalujici vyrobci vin, ktefi nejsou ovlivnéni vetejnosti a
velkym trendim, ale vétSinou preferuji vina ziskané vlastni cestou a zachovavaji tradice
vyroby. Vina vyrobend malovinafi jsou odlisna od velkovyrobcl s potfebami vyniknuti

na trhu a zavdéceni se spotifebitellim za kazdou cenu.

V soucasné dob¢ probiha intenzivni studium zabyvajici se spektroskopickou charakteristi-
kou tichych vin. Tento typ vina je z komercniho hlediska nejrozsifenéjSim druhem vina

dostupnym na svétovém trhu.

Specifickou latkou pfitomnou v tichych vinech jsou polyfenolické slouceniny. Tyto slou-
¢eniny je mozné detekovat s vyuzitim riznych méficich technik. V ptipadé této diplomové
prace byly vyuzity také spektroskopické metody stanoveni excita¢né-emisnich profild,

absorbance a metody kapalinové chromatografie.

Fluorescen¢ni spektra jsou zaznamenavany ihned po otevieni lahve a mohou poskytnout
rizné informace o pivodu vzorku. Fluorescen¢ni spektroskopie neni dosud obvyklou me-
todou v oblasti vyzkumu potravin, a proto bylo cilem pfedkladané prace dokazat jeji prak-

tickou aplikovatelnost na vzorcich vybranych tichych vin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHEMICKE SLOZENI VINA

Vino je slozeno z mnoha tékavych i netékavych sloucenin rozpusténych ve vode¢, které
rozhoduji o organoleptickych vlastnostech vina. Tyto slouceniny pochazi jiz ze sklizenych
hroznd. Charakter vina je ovlivnén odridou, klimatem, ptidnimi podminkami vinice (terro-
ir) a zpsobem péstovani, zralosti hroznli a jejich zdravotnim stavu pii sklizni. Latkové
slozeni vina se vytvari a méni béhem celé technologie vyroby a skladovani vina kvuli bio-
chemickym, chemickym a mikrobialnim procestim. Nejvetsi podil objemu vina tvofi voda,
je zde zastoupena v 70 az 90 %. Druhym zastupcem v potadi je etanol, ktery tvoifi 7 az
15 %, avSak u nekterych velmi sladkych vin mizeme narazit na vétsi podil zbytkového
cukru nez etanolu. Zbyl¢ latky ovliviiyjici plnost chuti vino oznacujeme jako extrakt vina

v zastoupeni od 1 do 15 % [1].

1.1 Tékavé slozky

Takové latky, které se daji oddélit varem. Jejich zastoupeni zédsadné ovliviiuje aroma vina

[1].

Tab. 1: Obsah nekterych tekavych latek ve viné [1]

Tékavé slozky (g/h)
Alkohol 55-120
Vyssi alkoholy 0,2-9,8
Aldehydy a ketony 0,01-0,1
Tekavé kyseliny 0,1-2,1
Jiné aromatické latky 0,001-0,1
Oxid sificity 0,01-0,4

1.1.1 Alkoholy

Etanol je zastoupen v nejveét§im mnozstvi. Ovliviiuje fadu produkovanych aromatickych
latek ve viné a ma konzervacni ucinek, jelikoz potlacuje rozmnozovaci ¢innost kvasinek.
Vznika jako hlavni produkt alkoholovou fermentaci pfeménou piitomnych zkvasitelnych

cukrii pomoci kvasinek. Zkvasitelnymi cukry jsou v tomto ptipad¢ predevSim glukoza a
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fruktoza. Vinaii mohou ptidavat také sachar6zu. Tyto cukry se v pribéhu fermentace méni
na etanol a oxid uhli¢ity. Obecné plati, ze ze 100 g cukru glukoézy Ize vytvofit az 51,11 g
etanolu (ve skute¢nosti méné z ditvodu vzniku jinych meziproduktl a tepla). Nejcastéjsi
obsah alkoholu ve vinech se pohybuje od 11 do 14 % obj. %. U fortifikovanych vin se al-
kohol pfidava timyslné [1,2,3].

Vyssi alkoholy, aldehydy a ketony vznikaji jako meziprodukty pii etanolovém kvaseni.
Acetaldehyd, aceton, metanol ve zcela zdravotné neskodném mnozstvi, glycerol. Polyal-
koholy vytvéafi spolu s aminokyselinami aromatické estery a vznikaji za pomoci bakterii a
kvasinek. Metanol vznikd odbouravanim pektinti a jeho mnozstvi se zvySuje jen intenziv-

nim nakvaSenim rmutu pii vyrob¢ ¢ervenych vin [4,5,6].

1.1.2 Aromatické latky

Aromatické latky vznikaji latkovou vyménou pfi zrani hroznti. Jednd se vétSinou o hetero-
genni smési t€kavych organickych sloucenin. Pozitivné i negativné ovliviluji vlini a aroma

vina. Lze je rozdélit na:

e primarni, vznikaji v hroznech v pribéhu zrani (tioly, terpeny, pyraziny a jiné),
e sekundarni, vznikaji v prib¢hu technologickych procesti enzymatickymi, tepelnymi
a mikrobialnimi zasahy (tioly, estery, acetaly, t¢kavé fenoly a dalsi),

e terciarni, vznikaji leZenim a zranim vina [2].

Pro lepsi porozuméni jsou aromatické latky alkoholy (metanol, etanol, vyssi alkoholy),
karboxylové slouceniny (acetaldehyd), estery (nejvyznamnéjsi buketni latky vin), tékavé
kyseliny (kyselina octova), terpenoidy, norisoprenoidy, methoxypyraziny, t€kavé fenoly,

vonné tioly a dalsi [1].

1.1.3 Tékavé kyseliny

Tekavé kyseliny jako kyselinu octovou mizou produkovat kvasinky ¢i bakterie mlééného
kvaSeni v prubéhu alkoholové ¢i jable€no-mlécné fermentace. Vyssi koncentrace kyseliny
octové mize vznikat také oxidaci etanolu na nahnilych hroznech za pomoci octovych bak-
terii a je zcela nezddouci. Obsah tékavych kyselin je dle natizeni Komise (ES) ¢. 606/2009

vyjadien v miliekvivalentech nebo v gramech kyseliny octové:

e 18 meq/l (1,1 g/l) pro ¢astecné zkvaSeny hroznovy most, bilé vino, nebo rosé,

e 20 meq/l (1,2 g/l) pro ¢ervené vino,
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e 30 meq/l (1,8 g/l) pro vybér z bobuli, ledové vino,
e 35meq/l (2,1 g/l) pro vybér z cibéb, slamové vino [1,7].

1.1.4 Oxid siFi¢ity
Jedna se o aditivum slouzici predevsim jako antioxidacni a antimikrobni ¢inidlo, které po-
maha stabilizovat vino. V dnesni dob¢ je moderni omezeni tohoto aditiva na minimum,
kvali drazdivé stiplavému zapachu jeho t€kavé formy. Vino obsahujici vyssi koncentraci
oxidu SO; nez 10 mg/l, musi byt nalezité oznaceno vinaiem na etiketé lahve [1,2,8].
Lze rozlisit a stanovit tfi formy oxidu sifi¢itého:

e vdazany, reaguje s ostatnimi substancemi ve vin€, vyskytuje se poté v riznych for-

mach (sifi¢itany, sulfonaty, atd.),
¢ volny, tedy metabolickymi procesy nespotifebovany SO», pouze mala ¢ast,

e celkovy, jedna se o volny i vazany SO» [7].

1.2 Netékavé slozky

Latky obsazené ve ving, které se nedaji oddélit varem. ZvySuji plnost a zlepSuji harmonii a

dochut’ vina [1].

Tab. 2: Obsah nékterych netékavych extraktivnich latek ve viné [1]

Netékavé slozky (g/)
Popel 1,34
Sacharidy 1-300
Glycerol 5-25
Netékave kyseliny 4-12
Ttisloviny a barviva 0,1-4,0
Dusikaté latky 0,3-4,0

Vitaminy 0,01-0,05
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1.2.1 Sacharidy

Glukoéza a fruktéza udavaji vinu sladkou chut’, ale také napomahaji vnimani vyssi viskozity
vina a jeho pIné chuti. Vznikaji asimilaci. Kvuli nepfesnym vysledkim uz se nadale nesta-
novuji jako takzvané redukujici cukry, ale jako soucet po enzymatické analyze kazdého
z nich zvlast’. Sacharéza se do vina pfidavat nesmi, pouze pokud nejde o vyrobu Sumivych
vin, kde je nutné docilit sekundarni fermentace. Sacharidy nachazejici se ve ving ve vétSim
mnozstvi 1 po fermentaci jsou péti uhlikaté cukry, a to arabindza, xyléza a rhamnoza

[ 1 ’274’6] *

1.2.2 Glycerol

Glycerol se tvofi na pocatku alkoholové fermentace a je dalezity pro vnimani vyssi visko-

zity a plnosti vin. Vyssi obsah 1ze nalézt zejména u botrytickych vin [1].

1.2.3 Netékavé kyseliny

Velmi vyznamnymi netékavymi kyselinami ve vin€ jsou kyselina vinné a kyselina jablec-
na, v mensim mnozstvi kyselina citronova a dalsi organické kyseliny, které¢ pochazi ptimo
z hrozni. V pribéhu zpracovani se vytvari i1 dalsi kyseliny, jako kyselina mléc¢nd, jantaro-

va, pyrohroznova, ketoglutarova, glukonova, slizové a jiné [1].

1.2.4 Mineralni latky

Mineralni latky ve vin€ pochazi z hroznt, ¢i jako nékteré povolené aditiva. Nejvice jsou
zastoupeny draslik, vapnik, hot¢ik, sodik a dal$i. Rozmanitost mineralnich latek zavisi
predevSim na sloZeni pldy, ale také na zafizenich pouZivanych béhem vyrobniho procesu
jako jsou cisténi nebo filtrace. Koncentrace stopovych prvkil ve viné zavisi také na geogra-
fickém pavodu. Nejcastéji se mizeme setkat s draslikem, vapnikem (ten se mize zvySovat
v prubéhu procesu odkyselovani). Mednaté ionty asociujici s rozpusténymi proteiny a
vyssi koncentrace zeleza mohou zplsobovat zakaleni vina nebo i1 kovové hoikou chut’.
Dulezitym prvkem je také sira a jeji slouCeniny, které jsou antioxida¢nim a antimikrobnim

aditivem [1,2,8,9].
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1.2.5 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky zpravidla fadime do Siroké skupiny antioxidantii. Maji fungicidni, bak-
teriocidni 1 virocidni G¢innost a jsou vytvareny rostlinami jako sekundarni metabolity a
slouzi jako pfirozend ochrana. Jsou odpovédné za barvu, tiislovitou chut’ a antioxidacni
vlastnosti vina. Patfi sem flavonoidy, které se pochézi ptedev§im ze slupky, tfapin a bobuli
a také neflavonoidy, hromadici se v duzniné¢ hroznu. Mohou byt navazany na kyselinu
vinnou, ale i na tfisloviny nebo cukru. Vyssi zastoupeni téchto latek umoziuje vinaitiim
snizovat obsah SO,. Maji antioxida¢ni vlastnosti. Jsou zodpovédné za hnédnuti vina a jsou
velmi dilezité pfi zrani vina. Z hroznti se do vina dostava az okolo 25 % z ptivodnich hod-
not, vlivem technologického zpracovani a oxidace (Cast jich zdstava v matolinach). Ve
vin€ lze nalézt stilbeny (trans-resvratrol), flavonoidy (anthokyany (flavonoly), anthokyani-
ny (pfirodni barviva ptechazejici ze slupky ¢i duzniny jako karotenoidy), taniny (tfisloviny

zpusobujici hotkou chut jako katechiny, epikatechiny, atd.) [1,2,10,11,12,13,14].

