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1. Úvod 

 

V hroznové šťávě a víně je zastoupena celá řada organických kyselin, 

k nejvýznamnějším patří kyselina jablečná a kyselina vinná. Cílem každého vinaře je 

získat podíl kyselin ve víně odpovídající dané odrůdě. Základem je vyhnout se nízkým 

hodnotám pod 5 g/l a zároveň vysokým hodnotám nad 12 g/l kyselin. Hlavně u raných 

odrůd je obsah kyselin nízký, proto je nutné provádět pravidelnou kontrolu obsahu 

titrovatelných kyselin, pH, popř. jednotlivých kyselin jablečné a vinné. Sledování 

obsahu kyselin v hroznech tedy začíná již během jejich dozrávání. Rozhodující je 

ovšem jejich poměrové zastoupení, které je převážně ovlivněno vyzrálostí hroznů 

a jejich zpracováním. 

Pro stanovení jednotlivých organických kyselin v hroznové šťávě a ve víně je možné 

využívat celé řady různých analytických metod zahrnujících metody chromatografické, 

elektrochemické, spektroskopické, enzymatické nebo klasické titrační.  

Klasické titrační metody jsou spíše na ústupu a nahrazují je přístroje využívající 

speciální a profesionální analytické vybavení. S titracemi se můžeme setkat 

u malovinařů, ti tyto metody ještě používají pro orientační zjištění obsahu kyselin. Pro 

přesnější analýzu se obracejí na akreditované laboratoře, které využívají speciální 

analytické přístroje. 

Z chromatografických metod zaujímá největší zastoupení v oblasti zjišťování obsahu 

kyselin kapalinová chromatografie, nebo spíše rychle se rozvíjející vysoko účinná 

kapalinová chromatografie (High-Performance Liquid Chromatography = HPLC). Její 

spojení i s jinými technikami vede k velmi rychlé analýze, nízké spotřebě vzorku 

a malým nákladům. 

Elektrochemické metody dosahují z hlediska analýzy značné citlivosti a senzitivity. 

Jsou založeny na principu oxidačně-redukčních reakcí, spojených s přenosem elektronů. 

Nejrozšířenější metodou je kapilární elektroforéza, je přibližně stejně rozšířená jako 

HPLC.  

Spektroskopické a enzymatické metody nepaří k příliš rozšířeným, spíše se využívají 

v kombinaci s jinou technikou. Sériové propojení chromatografické a enzymatické nebo 

spektroskopické metody vede k lepším výsledkům. 

Zjištění zastoupení jednotlivých kyselin v hroznové šťávě a víně může vypovídat 

o kvalitě i zralosti suroviny, případně může být ukazatelem falšování a úpravy surovin. 
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2. Cíl práce 

 

Cílem práce je shrnout různé analytické techniky používané pro kvalitativní 

i kvantitativní analýzu organických kyselin v hroznové šťávě a víně. Speciálně je tato 

práce zaměřena na kyselinu jablečnou a vinnou. Jednotlivé analytické metody rozdělit 

do pěti základních skupin: chromatografické, elektrochemické, spektroskopické, 

enzymatické a titrační. Úkolem bylo rozepsat a shrnout jednotlivé metody.  
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3. Charakteristika kyseliny jablečné a kyseliny vinné 

3.1. Kyselina jablečná 

Kyselina jablečná patří mezi karboxylové kyseliny. Dle systematické nomenklatury je 

označena jako kyselina hydroxybutandiová se sumárním vzorcem C4H6O5. Chemická 

struktura je znázorněna na obrázku (Obr.1.), kde tvoří dvě opticky aktivní formy L-

kyselina jablečná, D-kyselina jablečná (SHANGHAI, 2013; VODRÁŽKA, 1996). L-

forma kyseliny jablečné se vyskytuje v přírodě, rebarbora, jablka, hrozny, zatím co D-

forma kyseliny se vyrábí synteticky (DAVÍDEK, 1983). Z hlediska senzorické analýzy 

je zařazena mezi trpce chutnající dikarboxylové kyseliny. Přirozeně se vyskytuje ve 

všech druzích ovoce a zeleniny, ale byla dokázána i v mase a sýrech. V řadě pokrmů 

způsobuje kyselý vjem, vzniká tzv. ovocným metabolismem (BARTEK, 2012). 

Kyselina jablečná je přítomna v jablkách a vnímáme ji jako kyselou chuť zelených 

jablek. Může také způsobovat trpkou chuť vína, i když její množství v ovoci klesá 

s jeho zralostí. Při trávení dodává tělu energii ve výši 10 kJ/g (FINGLAS, 1993). Pokud 

je přidávána do potravin, označuje se jako E 296, její disociační konstanty jsou pK1 = 

3,46, pK2 = 5,21 (AGENCY, 2011, 2014; WOOD, 1987). Vápenaté a hořečnaté soli 

kyseliny jsou dobře rozpustné, díky tomu nevzniká problém při použití tvrdší vody 

(průmyslová výroba nápojů) (KENNEDY et al., 2005). Její anion se nazývá malát a je 

článkem v citrátovém cyklu (JENSEN, 2007). Vzniká z fumarátu pomocí fumarázy, 

na oxalacetát je oxidován pomocí enzymu malátdehydrogenázou. Může se ale také 

oxidovat na pyruvát za současné redukce NADP+ (Nikotinamidadenindinukleotidfosfát) 

na NADPH; pyruvát je spíše vhodný pro syntézu sacharidů nebo aminokyselin.  