Pfirodni polyfenolické antioxidanty

_J_. Ll

Polyfenolicke kyseliny Flavonoidy Stilbeny Kumariny Lignany Taniny
Hydroxybenzoové  Hydroxyskoficové Resveratrol Hydrolyzovatelné Kondenzované
Kyseliny kyseliny

Gallova p-Coumarova Ellagitaniny
p-Hydroxybenzoova — Kofeinova Gallotaniny

Vanilova Ferulova

Syringova Sinapova

Protokatechinova Chlorogenova

Ellagova

I

\

Flavonoly Flavononoly  Flavony Flavanoly Flavanony  Antokyanidiny Izoflavonoidy

K\.fercetrn Apigenin  Katechin Naringenin Kyaﬁidin Geni.stein

Kaempferol Rutin Epikatechin Delfinidin Daidzein
Luteolin  Gallokatechin Pelargonidin

Epigallokatechin

Obr. 1: Polyfenolické antioxidanty [15]
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1.2.6 Dusikaté latky

Pochézeji z hroznti, jsou obsazeny v anorganické i organické formé v podobé aminokyse-
lin, amonnych soli, bilkovin, biogennich aminti a dalSich. Slouzi jako zdroj vyzivy
pro kvasinky, ovliviiuji také kvalitu vina, jelikoz se diky nim tvoii aromatické latky.
V pribéhu fermentace se mohou tvofit biogenni aminy, které mohou vznikat fermentaci
z aminokyselin pisobenim dekarboxyldz ¢innosti bakterii mlééného kvaseni, ¢i produkce
enzymov¢ katalyzovanou aminaci nebo transaminaci aldehydt. Mezi nejsledovanéjsi bio-
genni aminy patfi histamin, tyramin, tryptamin, spermin, spermidin, putrescin a kadaverin.
Nejvyssi schopnost produkce biogennich amind ma rod kvasinek Brettanomyces bruxell-

ensis [1,2].

1.2.7 Vitaminy

Ve viné€ jsou obsazeny pouze minoritné, ale jsou vyuzivany kvasinkami. Béhem kvaseni
muzeme nalézt vyssi obsahy B-komplexu v burcaku, v ¢erstvych mostech zase vitamin C,

které jsou ale ze zdravotniho hlediska zcela nepodstatné [1,2].
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2 VYROBA VINA U MALOVINARU A HODNOCENI VINA

2.1 Legislativa

Dle zdkona €. 26/2017 Sb., kterym se méni zakon ¢. 321/2004 Sb., o vinohradnictvi a vi-
nafstvi ve znéni pozd¢jSich predpisti se na malovinafe nevztahuji povinnosti podle §29
zékona a nemusi vést evidencni knihy, pokud nevyrabi jakostni vina, vina originalni certi-
fikace nebo jakostni vina s pfivlastkem. Dle §29 si prohldsSeni o sklizni nemusi podévat
osoba, kterd veSkerou svou produkci zpracovava na vino nebo si ji nechd zpracovat na vi-
no. Malovinat, je ten, kdo péstuje vino respektive ktery vlastni vinice do velikosti 10 ari
vinice a nejvyssi vyrobené mnoZstvi vina ze svych hroznti je dle Evropské Unie stanoveno
maximalné na 1000 litrd rocné. Malovinaf, ktery zaroven neprodava svou produkci, nema
zadné povinnosti. Vinai uvadéjici do obéhu méné nez 1000 litrd vina v kalendéinim roce a
péstitel s plochou vinic mensi nez 1 ha nema povinnost podavat vykaz o produkci vina o
plose vinic pro odvod Vinaiského fondu na Ustfednim kontrolnim a zkusebnim ustavu

zemédglském (UKZUZ) [16,17,18].
Velkovyrobci jsou jako provozovatelé potravinaiského podniku povinni:

e mit nahlaSeny a evidovany své vinice v registru vinic UKZUZ,

e vést evidencni knihy dle zakona 321/2004 Sb., o vinohradnictvi, vinafstvi a o zme-
n¢ nékterych souvisejicich zakond. Evidence by méla byt vedena dle vzort vyhlas-
ky ¢. 88/2017 Sb. v platném znéni. Vydavatelem vinatfské evidence je také Svaz vi-
naia CR,

e podavat prohldieni na UKZUZ jako prohlaseni o sklizni, zasobach, podavat vykaz
o produkci vina a ploSe vinic pro odvod Vinaiského fondu,

e oznamovat zahdjeni, pferuSeni ¢i ukonceni vyroby produktu, o pfijmech vinatskych
produktii a o prodeji sudového vina na UKZUK,

e oznamovat Statni zemédélské a potravinaiské inspekci (SZPI) zvySeni ¢i sniZeni
kyselin, zvySovani cukernatosti, slazeni vina, o vyrobé matolinového vina pro
vlastni spotfebu, hodnoceni a zatfizovani vina dle pozadavk, Zadosti o povoleni

pfiznavat vina originalni certifikace (VOC), a dalsi.

Velkovyrobci jsou také povinni fidit se nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 178/2002, kterym se stanovi obecné zasady a pozadavky potravinového prava a také

zékonem €. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich [1,16,17,18].
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2.2 Vyroba bilého a ¢erveného vina

VYROBA BILYCH VIN VYROBA CERVENYCH VIN

Piijem hrozmi ]TE'L'Ilp (zklizené hrozny)

Ttidéni, hodnoceni |
kovality, vdZeni

Odstoplovani, drcen[]

Piijem hrozni ]f;stup (zklizené hrozny)

Tridéni, hodnoceni |
Iovality, vaZeni

Odstopkovani, dreeni l

Lisovam ]T_{'Etup (mateliny) Pnpadne doculdeni  vstup {(cukr)

Odkaleni mogtu ]R'j'stup (zedimenty) Pnpadne sifeni vatup (50;)

Piipadné doculdeni  vstup (cukz) Kvageni ]

Pfipadné sifeni vatup ($03) Lizovani ]‘i‘j:'E‘L'Ilp (mateliny)

Evageni ] Odkaleni vina ]r_{'smp (zedimenty)

Stafeni [tistup (kaly) Biclogické odbourdvéni kyselin |

Sifeni ]vs‘mp (303) Odkaleni vina lv_{'stup (zedimenty’)

Diruhe stacen :|v_{'stup (kaly) Pripadné sifeni vetup (50;)

Cifeni [tetup (zifidlo), vtup (kaly) Stifeni [seystup (aly)

Sifeni ]Tcstup ($05) Sifeni ]f;atup (805

Filtrace ] Dalsi staceni ]T_{'stup (kaly)

Plnéni do lzhvi | Cifeni [rstup (zitidie), vistup (kaly)
Sifeni ]rstup (305)
Filtrace ]

Plnéni do lahvi ]

Obr. 2: Diagram vyroby bilych a cervenych vin (prevzato od Balik a Stavek[1])

2.2.1 Sklizen hrozni a jejich zpracovani

Zralost hroznl mize zaviset na mnoha faktorech, kterymi mohou byt piidni podminky,
stanovisté, podnebi, oSetfovani vinice 1 termin sklizn€. Pro ur€eni vhodné doby pro sklizen
je zapotiebi kvalitni ohodnoceni kvality a zralosti hroznd, abychom docilili kvalitniho vina
s vynikajicim buketem. P pred¢asném sbéru je riziko ziskdni primérného a neharmonic-

kého vina s vy$Sim obsahem kyselin, niZz§im mnozstvim alkoholu apod. Velmi dilezitou

roli hraje také zdravotni stav hroznu [1,10].
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Ve vinohradnictvi je mozno rozlisit zralost na:

e pramyslovou, kterda byla vyuzivana spise v minulosti pro dosazeni co nejvétsiho
vynosu (vysoky obsah cukrii),
rudové typické zabarveni bobule a slupky, zrald semena, kterd by méla byt hnédé
barvy a schopna vyklicit, dale méknuti, ztrata pruznosti, dobra odd¢litelnost stopek
a dalsi),

e technologickou, kterd je stanovena fyzikalné-chemickymi metodami pro uréeni pa-
rametrl kvality, jako jsou cukernatost, obsah titrovatelnych kyselin vinné a jablec-
né, hodnota pH, obsah asimilovatelného dusiku v mostu, aromatickd a fenolicka

zralost hroznu [1,10].

Analyzy pro urceni zralosti hrozni je potfeba provadét na dostateCné reprezentativnim
vzorku a co nejdiive po sbéru. U malovinaii nejméné 100 az 200 bobuli, které jsou
v dobrém zdravotnim stavu, jsou odebrany z celé plochy vinice a z obou stran listové sté-
ny. Cukernatost hroznli se ur€uje v °NM (stupnich normalizovaného mostoméru) mosto-
mérem Ci refraktometrem, kdy 1 °NM udéava obsah cukru v kg na 100 1 mostu. Urceni
vhodné cukernatosti hroznil je ddna pravnimi ptedpisy, které také urcuji oznaceni vyrobe-
ného vina. Je velmi slozité urcit idedlni cukernatost hroznti, rozhodujici je také obsah kyse-
lin, apod. Pro ticha bila vina pii dostatecném obsahu kyselin je vhodna cukernatost od 20
do 23 °NM (u cervenych vin 22 az 24 °NM). Cukernatost nad 24 °NM je spojena s vysSim
obsahem zbytkovych cukri ve vin€ ¢i vy$§im obsahem alkoholu, coz ma za nasledek vina
unavna. Doporuceny obsah titrovatelnych kyselin u mosta pro bild vina 6,9 az 9 g/l a pH 3
az 3,35. Obsah titrovatelnych kyselin pro ¢ervend vina 5,5 az 8 g/l, pH 3,15 az 3,45. Hod-
noty zavisi na typu a odradé vina. Cim vy3si pH mostu, tim vyssi je riziko rozvijeni neza-
kyselinami. Kyselina vinnd se béhem dozravani méni minimalné, kdezto obsah kyseliny
jable¢né klesa, coz pozd¢€ji zpisobuje nizsi svézest vin (bil4, rosé¢), nadbytkem vznikaji
naopak tvrda vina. Kyselinu jable¢nou je nutno odbourat u ¢ervenych vin, a to jable¢no-
mlécnou fermentaci. Doporu¢ovany pomér u bilych vin 2:1 (vinné:jable¢nd), u ¢ervenych
3:1. Aromatickd a fenolicka zralost se zaméfuje pfedevs§im na barvu slupky a celkové bo-

bule a hodnoti se senzoricky [1,10,19].
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Obdobi sklizné opét zavisi na podminkéch, v ¢eské republice od poloviny srpna az do kon-
ce fijna nebo prvnich dnt v listopadu. Vyjimku tvoii pouze sklizeni hroznl pro vyrobu le-
dového vina. Zdravotni stav hrozni je velmi dulezity, je dilezité dbat na Setrnou a zaroven

rychlou sklizen do prvniho zasifeni. NejbéznéjSim problémem jsou Skudci, kteti hrozny

oy oo

Nejpouzivangj$i metodou sklizné u malovinaitl je ruéni sklizett hroznt, kterd probihd do
nadob o objemu 10 az 15 1 a ne vyssi pro to, aby se hrozny neotlacily. Doporuceny je sbér
bilych odrad za chladnéjsiho pocasi (do 15 °C), kvuli pfehfivani hroznti. U modrych odrid
by teplota neméla byt vyssi nez 20 °C [19].

2.2.2 Alkoholova fermentace

Alkoholové kvaSeni je nejdulezitéjSim anaerobnim biochemickym procesem pii vyrobé
vina. Pfi tomto procesu dochazi k pfeméné cukrt (glukézy a fruktdzy) z hroznového mostu
na alkohol (etanol) a oxid uhli¢ity za pomoci kvasinek za uvolnovani tepla. Kvasinky maji
také schopnost rozstépit pripadny zbytkovy, ptfidany cukr sacharézu na glukézu a fruktézu
a dal zpracovat na alkohol a dalsi produkty. Zarovenn dochdzi k odpafovani a snizovéani
hustoty a objemu vina. ZjednoduSena rovnice (1) alkoholové fermentace se zakladnimi

produkty:

CoHy,04 = 2C,H-OH + CO, (1)

Béhem kvaseni se vytvaii i dals$i produkty, které vytvari senzoricky aktivni latky, které
ovlivituji budouci buket vina. Mezi priméarni produkty kvaSeni miiZeme zatradit primarni
produkty kvaSeni, kterymi jsou glycerol, kyselina mlé¢n4, kyselina octova, kyselina janta-
rova a kyselina citronova. Jako sekundarni produkty kvasSeni vznikaji produkty jako ace-

ton, diacetyl, vyssi alkoholy, estery, aldehydy, aromatické latky, ketony [10].

Kvasinky se bézné€ vyskytuji v pid¢€ vinice, na hroznech a listech révy vinné, ale také je
muzeme nalézt v prostorach sklepli na zatizenich pouzivanych béhem vyroby vina. Divoké
¢1 apikulatni kvasinky vétSinou zahajuji spontanni kvaseni (rod Candida, Klockera, Pichia,
a dalsi). Ty vytvaii pozitivni (glycerol) 1 negativni (kyselina octovd) vedlejsi produkty.
Mezi uSlechtilé kvasinky patii kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae, které vytvari
mén¢ nezadoucich produktl a vyssi koncentrace alkoholu. Nékteré kvasinky mohou zpi-

sobovat také vady ¢i nemoci vina, jako napiiklad kiisotvorné kvasinky rodu Candida,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Pichia ¢ Hansenula. Kvasinky rodu Brettanomyces mohou produkovat tékavé fenoly pfi-
pominajici kofisky pot. Je zde riziko druhotného kvaseni, které mize nastat za pouziti kva-
sinek rodu Saccharomyces. Moderni je zakvasovani Cistou kulturou kvasinek. Kmeny kva-
sinek jsou dnes bézn¢ dostupné na trhu a vinai si mize vybrat dle teploty a stylu vina, pro
své odridy a tim docilit vhodného charakteru vina. Pokud se vinaf zaméfuje na terroir vina
s pidné klimatickymi faktory vinice, je zapotfebi uzplsobit tomu i kvasinky. Jednou
z moznosti je izolace kvasinek Saccharomyces cerevisiae z vlastnich hroznt ¢i mostl, kte-
rou pak aplikuji namisto komer¢né zakoupenych kmenti a zachovaji tak autenticitu vina.
Dalsi moznosti zpiisobu kvaseni je kvaSeni podvojné, neboli postupné. Jedna se o ¢asove
odd¢lené zakvasy s raznymi kulturami kvasinek. Nejdiive se pouzivaji susené nesac-
charomycetni kvasinky Torulaspora delbrueckii, dojde ke zvySeni obsahu alkoholu a po-
zustanou zbytkové cukry. Poté se ptidaji kultury Saccharomyces cerevisiae, aby doSlo

k celkovému prokvaseni do sucha [1,10,20].
Formy pouziti kvasinek:

e rozkvaSeny most (ddvka 2 1 na 100 1 mostu pro bila vina a 2 az 4 1 na 100 kg rmutu
pro ¢ervena vina),
e ASVK neboli aktivni suSené vinné kvasinky, vakuové balené (davka 20 az 40 g na

hi) [1].

Fermentace probihd v nékolika stadiich, kterd koresponduji s ristovymi fazemi kvasinek,

viz obr. 3:

Inx
IV

Vi

1|

Obr. 3 Riistova krivka kvasinek [21]
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I: Lag faze, kde dochazi k ptizpiisobovani kvasinek a uvoliiovani CO,, tato faze je

nejrizikovéjsi a je potieba ji zkratit,

o II: Faze zrychleného ristu, kde dochéazi k rozmnozovani kvasinek, faze je obvykle
Casové velmi kratka,

e [II: Exponenciilni faze, nebo také faze hlavniho kvaSeni, dochazi zde
k maximalnimu nartistu kultury, metabolizovani cukru a tim padem k maximalni
tvorbé etanolu,

e [V: Faze zpomaleného riistu a stacionarni faze, zde dochazi ke stejnému mnozstvi
pfibyvajicich a odumirajicich kvasinek, ale rychlost kvaseni zlistava stejna (¢im je
faze kratsi, tim rychleji fermentace probéhla), obdobi burc¢éku,

e V: Faze odumirani je fazi zpomalovani a nasledném dokvaseni a zastaveni kvasné-

ho procesu, nastadva vétSinou kolem dosazeni 4 % obj. alkoholu [1].

Optimalni teplota kvaseni u bilych vin by neméla ptesahovat teplotu 25 °C, aby nedocha-
zelo k vysokym ztratdm alkoholu a negativnimu ovlivnéni aromatickych latek a iniciaci
jable¢no-mlécné fermentace, kterd je u bilych vin nezédouci. Vhodna teplota kvaseni u
modrych odriid by se méla pohybovat v rozmezi od 25 do 30 °C, po vylisovani by se méla
teplota snizit na 20 az 25 °C. KvaSeni mladého vina lze zastavit aplikaci oxidu sifi¢itého a
okamzité stoceni z kvasinek, silnym podchlazenim s okamzZitym stocenim z kvasnic nebo
ostrou filtraci. Pro podpofeni rstu kvasinek se kvasici most lehce syti kyslikem o koncen-
traci 6 az 8 mg/l. Pro regulaci kvasného procesu, potlaceni divokych kvasinek a zabrané
mnozeni nezadoucich mikroorganizmii se most oSettuje SOz od 20 do 50 mg/l. Odkalovani
mostu snizuje obsah necistot (mén¢ péni), neprovadi se vSak uplné odkaleni z diivodu se-
dimentace preparati (kfemelina, celul6za) pro dobry pohyb kvasinek a uvoliovani COo.
Nehrozi tak riziko nechténého zastaveni fermentace. Lze ptidat preparaty podporujici kva-
Seni, tedy vyzivu kvasinek ve formé& mineralnich latek, asimilovatelného dusiku, vitamint,

apod [1,20,22].

U malovinaia se pro proces kvaseni mosti pouZzivaji nejcastéji sklenéné, keramické, lami-
natové naddoby nebo dievéné sudy viz kap. 2.1.6 Zrani a skladovani vina. KvaSeni pii vy-
robé Cervenych vin se provadi v otevienych nebo uzavienych nakvéasecich nadobach

[1,20].
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2.2.3 Vyroba ¢ervenych vin
Druhy postupti vyroby ¢ervenych vin:

o fermenta¢né-maceracni cestou,
e teplou cestou,

e karbonickou maceraci a jinymi pfedfermenta¢nimi postupy [1].

Nejrozsitengj§im zplsobem vyroby c¢erveného vina je predevsim fermentacné-
macerna¢nim zpisobem. Béhem fermentace probihd macerace fenolickych latek z bobuli a
jejich slupek, odkud se uvoliuji antokyany a ttisloviny ze slupek (pfi vyssim obsahu alko-
holu také ze semen). Béhem tohoto procesu je dulezité zabranit tvorbé octéni povrchu ma-
tolinového klobouku promichavanim (provadéno rucné). Je zapotiebi, aby promichédvanim
doslo k provzdusnéni a dochézelo tak k uvolnovani polyfenold. Tato fermentace probihd az
okolo 10 dnli a béhem této doby je potieba hlidat, jestli vino siln€ neoxiduje, nedochazi
k pocatku octéni nebo sirce vina. Obsah rmutu se scedi z matolin a dochézi k ziskani samo-
toku. Nasleduje biologické odbouravani kyselin (BOK) naptiklad v sudech barrique, kde se
harmonizuji u€inky latek ze dieva a produkti JMF. Mimo barrique sudy je mozné nechat
zrat vino v dievénych sudech pfi pravidelném staceni pies vzduch. Je zapotiebi vSe kontro-

lovat s SO, (koncentrace 25 az 30 mg/l) [1,23].

Lisovani u vyroby ¢ervenych vin se provadi az po ukon¢eni macerace rmutu, kde ze slupek
bobuli dochazi k vyluhovani cervenych barviv. Proces kvaSeni probiha obdobné jako u
vyroby bilych vin. Pii vyrobé cervenych vin je Zadouci bakterialni ¢i biologické odboura-
vani kyselin (BOK), které se nazyva také jable¢no-mlécné kvaseni (JMK) nebo malilaktic-
ka fermentace (JMF), kterd je enzymatickou pteménou kyseliny L-jable¢né na kyselinu L-
mlécnou, CO; a dalSich latek za pomoci mléénych bakterii. Cilem JMK je minimalizovat
kyselinu jablecnou a pfeménit ji na kyselinu mlécnou, ktera je harmonicky jemnéjsi a vy-
vazengj$i, coz je zadouci u Cervenych vin K JMK muize dochézet stejné jako u alkoholové
fermentace spontdnné, coz je nezadouci a hrozi k tvorbé negativnich senzorickych latek
(t€kavych kyselin, sirnatych latek, atd.). Po JMK je obsah kyseliny mlé¢né ve vinech od
0,5 do 3 g/l, vznikaji vSak také vedlejsi produkty (kyselina octova, acetoin, diacetyl, a ji-
né). Pfi vy$§im pH nad 3,5 miize béhem JMK dochéazet k mnoZeni mikroorganizmil, které
mohou znehodnotit produkt jako naptiklad Pediococcus damnosus, ktery produkuje dia-

cetyl tvorici sliz a to mtize vést k vlaCkovaténi vina [1,23].
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Mlécné bakterie 1ze rozdélit na dva druhy:

e homofermentativni, pfeménuji glukézu a fruktézu na kyselinu mléénou (Pedio-
coccus),
e heterofermentativni, kromé kyseliny mlé¢né vytvaii navic jesté dalsi produkty, jako

kyselinu octovou, etanol, CO; a dalsi (Lactobacillus, Oenococcus oeni).

Bakterie se do vina dostavaji z hroznl a z obalt (hadice, ventily apod.). Dal§i moznosti je
soucasné vyuziti lyofilizovanych cistych kultur komercnich kment. Inokulaci je vhodné
provadét pied zacatkem alkoholového kvaseni, nebo po jeho ukonceni (Castéji a s pfiroze-
nou mikroflérou). Podminkou pro rast téchto bakterii a zaroven docilit odbourani kyseliny
jable¢né je zapotiebi mit alkohol do 13,5 %, zabranit volnému SO2, celkovy SO, mit do 30
mg/l, pH nad 3,1, konstantni teplotu mit v rozmezi 19 az 22 °C a mit pfitomny kvasni¢ny
kal jako zdroj vyZivy mlécnych mikroorganizmii a jako ochranu pfed oxidaci. Ukonceni
BOK se provadi zjisténim obsahu kyseliny jable¢né, ktera by méla byt v rozmezi 0 az 0,2
g/l (to znamend, Ze se obsah titrovatelnych kyselin neméni). Vino se poté staci z kalti a

osetfuje SOz (30 az 40 mg), poté se zchlazuje pod 15 °C [1,19,23].

2.2.4 Odkyselovani

Pt1 neptiznivych podminkéch v severnich vinohradnickych oblastech dochazi pfirozené ke

zvySovani kyselosti hroznti, kterou jsou pak vinafi nuceni sniZzovat.
Zpisoby odkyselovani vina:

e pfirozené,

e uhlic¢itanem vépenatym (jednoduse, podvojn¢),

e hydrogenuhli¢itanem draselnym [1].

2.2.5 Skoleni vina

Cifeni vina je operace, pro odstranéni nebo snizeni obsahu nezadoucich latek ve ving, zis-
kani vhodnych organoleptickych vlastnosti a ziskani stability vina. Vino lze ¢ifit nékolika

zpusoby:

e fyzikaln¢, a to sedimentaci hrubych a jemnych ¢astic ve vin€ na dno nadoby, pro-
vzdusnénim (nebezpeci oxidace),

e chemicky, tedy Cificimi prosttedky [1,19].
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Druhy c¢itidel:
e bentonit,
e kiemicitany,
e 7elatina,
e vyzina,
e vajecny bilek,
e kasein a PVPP,

e adalsi.

Cifici prostfedky pro bila vina jsou zejména kasein, pro ¢ervena vina mléko nebo bentonit.

Filtrace:

e kiemelinova,
e membranova.

e s pouzitim filtraénich desek a deskovych filtri [1,19].

Scelovani, slazeni a prikyselovani jsou dalSimi z operaci, které se béhem skoleni vina pro-
vadi. Scelovani vin je jejich kupazovani ¢i blending, diky kterému mohou vznikat vynika-
jici vina typu cuvée a patii mezi vinafskd uméni, jelikoZz vyzaduje fadu zkuSenosti s citem
pro senzorické posouzeni organoleptickych vlastnosti. Slazeni a pfikyselovani se provadi
opét senzoricky, avSak slazeni je povoleno pouze pomoci hroznového mostu, zahusténého
hroznového mostu nebo rektifikovaného mostového koncentratu a celkovy obsah alkoholu
nesmi byt zvySen o vice, nez 4 % obj. Pfivlastkova vina je zakdzano doslazovat jakymkoliv
zpiisobem. Prikyselovani vina ptfidavkem jakékoliv kyseliny je v naSich oblastech zakaza-

no [1,7].