 

Obr.1. Strukturní vzorec kyseliny jablečné s dvěma izomerními formami. 

 

Pro potravinářské účely se kyselina jablečná vyrábí z jablek, kde se přirozeně vyskytuje. 

Poprvé se ji podařilo izolovat v jablečném moštu již v roce 1785. Průmyslově je 

připravována enzymaticky z kyseliny fumarové pomocí enzymu fumarázy. Pro tento 

účel jsou využívány mikrobiální buňky, které produkují tento enzym (PRESECKI et al., 

2007). Ve studii Velíška (VELÍŠEK, 2002b) je prezentována průmyslová výroba 
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pomocí bakterií Lactobacillus brevis nebo kvasinek rodu Candida. Pro produkci 

kyseliny jablečné byly také zkoumány další druhy mikroorganizmů např. 

Brevibacterium flavum, Corynebacterium ammoniagenses (dříve Brevibacterium 

ammoniagenses) (TAKATA  et al., 1979), Saccharomyces cerevisiae (NCBI, 2014; 

PELEG et al., 1990). Kyselina jablečná vzniká adicí vody z kyseliny fumarové 

a oxidací dává kyselinu oxaloctovou (keto - kyselinu).  

 

3.2. Kyselina vinná 

Kyselina vinná (kyselina 2,3-dihydroxybutandiová, někdy kyselina 

dihydroxyjantarová), funkční vzorec HOOCCH(OH)CH(OH)COOH, je bezbarvá 

krystalická látka, dobře rozpustná ve vodě s charakteristickou kyselou a ovocnou chutí. 

Disociační konstanty jsou pK1 = 2,96 a pK2 = 4,16. Vyskytuje se ve třech prostorových 

izomerech, má dva asymetrické uhlíkové atomy, takže existuje pravotočivá D-forma, 

levotočivá L-forma, opticky inaktivní meso-vinná kyselina (DAVÍDEK, 1983; WOOD, 

1987), znázorněny jsou na obrázku (Obr.2.). V přírodě je nejvíce rozšířena L-kyselina 

vinná a racemická kyselina vinná (směs D a L formy), neboli kyselina hroznová, která 

byla stanovena v hroznech (VELÍŠEK, 2002a, 2002b). V mezinárodním seznamu 

přídatných nebo přídavných látek je označena kódem E 334 (zalomit) jako L-kyselina 

vinná. Používá se zejména v potravinářství a vinařství. Z kyseliny vinné je odvozena 

Seignettova sůl, neboli vinan sodno-draselný KOOCCH(OH)CH(OH)COONa, která je 

součástí Fehlingova činidla sloužícího k důkazu redukujících sacharidů. Používá se 

v potravinářství na výrobu šumivých nápojů a prášků do pečiva a v barvírenském 

průmyslu.  

 

Obr.2. Strukturní vzorce kyseliny vinné s třemi prostorovými izomery. 
 

Vinná kyselina je jednou z nejdůležitějších kyselin ve víně. Spolu s kyselinou jablečnou 

tvoří největší podíl kyselin v moštu. Výhodou je, že kyselinu vinnou nespotřebovávají 

kvasinky ani mikrobi. Při kvašení se pouze část kyseliny vinné vysráží ve formě 
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vinného kamene (0,5 – 1,5 g/l ). Rozpustnost vinného kamene závisí na teplotě, obsahu 

alkoholu, iontů K+ i obsahu kyseliny vinné.  

Kyselina vinná je v přirozené formě součástí mnoha druhů ovoce, obzvláště 

v hroznovém víně, některých drobných bobulích (červený rybíz, angrešt, brusinky), 

nebo v málo známém tamaryšku, někdy označovaném jako kyselé nebo indické datle. 

Naopak kyselinu vinnou nenajdeme v jablkách, borůvkách nebo černém rybízu 

(KYZLINK, 1988; WOOD, 1987). Průmyslově se kyselina vinná získává extrakcí 

z vinného kamene (hydrogen-vínan draselný). Racemická směs DL-vinné kyseliny 

může být získávána chemickou syntézou 

z anhydridu kyseliny maleinové (HEPNER, 2011). Pomocí různých biotechnologií je 

možné získávat kyselinu L-vinnou, kde se využívá konverze cis-epoxysukcinátu 

vápenatého pomocí bakterií (např. Acinetobacter tartarogenes, Agrobacterium aurem 

(ECKERLE, 2001), Nocardica tartaricans (ROSENBERG et al., 1999) a mnoho 

dalších). Další z možností jak získávat kyselinu D-vinnou je pomocí mikroorganizmů, 

které jsou schopné asimilovat pouze kyselinu v konfiguraci L ze substrátu obsahujícího 

D, L-vinnou kyselinu (LI et al., 2007). 