2.2.6 Zrani a skladovani vina

Zrani a skladovani vina probiha nejcastéji v dievénych sudech (pfedev§im u cervenych
vin). Sudy jsou nejcastéji vyrabény z dubového dreva, které je stabilni, ale také pozitivné
ovlivituje chut’ vina, pfedevs§im tanind. Sudy se konzervuji plynnym oxidem sifi¢itym, kte-
ry je zndm piedevSim ve formé sirnych knota (platka), ale moderné také vstiikovanim
plynné siry. Sudy je vhodné oSetfovat pomoci oxidu sifi¢itého jednou za mésic. Vino lze
nechat zrat v sudech barrique. Dle vyhlasky ¢. 88/2017 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpist je
uvedeno, Ze vino, které zralo nejméné Sest mesict v dubovém sudu vétSim nez 210 litra a

mensSim nez 250 litrd, lze oznacit slovem barrique. Zajimavosti je, Ze se tento termin pro
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vyrobu a moznost oznadeni na etiketach nachazi pouze v legislativé na tzemi Ceské repub-
liky a Slovenska. Jako ndhrada dubovych sudl se vyuziva také dubovych chipst nejrizné;j-
Sich materialt a velikosti. Cilem chipsii je lepsi struktura vina a piidavaji se az po ukonceni
kvaseni. DalSim typem nadob (nadrzi) slouzicich pro zrani vina jsou nadrze z nerezavéjici
oceli, které jsou pokryty vrstvou ze slitiny nejcastéji chromu, ale i niklu, molybdenu, ¢i
titanu. Tento typ nadrzi mé nevyhodu v ekonomické nevyhodnosti a pomalému zrani vina,
ale je snadno Cistitelny, skladny a Ize jej vyrobit na miru. Vyrab¢ji se také dvouplastové
typy, které jsou vhodné pro lepsi regulaci teploty. Malovinaii vétSinou pouzivaji sklenéné
nadoby, tzv. demizony, které jsou vyrabény v objemech od 3 do 50 litrGi a moho byt oplé-
tany ocelovym kosem (nyni spise kosem plastovym). Nejvhodnéjsi z nich jsou nadoby se
Sroubovacim plastovym uzéavérem, kde nedochazi k priniku kysliku. Méné vyuzivané jsou
plastové nadoby (sklolaminat, PET), kviili vinnému kameni, ktery se zde 1épe drzi. Kera-
mické nadoby jsou nejstar§im materidlem pro skladovani a zrani vin. Tato metoda byla
vyuzivana v nadobach zvanych amfory vyrobenych z hliny, se zranim rmutu uvnitt hlubo-
ko v zemi. Pozdé&ji a i v dneSni dob¢ jsou vyuzivany nddoby keramické (glazované). Mezi
naturalnimi vinafi v Ceské republice, ale i jinde v zahraniéi je nyni trendem vyroba kachet-
ského (katechinského) zplisobu vyroby vina. Tento zptisob pochazi z Gruzie, kde se vino
vyrabi v nddobach zvanych kvevri, které byly vyvinuty z klasickych amfor. Vina zraji na
slupkéach a vznikaji bez jakéhokoliv chemického zasahu. Vlivem del§i macerace vykazuji
vys$si obsah polyfenolickych latek (az 2000 mg/kg, oproti béZnych 300 mg/kg u bilych
vin). Maji diky tomu také syt€j$i, oranzovou barvu, u nds jsou tak také oznacovana jako

vina oranzova [1,19,24].
Lahvovani a uzavéry:

e Sroubovaci,
e plastove,
e sklenéné,

e korkové [1].

2.3 Hodnoceni vina

Jakost vina se zpravidla hodnoti klasickymi chemickymi, instrumentalnimi a senzorickymi

metodami. Mezi tyto patii obecné stanoveni cukernatosti mostu, alkoholu ve ving, cukru ve
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ving, stanoveni kyselosti, konzervacnich latek (SO; a kyselina sorbova), mineralnich latek,

bilkovin ve ving a dalsi. Casto je provadéna také analyza mikrobiologicka.

2.3.1 Senzorické hodnoceni

Senzorickym hodnocenim vina rozumime hodnoceni pomoci lidskych smysla, kterymi
jsou zrak, ¢ich a chut, ale i negativni projevy. Zrakem je hodnocena barva, ton a Cistota
vina, kterou posuzujeme naproti svétlu. Sklenice by se méla drzet Sikmo a pozorovat shora
nad bilym pozadim [25]. Teplota vina je pro toto hodnoceni vina velmi diilezita, u bilych a
ruzovych vin je vhodna teplota od 10 do 12 °C, u ¢ervenych vin teplota spiSe pokojova, pro
déle zrajici vSak idedln€ 18 az 20 °C, pro kratce zrajici ¢i primérna pak 15 az 16 °C [26].
Cichem byva hodnocen buket vin, kterym analyzujeme viing primarni, sekundarni a terci-
arni, viin€ dané aromatickymi latkami viz kap. 1.1.2. Chut’ ma na hodnoceni vina vliv nej-
vEtsi a vino se ochutnéava tak, ze se hodnotitel napije malého douSku vina, ktery necha pte-
valovat od $picky jazyka az po jeho kofen, aby vino pfislo do styku se vSemi chutovymi
poharky. Také se hodnoti perzistence, dochut’ a télo vina a tim jestli je vino napt. kratké,

prazdné ¢i plné [26,27,28].

Mezi nejpouzivanéjsi metody senzorického hodnoceni vin dle CSN ISO patii zkousky

rozdilové, mezi které se radi:

e parova porovnavaci zkouska,

e zkouska duo-trio,

e trojuhelnikova zkouska,

e zkousky s vice jak tfemi vzorky (tetrddova zkouska),

e zkouska,, A“—ne, A",

dalSimi zkouskami jsou zkouSka potadova, pomoci stupnic a profilli (nejcastéji je vino
hodnoceno pomoci bodovaciho systému stobodové, dvacetibodové stupnice) a nékteré dal-

$i metody senzorického hodnoceni [2,29,30,31].

2.3.2 Analytické hodnoceni vina

Toto hodnoceni slouzi pro zékladni, ale 1 rozsifujici informace o viné€ pro vyrobce i spotie-

bitele. Nejcastéji se pouziva nasledujici stanoveni:

e stanoveni obsahu alkoholu ebulioskopicky (Mallinganovym pfistrojem), princip

spociva v rozdilném bodu varu alkoholu a vody,
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stanoveni alkoholu destilaci,

stanoveni obsahu alkoholu pyknometricky,

stanoveni hustoty vina pyknometricky viz kap. 6.5.3,
stanoveni celkovych titrovatelnych kyselin (acidobazické titrace),
stanoveni tékavych kyselin,

stanoveni net¢kavych kyselin,

enzymatické stanoveni glukdzy a fruktdzy,

stanoveni redukujicich cukrii dle Rebeleina,

stanoveni extraktu,

stanoveni SO» destilaci a titraci,

stanoveni SO2 odmérnym roztokem jodu,

testy bilkovinovych stabilit vina

testy pfitomnosti sulfanu ve vin€ (pachnouci tioly)

testy krystalické stability vina,

stanoveni zdkalu vina nefelometricky,

stanoveni polyfenolickych kyselin pomoci HPLC viz kapitola 6.4.3,
stanoveni organickych kyselin pomoci HPLC,

stanoveni mineralnich latek,

stanoveni chromatickych (trichromatickych charakteristik),
spektrofotometricky stanoveni v UV/VIS a IR viz kap. 6.5.1,
a dalsi [1,31,32].
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3 FLUORESCENCNi SPEKTROMETRIE

3.1 Fluorescen¢ni spektroskopie

Elektromagneticky jev fluorescence je tfistupiiovy proces, ke kterému dochéazi v urcitych
pfipadech molekuly zvané fluorescenc¢ni barviva fluoroforti. Fluorofor je excitovan do
elektronového singletového stavu pomoci absorpce externiho fotonu. Excitovany stav pod-
stupuje konformacni zmény a interakce s molekularnim prostfedim mnoha riznymi zptiso-
by, vcetné vibracni relaxace, kaleni a energie. Foton je emitovan na delsi vinové délce,
zatimco fluorofor se vraci do svého zakladniho stavu. Rozdil v energii nebo vinové délce
mezi absorbovanym a emitovanym fotonem se nazyva Stokestiv posun. Fluorescencni ex-
citace a emise svétla se obvykle objevuje béhem nanosekund a nezavisi na teploté. Poma-
lej$im a podobnym jevem je luminiscence je fosforescence, kde foton prochazi mezilehlym
excitovanym tripletem, kde dosvit trva déle nez mikrosekundy a ktera je zavisla na teploté.
Rozhodujici je molekularni teplota a prostiedi, zda je slouCenina fluorescencni. Flu-
orescence ¢asto vykazuji organické slouceniny se stabilni molekulovou stavebni hmotnosti,
obvykle polyaromatické uhlovodiky a heterocykly. Fluorescence je jedineCna mezi ostat-
nimi spektroskopickymi technikami, protoZe je neodmyslitelné multidimenzionélni. Flu-
orofor potiebuje specifickou troven energie, kterd ma byt excitovdna, a néasledujici emisni
energie odpovida rozdilu mezi excitovanymi a zékladnimi singletovymi stavy. Kazdy elek-
tronicky stav ma né€kolik souvisejicich trovni vibraci, coz znamena, Ze k excitaci nedocha-
zi jen u jedné vlnové délky, ale spiSe pies distribuci vlnovych délek odpovidajicich n€koli-
ka vibra¢nim pfechodiim [33].

Dosvit fluorescence je velmi kratky a odezniva ihned po ukonceni excitace. Primérny ¢as

od excitace po navrat elektronu do zékladniho stavu lze nazvat jako doba Zzivota flu-

orescence. Pohybuje se v nanosekundach [34].
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Obr. 4: Jablonskeho diagram — schéma zarivych a nezarivych prechodii mezi

elektronove vibracnimi stavy slozité molekuly [35]

Fluorescenci tedy rozumime spinové dovoleny zafivy piechod, ktery pfechazi obvykle
z rovnovazné vibra¢ni hladiny stavu S; do nékteré z vibracnich hladin stavu So. Fosfo-
rescenci je pak zafivy pfechod z energeticky vysSiho do niZ§iho stavu majici rozdilnou
multiplicitu T1 do So. Zpozdénou fluorescenci mizeme popsat zativy prechod téhoz single-
tového stavu S; stejné jak u fluorescence s rozdilem del$i doby dohasinani, kterd je dana
casem, po ktery se molekula nachédzi v tripletovém stavu. Také plati pravidlo, Ze doba
zpozdéné fluorescence je rovna dob& dohasindni fosforescence métené za stejnych podmi-
nek a spektrum emisni zpozdéné fluorescence je stejné jako emisni spektrum fluorescence

okamzité [35].

Rychla fluorescen¢ni méteni 1ze aplikovat pfimo na vina pro monitorovani odrid vin. Flu-
orescenéni spektroskopie spolecné s chemometrii nabizi ptfistup k ovéfovani pravosti vin.

Tato technika je nedestruktivni, rychlé, snadné a neni draha [36].
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3.2 Vyuziti fluorescencni spektrometrie

Fluorescencni spektroskopie je v oblasti stanoveni kvalitativnich parametrii zajimavou
senzorickou technologii, protoze fluorescen¢ni latky nachazime v potravinach a napojich
v podobé proteind, vitamind, sekundarnich metabolitd, pigmentd, toxind, aromatickych
sloucenin a dalsich. Je Siroce pouzivana v biologickych védach diky jeji vysoké citlivosti a
specifité. Fluorescencni spektroskopie nabizi velké mnozstvi vyhod pro charakterizaci
molekularnich reakci a interakcei. Je 100 az 1000 krat citlivéjsi nez jiné spektrofotometrické
techniky. Fluorescen¢ni techniky jsou velmi citlivé pro okoli, napiiklad tryptofanové zbyt-
ky ukryté v hydrofobnim zbytku maji odli$né fluorescencni vlastnosti nez zbytky na hydro-
filnim povrchu. Diky této citlivosti je umoznéno charakterizovat konformacni zmény te-
pelné, rozpoustédlové nebo povrchové denaturace. Fluorescenéni metody jsou také relativ-
n¢ rychlé. Fluorescen¢ni spektra poskytuji informace tykajici se molekuly obsahujici kon-
jugované dvojné vazby. Fenolové kyseliny, stilbeny, antokyany, flavanoly a taniny jsou
nejznaméjs$imi fluorescenénimi molekuly ve vinech, viz obr. 6. Typy a ¢asti téchto molekul
se méni jako funkce zralosti hrozni. Zpracovani a zrani vina ma také vliv na fenolové
slouceniny. Vino obsahuje také vice sloucenin, které mohou fluoreskovat, naptiklad pro-
teiny. TakZze naptiklad spektrum zaznamenavané na vzorku vina pii excitaci 261 nm obsa-
hovalo informace o né€kolika fluoroforech a miiZze byt povazovan za charakteristicky otisk

prstu, ktery miize vést k identifikaci vzorku [33,34,35,36].

Flavonoidy

& OH
Ol OH
HO . 3 HO. Q. Epikatechin
Antokyanin "OH

OR; OH

Fenolické slou¢eniny
Stilbeny Kyselina gallova

4-hydroxyskoficova kyselina
H

s
H OH

Obr. 5: Chemicka struktura nekterych polyfenolii obsazenych ve vinech [36]
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4 VYBRANE METODY ANALYZY TICHYCH VIN

4.1 Metoda HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je analytickou separacni metodou. Stacionarni
faze je umisténa na pevném nosici uvniti chromatografické kolony. Nosi¢em je nejcastéji
kiemenna ¢i zirkonova kulicka. Nejcastéji se pouziva oktadecylovy zbytek a ¢astecné
i oktylovy. Mobilni fazi miize byt pufr, metanol, redestilovand voda, kyselina mravenci,
a jiné. Eluce vzorku kolony miize byt bud’ izokratickd nebo gradientova. Izokraticka zna-
mena, Ze se po celou dobu analyzy slozek v kolon€ mobilni faize neméni. Naopak u gradi-
entové se pomery a slozeni mobilnich fazi pfi analyze méni. Doba analyzy zavisi na druhu
vzorku. Pro stanoveni latek, jako jsou vitaminy ¢i polyfenolické latky se pouziva nejcastéji
detektor UV, ktery absorbuje zafeni v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm. Pro ne-
pferuSované chromatografické separace se pouzivaji detektory diodového pole (DAD)

[37].

vzorek |

HPLC Injektor - Detektor ‘ ]
pumpa —I:I-]_" ;—
HPLC kolona

HPLC ziskavani dat
L4

rozpoustédlo

odpad

Obr. 6: Schématicky diagram vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC)[38]

4.2 Spektrofotometrie UV/VIS

Spektrofotometrie se fadi mezi kvalitativni spektralni metody. Pfi méfeni se s vinovou dél-
kou se méni absorbance vzorku a zavisi na absorbujicich ¢asticich v draze paprsku, kterou
dany paprsek prochazi (tlouStka vrstvy). Tento vztah vychazi z Lambert-Beerova zakona

[37,38,39]:

A=¢-b-c 2)
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kde A je absorbance roztoku latky pii uréité vinové délce A (Lmol'.cm™, &; zna¢i molarni
absorp¢ni koeficient latky pfi urcité vinové délce A, b je tloustka vrstvy (cm) a c je latkova
koncentrace latky v roztoku v (mol/lI). Absorbance je bezrozmérnou veli¢inou, ktera je li-
nearné zavisla na latkové koncentraci absorbujici latky. Transmitance pak vyjadiuje frakci
svétla, které je pohlceno v kyveté pomérem intenzity svétla, které vstupuje do kyvety I, a

intenzity svétla, které z ni vystupuje I, coz vysvétluje vztah uvedeny v rovnici [37,38,39]:

- 3)

Zavislost absorbance (transmitance) pii konstantni koncentraci latky a tloust'’ce vrstvy uda-
va absorp¢ni spektrum latky. Pfi analyze pomoci spektrofotometrie se vychazi z ptipravy
standardniho roztoku, jehoz nafedénim vznika fada kalibrac¢nich roztoki a vytvoii se kalib-
racni graf. Pro vySe uvedené vztahy plati, ze absorbance je zaporné vzaty logaritmus

transmitance [37,38,39]:

1
A = —logT = logl— “)
0

Spektrofotometr je tedy pfistroj, ktery méfi mnozstvi fotonli (intenzity svétla) absorbova-
nych po prichodu roztokem vzorku. Pomoci spektrofotometru lze urcit mnozstvi zndmé
chemickeé latky (koncentrace) méfenim intenzity detekovaného svétla. V zavislosti na roz-

sahu vlnové délky miize byt klasifikovan do dvou rtiznych typt:

e UV-viditelny spektrofotometr: pouziva svétlo ptes ultrafialové spektrum (185 - 400
nm) a viditelny rozsah (400 - 700 nm) spektra elektromagnetického zafeni,
e IR spektrofotometr: pouziva svétlo pies infracervené pasmo (700 - 15000 nm)

spektra elektromagnetického zareni [40].

Je sloZen ze zdroje zafeni, monochromatoru (optické mtizky), kyvety, detektoru a vzorku.
Monochromator se pouziva k rozdé€leni vstupujiciho zafeni a prochazi nim polychromatic-
ké svétlo. Pevné nastavend Stérbina urcuje rozsah vlnovych délek vychézejicich
z monochromatoru. Také je slozen z disperzniho prvku (hranolu ¢i mfizky) a vystupni

Stérbiny. Mé&feni pak probiha ve sklenénych nebo kiemennych kyvetach. Pro oblast vidi-
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teln¢ho spektra zareni se pouzivaji spiSe kyvety kfemenné. Svétlo vychdzejici ze vzorku
dopada na detektor, nejpouzivanéjsim z detektord je fotondsobi¢. Dale to mohou byt dio-
dova pole, polovodice atd. Standartni kyvety jsou o optické draze dlouhé 1 cm a umistuji
se do kyvetového prostoru. Nékteré spektrofotometry umoziuji vlozit do kyvetového pro-

storu vice kyvet najednou [40].

zdroj svétla

Stérbina
I detektor
opficka
mfizka kyveta

Obr. 7: Schéma usporadani spektrofotometruf/40]

4.3 Stanoveni polyfenolickych litek s ¢inidlem Folin-Ciocalteu

Tato spektrofotometrickd metoda je zalozena na meteni absorbance vzorku s naslednym
zjisSténim koncentrace celkovych polyfenolii. Jedna se o bézn€ pouzivanou metodu stano-
veni polyfenolii za pomoci Folin-Ciocalteuova €inidla, avSak velmi ¢asto modifikovanou.
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je tvofeno ze smési kyseliny fosfore¢no-wolframové
(H3PW12040) a kyseliny fosforecno-molybdenové (H3PMo12040) a je schopno oxidovat
monofenoly 1 polyfenoly v alkalickém prostiedi. Touto reakci tak dochazi k oxidaci feno-
lickych latek ze zluté barvy na modrou. Toto modré zbarveni silné absorbuje v oblasti
lambda=765 nm a je umérné k mnozstvi ptivodné pfitomnych fenolovych slouc¢enin. Mod-
ré pigmenty pak maji maximalni absorpci v zavislosti na sloZeni fenolovych smési a pH
roztoku, které se upravuje piidanim uhli¢itanu sodného. Voda, jako rozpoustédlo je zde
velmi zasadni a pouzitim jiného rozpoustédla hrozi negativni dopad na vznik modrého
pigmentu. Standardem je nejCastéji kyselina gallova, ¢imZ je obsah polyfenolti vyjadien

v ekvivalentech mg kyseliny gallové na 1 kg vzorku [2,37,41].
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Analyzy typu Folin-Ciocalteu (FC) jsou pohodlné, jednoduché a vyzaduji pouze bézné
vybaveni a vytvofily velké mnozstvi srovnatelnych dat. Za spravnych podminek zahrnuje
test monofenoly a poskytuje predvidatelné reakce s typy fenolit vyskytujicich se v ptirode¢.
Protoze rtzné fenoly reaguji v raznych stupnich, vyjadieni vysledkl jako jediné Cislo -
napiiklad miligramti na literarni ekvivalent kyseliny gallové - je nutné libovolné. Vzhle-
dem k tomu, ze reakce je nezdvisla, kvantitativni a predvidatelna, mlize byt analyza smési
fenolti pfepoctena podle jinych standardl. Test méfi vSechny slouc¢eniny snadno oxidova-
telné za reak¢nich podminek a jeho velmi inkluzivnost umoziuje, aby urcité latky takeé
reagovaly, které bud’ nejsou fenoly, nebo jen malokdy jsou povazovéany za fenoly (napf.
proteiny). Rozumné pouziti testu - s ohledem na potencidlni interference v konkrétnich
vzorcich a v pfipadé potieby pfedchozi studie - mlze vést k velmi informativnim vysled-
kiim. Agregovana analyza tohoto typu je dilezitym doplitkem a Casto informativnéjSim nez
reemy udaji, které je obtizné shrnout z riznych technik, jako je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC), ktera oddéluje velky pocet jednotlivych slouc¢enin. Smés umoziu-
je stanovit jeden reaktant jinymi prostfedky a vypocitat jeho podil na celkovém obsahu
fenolu. Relativni necitlivost FC analyzy na mnoho adsorbentl a precipitanti déla diferen-

cialni test - pted a po n¢kolika riiznych 1é€bach — informativni [32,42,43].

Vzhledem k tomu, ze méfi anti-oxidacni kapacitu in vitro, bylo ¢inidlo pouZito k testovani

potravin a doplnkil v potravinaistvi [43,44].
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zptehlednit chemické sloZeni vina, charakterizovat vyrobu
vina u malovinail, popsat principy fluorescencni spektroskopie a nékteré dalsi vybrané
metody. Nasledné bylo tkolem analyzovat a hodnotit vzorky tichych vin z rGznych vinat-
skych oblasti metodami fluorescencni analyzy a doplnit je o analyzu vysokoucinné kapali-
nové chromatografie pro stanoveni polyfenolickych latek a antokyanini. Pro obohaceni
bylo vhodné metody porovnat s dalSimi metodami, jako jsou spektrometrické stanoveni
UV/VIS, stanoveni polyfenolickych latek metodou dle Folin-Ciocalteua a hustoty pykno-

metricky.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA

6.1 Chemikalie a pomiicky

Pro jednotliva stanoveni byly pouzity tyto chemikalie:

kyselina chromsirova, Ing. Petr Svec, Penta, CR,

etanol, Ing. Petr Svec, Penta, CR

dietyléter, Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR

kyselina gallové, Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR,

¢inidlo Folin-Ciocalteu, Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR,

20% uhlic¢itan sodny (Na2CO3), Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR,

mobilni faze A: 99/1: redestilovand voda/kyselina octova ledova (99,8%),
Ing. Petr gvec, Penta, CR

mobilni faze B: 67/32/1: redestilovand voda/acetonitril/kyselina octova ledova
(99,8%), Ing. Petr Svec, Penta, CR

kyselina gallové, Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR,

destilovana voda (laboratot FT UTB vlastni destila¢ni aparaturou)

metanol, Ing. Petr Svec, Penta, CR.

Pro analyzy bylo pouZito béZné uzivané laboratorni sklo a déle tato zatizeni a pfistroje:

pyknometr 25 ml,

analytické vahy (Schoeller AFA-2102C, CR)

spektrofluorimetr RF-1501 CE vcetné xenonové lampy pro méteni v UV oblasti
spektra od 220 do 360 nm (Shimadzu, Japonsko), kyveta pro spektrofluorimetr
s optickou délkou 1 cm,

spektrofotometr Cecil 1021, UV/VIS (Velka Britanie),

spektrofotometr Lambda 25, UV/VIS (Perkin Elmer, USA)

chromatograf UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA)
s detektorem DAD, UV/VIS a autosamplerem,

kolona Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm),

program ChameleonTM 7.2 Chromatography Data Systém (Thermo Scientifics,
MA, USA),

program Sigma Plot 8.0, 2002 (SPSS Inc., USA).
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6.2 Charakteristika vzorku

Pro analyzu vina byly pouzity vzorky dodané¢ od malovinait (n¢které zakoupené v ob-
chodni siti), a to z Ceské Republiky, Slovenska a Rakouska. Z bilych tichych jakostnich
vin byly vybrany a pouzity odriady Ryzlinku vlasského, Veltlinského zeleného a
z Servenych vin odriida Merlot. VZ a RV z Ceské republiky byly dodany od malovinate
Josefa Stastného z Petrova. Merlot ze stejné oblasti a podoblasti, ale jiné obce byl komerg-
n¢ zakoupen z vinaistvi Vino Blatel, a.s. Vzorky ze Slovenska byly dodany od dvou malo-
vinafi ze Skalice. Vzorek VZ dodal pan Petr Zelenka, RV a Merlot pan Peter Machlica.
Vzorek rakouského vina Griiner Veltliner byl poskytnut prostiednictvim Katefiny Svato-
nové z vinotéky Vinoportugal ve Zling, vzorek pochazi z vinarstvi Hebenstreit. Rakousky

vzorek Welschriesling byl komeréné€ zakoupen v rakouském obchodnim fetézci ve Vidni.

Tab. 3: Tichd vina z CR, SK a Rakouska (sestupné)[45,46,47]

Oblast Obec a vini¢ni
Odriida vina Druh  Roc¢nik Vinai/vinafrstvi
a podoblast trat’
Veltlinské Morava, .
Petrov, Veselé Bilé 2017 Josef Stastny
zelené Slovacka
Ryzlink Morava, .
Petrov, Veselé Bilé 2017 Josef Stastny
vlassky Slovacka
Uhersky Os-
Morava, M
Merlot troh Cervené 2015  Vino Blatel, a.s.
Slovacka
Plachty
Veltlinské Skalica,
Malokarpatska Bilé 2017 Peter Zelenka
zelené Kravi hory
Ryzlink Skalica, _
Malokarpatska Bilé 2017 Peter Machlica
vlassky Propaste
Skalica, . .
Merlot Malokarpatska Cervené 2017  Peter Machlica
Propaste
Griiner Kleinriedenthal
Weinviertel Bilé 2017 Hebenstreit
Veltliner Retz
Kl6ch, Erzherzog
Welschriesling Steiermark Bilé 2017

Ehrenhausen Johann
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6.3 Analyza vina pomoci fluorescencni spektroskopie

Byla pfipravena fada vesSkerych vzorkli vin fedénych svodou v koncentracich
od 1 do 10 % obj. Nafedéné vzorky byly prelity do kiemenné kyvety a poté byla méfena
excitace v oblasti vlnovych délek od 250 do 500 nm a emise v oblasti 250 az 600 nm. Re-
feren¢nim vzorkem byla pouzita voda, jako pouzité rozpoustédlo. Déle byla oteviena clona
(shutter) a vzorek byl méfen na spektrofluorimetru. Vysledkem je fluorescencni profil ex-

citacné-emisniho spektra jednotlivych vzorkid vin v méfené oblasti.

6.4 Stanoveni polyfenolickych latek pomoci HPLC

6.4.1 Extrakce a priprava vzorku

Nejdiive byly vzorky vin zfedény s 80% metanolem 1:1. Takto pfipravené vzorky byly
nasledné zfiltrovany do tmavych vialek ptfes nylonové mikrofiltry o velikosti pora
0,22 um. Po prefiltrovani byly vialky umistény do autosampleru kapalinového chromato-

grafu.

6.4.2 Stanoveni kalibraénich krivek

Na analytickych vahach byly navaZeny standardy ptislusnych polyfenolickych flavonoidi
a kyselin s pfesnosti na 0,1 mg. Poté byly kvantitativné pfevedeny do odmérnych banék o
objemu 100 ml a dale byly doplnény redestilovanou vodou po rysku. Byl pfipraven jejich
zasobni roztok o koncentraci 800 pg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byla pfipravena pro
kazdou latku kalibra¢ni fada o koncentracich 50, 100, 200, 400 a 600 png/ml. Roztoky byly

promé&feny za specifickych chromatografickych podminek.

6.4.3 Chromatografické stanoveni polyfenolickych kyselin

Chromatografické stanoveni bylo provedeno na chromatografu UHPLC Dionex Ultimate
3000 (Thermo Scientific, MA, USA) s detektorem DAD, UV/VIS a autosamplerem. Pro

stanoveni byla pouZzita kolona Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm).
Chromatografické podminky:

e objem nastfiku na kolonu: 10 pl,
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e mobilni faze A: 99/1: redestilovana voda/kyselina octova ledova (99,8%),

e mobilni faze B: 67/32/1: redestilovana voda/acetonitril/kyselina octova ledova

(99,8%),
e pratok: 1 ml/min,
e teplota kolony 30 °C,
e Cas 45 min,

e cluce probéhla gradientové, v Case 0-10 min.

Tab. 4: Gradientova eluce

¢as (min) B (%)
0-10 10-20
10-16 2040
16-20 40-50
20-25 50-70
25-30 70
3040 70-10
4045 10

Vyhodoceni chromatogramu prob&hlo za pouziti vyhodnocovaciho programu Chromele-

on™ 7.2 Chromatography Data Systém (Thermo Scientifics, MA, USA). Byly odeéteny

plochy piku pro jednotlivé analyty v pfislusSném retencnim Case pii vlnové délce 275 nm.

Data byla poté vyhodnocena s pouZitim linearni regrese.

6.5 Dopliujici stanoveni

6.5.1 Analyza vina pomoci spektroskopie UV/VIS

Byla pfipravena fada jednotlivych vzorkti od 1 do 10 % obj. stejné, jako je popsano

v kapitole 6.4. Vzorky byly méfeny v kiemennych kyvetach na spektroskopu v rozsahu

vlnovych délek 200 az 700 nm.
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6.5.2 Stanoveni polyfenoli ve vinech s ¢inidlem Folin-Ciocalteau

Ze standardniho roztoku taninu bylo pipetovano do Sesti 50ml odmérnych banék 0; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ml roztoku. Soucasn¢ byl odpipetovan 1 ml ¢irého roztoku vina. Do vSech
odmérnych ban¢k bylo ptfidano 20 ml destilované vody, 1 ml ¢inidla Folin-Ciocalteu a vse
bylo promichéno. Po 3 minutach bylo pfidano 5 ml 20% roztoku Na,COs3 a po promichani
doplnéno destilovanou vodou po rysku. Po 30 minutdch byla méfena intenzita zabarveni
v 10 mm kyveté pii 700 nm proti slepému pokusu s nulovym obsahem taninu. Z naméfe-
nych hodnot absorbanci byla provedena linearni zavislost absorbance na koncentraci poly-
fenoli jako taninti. Obsah veskerych polyfenolt byl vyjadien jako desitky mg taninu
v 1000 ml vina [32,50].

6.5.3 Stanoveni hustoty vina pyknometricky

Pro stanoveni hustoty vina pyknometricky byly pfipraveny kalibrované 100ml pyknometry
s uzkym hrdlem a zéatkou podle Reischauera. Ty byly nejdiive nékolikrat proplachnuty
zkousenym vzorkem, naplnény a uzavieny. Po uzavieni byly temperovany na teplotu 20 °C
po dobu 30 minut a byl kontrolovan unik oxidu uhli¢itého, tvofici bublinky. Déle bylo
odebrano takové mnozstvi vzorku, aby se spodni meniskus hladiny dotykal znacky pyk-
nometru. Kapky na vnitini stran€ hrdla nad znackou byly odsaty filtracnim papirem a cely
pyknometr byl osuSen. Po 30 minutach byla stanovena hmotnost pyknometru se vzorkem
bez zatky v gramech a to na Ctyfi desetinnd mista na analytickych vahéach. Soucasné byla
stanovena hmotnost pfislusné kompenzacni tdra pyknometru opét na Ctyfi desetinnd mista.

Postup byl proveden dle metody EEC No 2676/90 [32,50].

Hustota vzorku pti 20 °C vyjadiena na pét desetinnych mist (g/ml):

20 _ M20 (%)
V20
kde: m,y — hmotnost pti 20 °C (g),
V,0 — objem pii 20 °C (ml)
Vypocet hustoty vzorku vina (g/ml):
m; —my 6
Pv = ————"PH,0 (6)
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kde:

m, — hmotnost prazdného vysuseného pyknometru (g),
m, — hmotnost naplnéného pyknometru vzorkem vina (g),
ms — hmotnost pyknometru s vodou (g),

Pu,o — hustota vody = 1 (g/ml), dle tabulek 0,9982 mg/1 pii 20 °C [32,50,51].
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7 VYHODNOCENI A DISKUZE VYSLEDKU

7.1 Vysledky stanoveni vin pomoci fluorescenéni spektroskopie

Bylo analyzovdno osm vzorka tichych vin v koncentra¢nim rozsahu od 1 do 10 % obj.,
véetné¢ nefedéného vzorku. Méfeni probéhlo za podminek excitace v rozmezi
250 az 500 nm a emise v rozmezi 250 az 600 nm na fluorimetru Shimadzu. Méteni probéh-
lo pro kazdy vzorek a koncentraci pétkrat. Pro vzorky vin byly stanoveny dvé skupiny ex-
citatné-emisnich part pikd, které odpovidaji pritomnosti polyfenolickych latek. Vysledky
koncentraci pfi stanovenych excitaéné-emisnich part piki byly vyhodnoceny v 3D grafech
v programu Sigma Plot 8.0, 2002 a jsou uvedeny v pfiloze, viz pfiloha 1. Déle byla vytvo-
fena tabulka fluorescen¢ni analyzy pro jednotliva nefedénd vina. V nasledujici tabulce jsou
uvedeny hodnoty aritmetickych priméra intenzity fluorescenéniho zafeni a prislusnych

smérodatnych odchylek.

Tab. 5: Intenzita fluorescencniho zareni pro vina z CR, Slovenska a Rakouska

excitace/emise — 260/350 nm a excitace/emise 300/495 nm

I (a.u.) I (a.u.) I (a.u.) I(a.u.)
Odriida excitace emise excitace emise
(275 nm) (350 nm) (300 nm) (495 nm)
Veltlinské zelené 7,11 £ 0,89 11,35+ 1,68 19,61 + 0,63 1016 £ 0,0
Ryzlik vlassky 30,32 +£2,75 10,83 £ 1,20 23,61 £ 0,85 1019 £ 0,0
Merlot 4,01 £0,53 8,60 £ 1,01 18,49 + 0,44 70,57 £ 17.83
Veltlinské zelené¢ 27,20 + 1,38 5,21 +£1,57 17,41 £2,04 1049 £ 0,0
Ryzlink vlassky 25,49 £ 1,90 9,32+0,95 20,60 £ 0,32 1021 £ 3,68
Merlot 6,39 £ 1,02 7,74 £ 1,29 20,95 + 1,30 50,81 £4,19
Gruner veltliner 6,99 £ 0,58 1,04 £ 0,32 19,85+ 1,23 1019 £ 0,0
Weilscheriesling 5,81 +£0,73 2,03 £0,65 28,74 £ 1,45 1034 £0,0
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7.2 Vysledky stanoveni polyfenolickych latek pomoci HPLC

Byly proméieny jednotlivé body standardu, ze kterych byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky,
konkrétné jsou uvedeny pod textem (obr.9-14). V tomto rozmezi byla zavislost plochy
piku na koncentraci pfislusnych kyselin linearni. Z rovnic linedrni regrese byly nasledné

vypocitany obsahy polyfenolickych kyselin v ug/ml.

40 -
35 y = 0,3396x + 0,1209
0 | R =0,9998

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Obr. 8: Kalibracni kifivka kyseliny gallové

25 +
y=0,2357x + 0,0111

R2=0,9995

100

Obr. 9: Kalibracni kifivka kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové
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60 -

y=0,5091x + 0,1581
R?=0,9996
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Obr. 10: Kalibracni krivka kyseliny 4-hydroxybenzoové
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Obr. 12: Kalibracni kiivka epikatechinu
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Tab. 6: Vysledky stanoveni vybranych polyfenolickych kyselin metodou HPLC

Specifikace vina Obsah fenolickych sloucenin (pg/ml)

o . Oblast Kyselina gall- Kyselina 3,4- Kyselina 4- . . . . Kyselina 2-
L . . , Epikatech v
Odrtida vina a podoblast ova dihydroxybenzoova hydroxybenzoova Epigallokatechin  Epikatechin hydroxyskoficova
Veltlinské Morava, 32,571 + 0,043 4785+ 0,127 3,192 + 0,035 46317 + 0,412 1,168+ 0,053 0,059 + 0,002
zelené Slovacka
Ryzlink Morava, 1,006 = 0,030 5,009 = 0,150 2,704 + 0,037 38,857 + 0,346 1,730 £ 0,163 0,110 = 0,004
vlassky Slovacka
Morava,
Merlot va, 45,526 + 0,092 5,425 + 0,033 8,422 + 0,130 26,240 + 2,236 0,834+0232 0231+0,011
Slovacka
Veltlinske Malokarpatskd, 5 5, , ¢ 54 1,727 0,110 2,783 + 0,062 46,661 1,304 1,160+ 0,072 0,083 = 0,024
zelené Skalica
Ryzlink Malokarpatska, ) ¢,3 . ¢ 12 2,826+ 0,149 1,727 = 0,061 22.966 = 0,760 0,967 +0,109 0,106+ 0,012
vlassky Skalica
Malokarpatska,
Merlot Skalion 12,721 + 0,064 4,589 + 0,479 1,820 + 0,083 34,538 + 3,280 1.836+£0353 0,265 = 0,010
Griiner Rakousko, 0,733 + 0,020 1,662 + 0,351 0,599 + 0,057 32,079+ 1,067  1,143£0163 0,072+ 0,006
Veltliner Weinviertel
Welschriesling Rakousko 0,588 + 0,086 4730+ 0,318 2.389 + 0,256 15,803 + 2,772 0,664 = 0,030 0,060 + 0,003
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7.3 Ostatni vysledky stanoveni

7.3.1 Vysledky spektrofotometrického stanoveni polyfenolickych latek UV/VIS

Na spektrofotometru Lambda 25 byly pro porovndni namétfeny jednotlivé absorbance

vzorkd vin v koncentracni fadé 1 az 10 % obj.

Jako ptiklad UV/VIS méfeni jsou znazornény grafy dvou vzorkli vin na obrazku 14 a 15,

konkrétné Veltlinské zelené, Ryzlink vlassky z Petrova.
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Obr. 14: Zavislost absorbance na vinové délce (Veltlinské zelené, Petrov, 2017)
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Obr. 15: Zavislost absorbance na vinové délce (Ryzlink viassky, Petrov, 2017)

7.3.2 Vysledky stanoveni polyfenolickych latek ve vinech s ¢inidlem Folin-Ciocalteu

Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé vypocti z rovnice kalibracni pfimky (obr. 16),
kterd je vyjadiena jako zavislost absorbance na koncentraci polyfenolii vyjadienych jako
kyselina gallova (mg/l). Primémé hodnoty jsou uvedeny v tabulce v¢etné smérodatnych
odchylek. Hodnota spolehlivosti R? ¢inila 0,998, coz je dostateéné vysoka hodnota, a rov-

nice linedrni regrese ma podobu y= 0,0022x + 0,0101.

Nameétené hodnoty absorbance s pfepoctem na koncentraci polyfenolickych latek ve viné

v mg/l a jsou uvedeny v tabulce 8.
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Obr. 16: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci polyfenolii

Tab. 7: Koncentrace polyfenolickych latek ve vybranych vzorcich vina

Druh vina Oblast Primérma Koncentrace (mg/l)
absorbance = SD (1)

Veltlinské zelené Morava 0,862 £+ 0,001 387
Ryzlink vlassky Morava 0,579 £ 0,006 259

Merlot Morava 0,876 + 0,002 1968
Veltlinské zelené Malokarpatska 0,754 £ 0,005 338
Ryzlink vlassky Malokarpatska 0,497 £ 0,001 221

Merlot Malokarpatska 0,529 + 0,006 1179
Griiner veltliner Weinviertel 0,225 £ 0,002 98
Weilchsriesling Steiermark 0,067 = 0,001 26

7.3.3 Vysledky stanoveni hustoty vina pyknometricky

Byla stanovena hustota jednotlivych vzorkli vin. Vino obsahuje alkohol, ktery mé4 mensi

hustotu nez destilovana voda. Z tohoto diivodu je stanovena hustota vzorkd vin nizsi nez 1
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g/ml. Rozdily v hodnotach hustot métenych vin souvisi s obsahem alkoholu a oxidu sifici-

tého v konkrétnich typech vina.

Tab. 8: Vysledky stanoveni hustoty vina pyknometricky

Druh vina Oblast Hustota (g/ml)
Veltlinské zelené Morava 0,9948 + 0,0417
Ryzlink vlassky Morava 0,9967 = 0,0421
Merlot Morava 0,9981 + 0,0426
Veltlinské zelené Malokarpatska 0,9929 +0,0422
Ryzlink vlassky Malokarpatska 0,9968 + 0,0415
Merlot Malokarpatska 0,9980 + 0,0426
Griiner veltliner Weinviertel 0,9892 +0,0401
Weilchsriesling Steiermark 0,9952 +0,0421

7.4 Souhrnna diskuze vysledki

Byl vyhodnocen excita¢né-emisni profil riznych odrad vin, jez pochazeji z n¢kolika vinat-
skych oblasti. Dané vina byla zfedéna destilovanou vodou v koncentra¢nim rozmezi 1 az
10 % obj., aby bylo dosazeno optimalni intenzity fluorescen¢niho zéateni. V pfislusné ob-
lasti excitacnich a emisnich vilnovych délek byla detekovdna ptitomnost fluorescencnich
latek (excitacni a emisni piky), které odpovidaji komplexu charakteristickych slouc¢enin

obsazenych ve zkoumanych vinech.

Pro vzorky vin byly stanoveny dvé skupiny excita¢né-emisnich part pikd, které odpovidaji
pfitomnosti polyfenolickych latek: 270-285 nm/350-380 nm (excitace/emise), resp. 300-
305 nm/495-505 nm. V literatufe uvadéné hodnoty vinovych délek excitaéné-emisniho
zateni vin, které se vztahuji k polyfenollim, ¢ini 250-350 nm/275-450 nm (Dufour a kol.,
2006) [51]. Pozice maxima excita¢niho i emisniho piku siln€¢ z&visi na druhu vina a jeho
ziedéni, detekované hodnoty pikli jsou proto uvadény v urcitém rozpéti vinovych délek.

Vyuziti polarniho rozpoustédla (destilované vody) miize navic zpisobit posun k vySSim
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vlnovym délkam, coz vysvétluje ponékud vyssi hodnotu piki emisniho zéfeni ko-

lem 495 nm.

Je potieba si také uvédomit, ze polyfenoly ve viné tvoii Siroky komplex fluorescen¢nich
molekul rozmanité struktury a rozmérti (monomery az polymery). Skladba a mnozstvi po-
lyfenolii se lisi v zavislosti na typu odrudy, zralosti hroznti, zpracovani vina a jeho stafi
(ro¢niku) a predurcuje excitacné-emisni profil daného vzorku (Dufour a kol., 2006) [51].
Krom¢ tady fenolickych sloucenin (fenolickych kyselin, flavonoidl, stilbent) obsahuji
vina také dalsi fluorescencni latky, jako antokyaniny, bilkoviny a vitaminy. Fluorescencni
spektra poskytuji z obecného hlediska informaci o slouc¢eninach obsahujicich nasobné vaz-
by. Je tudiz zfejmé, ze kazdé excitacné-emisni (spektralni) pasmo vina odpovida urcité
skupiné fluorescencnich latek, a nikoliv nutné jen jedinému fluoroforu (Sadecka a kol.,
2018) [52]. Stanovené excitaéné-emisni piky méfenych vin tedy pravdépodobné odpovidaji

komplexu rtiznych polyfenolickych slou¢enin pfitomnych ve zkoumanych vinech.

V piipad¢ fedéni vin nelze u nékterych vzorkl zdvislost intenzity excitatniho a emisniho
zafeni na koncentraci vina generalizovat. U jinych vin se naopak projevil charakteristicky
trend znazornény prehledn¢ v 3D grafech excitaéné-emisnich profili, které jsou uvedeny
v priloze 1. Nékterd vina vykazuji nardst intenzity emisniho zateni s rostouci koncentraci,
coz je dano nartstajicim obsahem fluorescenc¢nich latek (fluorofortl) emitujicich zareni
specifické vinové délky. Prikladem takového vina je ryzlink vlassky (2017, Skalica) méte-
ny pii excitacni vinové délce 270-285 nm a emitujici odpovidajici zafeni v rozmezi 350-
380 nm (viz obrazek 1). Hodnota emisniho zéfeni pii danych vinovych délkach narista
plynule s koncentraci také pro Griiner Veltliner (2017, Rakousko), diky vzrtstajicimu ob-

sahu pfislusnych fluorofort, jak je znazornéno na obrazku 17.

Naopak Merlot (2015, Blatnice), vykazuje pfi vinovych délkach kolem 275 nm/378 nm
(excitace/emise) pozvolny pokles intenzity emisniho zafeni s rostouci koncentraci vina, jak
lze vidét na obrazku 18. Tato skutecnost je dana tzv. efektem vnitiniho filtru (inner filter
phenomena), jak uvadi ve své studii o fluorescen¢ni spektroskopii vin J. Sadecka a kol.
(2018) [52]. Snizeni intenzity fluorescencniho zafeni spociva v absorpci excitatniho anebo
emisniho zéafeni matrixem vzorku ¢i samotnym fluoroforem. V ptipade zfedénych vin zde
dalezitou roli hraje také vysoky obsah vody a interakce jejich molekul s pfitomnymi kom-
plexy fluorescenc¢nich latek ¢i vzajemné interakce molekul vody mezi sebou, napt. pliso-
benim vodikovych mustkii. Jak uvadi autoii vyse uvedené studie, zfedénim vzorku vina

vhodnym rozpoustédlem (destilovanou vodou) na relativné nizké koncentrace (0,2 % w/w
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a mén¢) lze prekonat efekt vnitiniho filtru a dosdhnout linearni zavislosti intenzity flu-
orescencniho zafeni na koncentraci vina. Z praktického hlediska vSak muize byt detekce

excitaéné-emisnich spekter takovych velmi zfedénych vin problematicka (mtiZe nastat po-

kles fluoroforti pod detek¢éni limit pouzitého piistroje).

Ziskané vysledky pikt excitacné-emisniho zafeni se pomérné dobfe shoduji s daty uvade-
nymi J. Sddeckou a kol. (2018) pro zfedéna botrytizovana vina o koncentraci 0,2 % (w/w);
luminiscencni spektra téchto vin vykazovala intenzivni spektralni pasmo v oblasti excitac-

nich vlnovych délek 270-280 nm a 300-320 nm a jim odpovidajicich emisnich vinovych
délek 350 nm, resp. 430-450 nm [52].

Uvedené hodnoty do zna¢né miry koresponduji s piky prezentovanymi v této diplomové
praci: 270-285 nm/350-380 nm, 300-305 nm/495-505 nm (excitace/emise). V piipade exci-
taéné-emisnich partt 270-285 nm/350-380 nm 1ze usuzovat na pfitomnost fenolickych ky-
selin (kyseliny gallové a protokatechové), hydroxyskoficovych kyselin (jako je kyselina
kaftarova a koutarovd) a monomernich katechinti (polyfenolickych latek fazenych mezi
flavonoidy), jak také uvadi ostatni védecké studie, napt. ¢lanky autorti Airado-Rodriguez a
kol. (2011) a Bravo a kol. (2006) [53,54]. U excita¢né-emisnich parti 300-305 nm/495-505
nm muzeme piedpokladat, ze se tyto piky vztahuji k pfitomnosti hydroxybenzoovych kyse-
lin jako je kyselina gentisova (je typicka pro odridu bilych vin ryzlink) ¢i kyselina p-
kumarova (Ma a kol., 2014; Pour Nikfardjam a kol., 2003) [55,56].
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Obr. 17: Veltlinske zelene (2017), Skalica
(excitace 270—282 nm, emise 350-380 nm)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

56

1z

=

[=:]

Konoentrace vina % (V)
@

Obr. 18: Gruner veltliner, 2017, Rakousko,
(excitace 266—284, emise 378 nm)
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Obr. 19: Merlot, 2015, Blatnice,
(excitace 266—284 nm, emise 378 nm)

Pomoci metody HPLC byl urcen obsah konkrétnich polyfenolickych sloucenin ve veske-
rych vzorcich vin. Ze ziskanych vysledki je patrné, zZe nejvice zastoupenou slouceninou je

epigallokatechin, jehoz koncentrace se pohybovala v rozmezi cca 20 az 50 pg/ml. Dalsimi
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vyznamnymi polyfenoly jsou kyselina gallova, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova a 4-
hydroxybenzoova. V mensi mife byl ve vzorcich vin zastoupen téz epikatechin a kyselina
2-hydroxyskoficova, jejichz maximalni koncentrace nepfesahovala 2 pg/ml. V nepatrném
mnozstvi byly ve vzorcich piitomny nékteré dalsi polyfenoly, jako napft. resvratrol, kyseli-

na skoficova, aj.

Pomoci méteni na spektrofotometru Lambda 25 byla detekovéana ptitomnost polyfenolic-
kych sloucenin obsazenych ve vzorcich vina. Odpovidajici absorbanc¢ni pik byl stanoven
pii vinové délce cca 280 nm pro koncentraci vina s 5 a vice objemovymi procenty. Byla-li
koncentrace vina nizsi nez 5 % obj., dany pik bylo obtizné detekovat (tzv. shallow peak).
Na zaklad¢é této metody jsme prokazali pritomnost polyfenolickych latek ve vzorcich
zkoumanych vin, coz koresponduje s ostatnimi méfenimi provedenymi v této diplomové

praci, konkrétné€ s fluorescencni spektroskopii vzorkt [57].

Pomoci stanoveni celkovych polyfenolickych latek dle Folin-Ciocalteua se podafilo stano-
vit koncentraci polyfenolickych sloucenin ve vzorcich jak bilych, tak cervenych vin. Balik
a Stavek (2017) uvadégji, ze obsah polyfenolickych latek v bilych vinech je obsaZen pfi-
blizné¢ okolo 300 mg/l [1]. Tyto hodnoty se vicemén¢ shoduji s koncentraci polyfenolil
stanovenych pro bila vina v této diplomové praci. Napt. pro Ryzlink vlassky z oblasti Mo-
rava a z Malokarpatské vinafské oblasti se stanovené hodnoty koncentrace pohybovaly
v rozmezi 200 az 300 mg/l. V ptipadé rakouskych bilych vin ¢inila maximélni koncentrace
cca 100 mg/l, coz miZze byt zpisobeno klimatickymi podminkami, zpisobem zpracovani
vinnych hroznt (lisovani) a dal§imi faktory. V ptipadé€ ¢ervenych vin bylo ziskané hodnoty
porovnat s publikaci Steidla (2010). Uvedeny autor uvadi, Ze koncentrace polyfenolid
v ¢ervenych vinech mize dosahovat az hodnoty 4500 mg/I. Pro zkoumana vina merlot byla
stanovena relativné vysoka koncentrace polyfenolti, ktera ¢inila 1200 (Skalica), resp. témét

2000 mg/1 (Petrov) [4].

7.5 Statistické zpracovani dat

Ke statistické analyze byla vyuzita vSechna zkoumana vina, kterd byla rozdélena podle
odridy a mista piivodu, resp. rocniku. Byla hodnocena statisticka zavislost vyskytu polyfe-
nolll ve vinech, tj. obsahu charakteristickych slou¢enin detekovanych pomoci fluorescen-

¢ni spektroskopie, HPLC metody a UV/VIS spektrometrie. Jako nejvhodnéjsi metoda k
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uréeni statistické zavislosti obsahu fenolickych sloucenin se jevilo méfeni absorbance na
UV/VIS spektrometru pti specifickych vinovych délkach. Na zéklad¢ ziskanych hodnot
absorbovaného zafeni bylo mozné porovnat vyskyt polyfenola v zavislosti na typu odridy
a puvodu vina (vinafské oblasti a rocniku). V piipad¢ koncentrace polyfenoll v cervenych
1 bilych vinech, jez byla vyjadiena jako tanin (mg/l), byly ovéfeny statistické odchylky v
absorbanci vzhledem k odrdé a ptivodu kazdého vina. Soucasné byla zkoumana statisticka
zavislost hustoty jednotlivych vin (g/ml), tj. zda se vyznamné liSi hustota riznych odrid,

piipadné hustota totoznych odrid pochazejicich z riznych vinatskych oblasti.

vvvvv

dil v hodnotach mezi vzorky za statisticky nevyznamny. Jinymi slovy, nultd hypotéza
ptedpokladd, Ze zkoumané charakteristiky vzorkli vina se od sebe v zésadé nelisi a rozdil
mezi nimi mize byt dan ndhodnou chybou méteni (tzv. Sumem). V protikladu k nulté hy-
potéze klademe alternativni hypotézu H1, ktera tvrdi, Ze mezi vzorky na stanovené hladiné
vyznamnosti o existuji statisticky vyznamné rozdily. V piipadé¢ zamitnuti hypotézy HO

ptijimame hypotézu H1 jako pravdivou.

Ziskané vysledky byly statisticky ovéfeny na hladiné vyznamnosti o = 5 %, ktera urcuje
pravdépodobnost nespravného zamitnuti nulté hypotézy v pripade¢, ze HO plati. K otestova-
ni byla vyuzita metoda ANOVA (analyza variability), konkrétné ANOVA jednofaktorova
a ANOVA dvoufaktorova s opakovanim (je vyuzivana pro vice vychozich dat a faktord).
Prvnim testovanym faktorem byla odrida vina (Veltlinské zelené, Ryzlink vlassky, Mer-
lot), druhym uvazovanym faktorem byl piivod vina, tedy zemé a ro¢nik. V ptipadé Veltlin-
ského zeleného a Ryzlinku vlasského (oba ro¢nik 2017) jsme rozliSovali vina z Rakouska,
vina z Ceské republiky (Petrov, moravska vinafska oblast) a vina ze Slovenska (Skalica,
malokarpatska vinaiské oblast). U cerveného vina Merlot byla vybrana ¢eska vina z Blat-
nice (moravska vinafska oblast) a slovenskéd vina ze Skalice (ob€ ro¢nik 2015), jez byla

porovnana mezi sebou 1 s odridami bilych vin.

Na zédklad¢ provedené statistiky byla dosazena hladina statistické vyznamnosti P, vyjadiu-
jici pravdépodobnost nulté hypotézy. Dale byla zjist€éna hodnota testového kritéria F
(Fischerovy distribuce dat) a kritickd hodnota F, kterd urcuje, zda ziskané vysledky lezi v

oblasti platnosti nulté hypotézy.

Vysledky statistické analyzy prokazaly, Zze obsah polyfenolickych latek (detekovanych

mefenim absorbance a pomoci dalSich technik), resp. hodnoty rozdilii tohoto obsahu jsou
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statisticky vyznamné mezi vS§emi vzorky testovanych vin. Podatilo se ndm tedy prokézat,
ze vliv zkoumanych faktorii (odridy vina a jeho ptivodu) na vyskyt fenolickych slouc¢enin
existuje a rozdil v hodnotach obsahu polyfenolli (vyjadieného s vyuzitim Folin-
Ciocalteuova stanoveni v mg/l) neni ndhodny. Hypotéza HO tak byla zamitnuta, nebot
hodnota P pro jednotliva stanoveni ¢inila méné nez 0,05 (zvolend hladina vyznamnosti o) a
hodnota F byla vyssi nez F kritickd. Ptiklad obdrzenych vysledki statistické analyzy pro
Veltlinské zelené a Ryzlink vlaSsky pochazejicich z totoznych i1 rozdilnych vinaiskych
oblasti podava tab. ¢. 1. V uvedené tabulce zjevné nizké hodnoty dosazené hladiny vy-
znamnosti P (v fadu 10-17 a nizsi) svéd¢i o nepatrné pravdépodobnosti, ze by rozdily v
hodnotach koncentrace polyfenolii byly zptuisobeny chybami méfeni. Jako platnou tedy
muzeme piijmout alternativni hypotéza H1, tedy ze se vzorky vin statisticky vyznamné
lisily.

V ptipad¢ hustoty se naopak nepodatilo prokédzat, ze by se hustota métenych vin lisila v
zavislosti na odrad¢ a pivodu vina, jak také dokazuje tab. €. 2. Pro veskera vina byla hod-
nota testového kriteria F podstatné nizsi nez F kritickd. Vzhledem ke skutecnosti, Ze se
dosazend hladina vyznamnosti P bliZila 100 %, lze téméf s absolutni jistotou konstatovat,
ze odchylky v hustotach vzorka jsou statisticky nevyznamné. Rozdily na zvolené hladiné
vyznamnosti a jsou tedy zanedbatelné, a to i u riznych odrid vin z odliSnych vinafskych

oblasti.

Zavérem lze konstatovat, Ze obsah polyfenolickych slou€enin byl na rozdil od hustoty sta-
tisticky vyznamné ovlivnén odriidou vina a jeho piivodem. Dokonce i v ptipad¢ stejné od-
rudy a stejného ro¢niku vina pochézejiciho z riiznych vinatskych oblasti byl obsah polyfe-

noltl prokazatelné odlisny.
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Tab. 9: Tab. 1. Priklad vysledkii metody ANOVA pro posouzeni obsahu polyfenolii v testo-

vanych vzorcich Veltlinského zeleného a Ryzlinku viasského

ANOVA dvoufaktorova s opakovanim

Zdroj variability F Hodnota P F kriticka
Vybér
(rlizn¢ odridy, 23952  2,467x1022 3,885

stejnd vinarska oblast a ro¢nik)

Sloupce
(stejné odridy a ro¢nik, 7870  2,811x107'® 4,747
rlizna vinarska oblast)

Interakce

(rtizné odridy a odli§né vinaiské oblasti) 3094 5,254x107"7 3,885

Tab. 10: Ptiklad vysledki metody ANOVA pro posouzeni hustoty vSech testovanych vin z

moravské a malokarpatské oblasti (pouzita data pyknometricky stanovené hustoty)

ANOVA dvoufaktorova s opakovanim

Zdroj variability F Hodnota P F kriticka
Vybér
(rizné odridy a ro¢nik, 0,001157 0,9732 4,414

stejnd vinatska oblast)
Sloupce
(stejne odrudy a rocnik, 0,015505 0,9846 3,555
riznd vinatské oblast)

Interakce

(rizné odrady a odlisné vinatské oblasti) 0,001017 0,9990 3,555
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ZAVER
Stanoveni polyfenolickych latek v riznych potravinach a napojich je vyznamné z hlediska

posouzeni zdravotni prospésnosti jejich konzumace. Z tohoto ditvodu byly v predkladané

diplomové préci analyzovéany vzorky tichych vin.

K vyzkumu danych vzorki byly vyuzity spektroskopické techniky, konkrétné fluorescen-
¢ni spektrometrie a UV/VIS méfeni absorbance. Ke konkrétnimu stanoveni specifickych

sloucenin byla vyuzita chromatografickd metoda HPLC.

Hlavnim zdmérem bylo prokézat vyskyt polyfenolickych sloucenin ve vzorcich vin a jejich

eventualni zavislost na typu odridy a ptivodu vina.

Pro dokonalej$i hodnoceni by bylo vhodné doplnit informace obsahu zbytkového cukru,
alkoholu a oxidu sifi¢itého, které maji na jednotlivé vysledky stanoveni podstatny vliv, ale
toto nebylo cilem této diplomové prace. Tato stanoveni také nebyla provedena z ¢asové
naroc¢nosti metod stanoveni a z tohoto hlediska by byly také nad ramec této diplomové

prace.

Ziskané vysledky prokazaly, Ze pfitomnost a obsah polyfenolickych latek jako typickych
sloucenin obsazenych v tichych vinech se li$i v zavislosti na odridé a jejich ptvodu.
V danych vinech jsou kromé polyfenolli obsazeny také dalsi specifické latky jako vitami-
ny, antokyany a bilkoviny. Charakterizovani téchto slou¢enin nabizi Sirokou moznost dal-

Stho vyzkumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
UKZUZ Ustfedni kontrolni a zku$ebni ustav zemd&délsky
SZPI Statni zemédélska a potravinaiska inspekce
vVOC Vino originalni certifikace

°NM Stupeii normalizovaného mostoméru

ASVK  Aktivni suché vinné kvasinky

BOK Biologické odbouravani kyselin

JMF Jable¢no-mlécné fermentace

JMK Jamble¢no-mlécné kvaseni

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

DAD Detektor diodového pole

FC Folin-Ciocalteu
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Veltlinské zelené (2017), Petrov (excitace 270-280 nm, emise 350-380 nm)
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Veltlinské zelené (2017), Petrov (excitace 301-302 nm, emise 500-505 nm)
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Ryzlink vliassky (2017), Petrov (excitace 270-285 nm, emise 350-380 nm)
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Ryzlink vlassky (2017), Petrov (excitace 301-305 nm, emise 350-380 nm)
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Veltlinské zelené (2017), Skalica (excitace 270-282 nm, emise 350-380 nm)
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Veltlinské zelené (2017), Skalica (excitace 301-302 nm, emise 500-505 nm)
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Ryzlink vlassky (2017), Skalica (excitace 270-285 nm, emise 350-380 nm)
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Ryzlink vlassky (2017), Skalica (excitace 301-305 nm, emise 495-505 nm)
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Merlot (2015), Blatnice (excitace 266-284 nm, emise 378 nm)
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Merlot (2015), Blatnice (excitace 300-302 nm, emise 496-502 nm)

12

—_
o

oo

Koncentrace vina % (VIV)
£ »




Merlot (2015), Skalica (excitace 266-284 nm, emise 378 nm)
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Merlot (2015), Skalica (excitace 300-302 nm, emise 496-502 nm)
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Gruner Veltliner (2017), Rakousko (excitace 270-280 nm, emise 350-380 nm)
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Gruner Veltliner (2017), Rakousko (excitace 301-302 nm, emise 500-505 nm)
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Welschriesling (2017), Rakousko (excitace 270-285 nm, emise 350-380 nm)
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Welschriesling (2017), Rakousko (excitace 301-305 nm, emise 495-505 nm)
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