 

3.3. Obsah kyselin ve víně 

Stejně jako cukry vznikají i kyseliny asimilací listů z vody a oxidu uhličitého. Celkové 

množství kyselin závisí na odrůdě, viniční trati, vyzrálosti hroznů a ročníku. Během 

vyzrávání vzniká nejdříve kyselina jablečná a později kyselina vinná, tyto kyseliny jsou 

nejčastější (STEIDL, 2010). Obsah kyselin jablečné a vinné, celkový obsah 

titrovatelných kyselin a pH lze vidět v tabulce (Tab.1.) pro rozdílnou kvalitu hroznů 

(PAVLOUŠEK, 2011).  

Kyselina jablečná spolu s kyselinou vinnou je jedna z hlavních kyselin v hroznech 

(CONDE et al., 2007; JACKSON, 2014). Jejich chemická struktura umožňuje podílet se 

na řadě enzymatických reakcí, transportu energie v celé rostlině, které jsou nezbytné pro 

zdraví a udržitelnost révy vinné. Obsah kyseliny jablečné ve šťávě z hroznů je 

maximální těsně před zráním, kdy může dosahovat koncentrace až 20 g/l. Během zrání 

obsah kyseliny jablečné klesá a při sklizni bývá obsah kolem 1 - 9g/l. Tyto ztráty 

zapříčiněné respirací jsou výraznější v teplém klimatu (JEFFERY, 1994; PAVLOUSEK 

et al., 2011). Ve většině vín dosahuje koncentrace okolo 5 g/l (BETTERRIDGE, 1981; 
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HUNTER et al., 1991). Její chuť ve víně je nakyslá, množství kyseliny v ovoci se 

snižuje se zvyšující se zralostí.  

Koncentrace se liší i v závislosti na odrůdě, přičemž některé druhy např. Sylvánského, 

Barbera a Carignan byly vysazovány díky vyššímu obsahu kyseliny jablečné. Na rozdíl 

od kyseliny vinné je kyselina jablečná lehce zpracovávaná mikroorganismy, čehož se 

často využívá ve vinařství při tzv. jablečno-mléčné fermentaci pro snížení obsahu 

kyseliny jablečné ve víně. Fermentace je způsobena bakteriemi mléčného kvašení např. 

Oenococcus oeni (dříve Leuconostoc oenos) (NCBI, 2014). Chemicky se jedná 

o dekarboxylaci kyseliny jablečné za vzniku kyseliny mléčné a oxidu uhličitého 

(HUDELSON, 2011). Vytvořená kyselina mléčná má jemnější chuť a dodává vínu 

kulatější a plnější chuť. Jablečno-mléčné kvašení se využívá zejména při výrobě 

červených vín, v malé míře u vín bílých. Senzoricky je kyselina jablečná ve víně 

vnímaná jako ostrá, pichlavá kyselina a snahou sklepmistrů je vyrábět víno s nízkým 

obsahem kyseliny jablečné. 

Tab.1. Rozdělení hroznů podle kvality na základě hodnoty pH a organických kyselin 

(PAVLOUŠEK, 2011). 

Kvalitativní 

parametr 

Typ  

odrůdy 

Kvalita hroznů 

nízká průměrná vysoká 

pH 

Bílé 
2,8-3,0 

3,4 a více 

3,0-3,1 

3,3-3,4 
3,1-3,3 

Modré 
2,8-30 

3,5 a více 
3,0-3,1 3,1-3,4 

Titrovatelné 

kyseliny 

Bílé 
3,0-5,5 

11,0 a více 

9,0-11,0 

5,5-6,5 
6,5-9,0 

Modré 
3,0-5,0 

10,0 a více 

5,0-5,5 

7,5-10,0 
5,5-7,5 

Kyselina vinná 

Bílé 
Více než 9,0 

Méně než 4,0 
7,0-9,0 4,0-7,0 

Modré 
Méně než 5,0 

Více než 9,0 
8,0-9,0 5,0-8,0 

Kyselina 

jablečná 

Bílé 
Méně než 1,5 

Více než 5,0 

1,5-2,0 

3,0-5,0 
2,0-3,0 

Modré Méně než 1,0 
1,0-1,5 

3,0-5,0 
1,5-3,0 
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4. Techniky stanovení kyseliny jablečné a vinné 

4.1. Chromatografické techniky 

Chromatografie je fyzikálně-chemická separační metoda, kde se molekuly analytu 

během separace rozdělují mezi stacionární a mobilní fázi. Dělení je založeno 

na rozdílné afinitě složek směsi k mobilní a stacionární fázi. Vzorek se umístí 

na začátek stacionární fáze a pohybem mobilní fáze je vzorek touto soustavou unášen. 

Složky vzorku mohou být ve stacionární fázi zachycovány či unášeny mobilní fází. Tím 

se postupně jednotlivé složky od sebe separují. Chromatografie je současně jak 

separační, tak i analytická metoda, která poskytuje kvalitativní i kvantitativní analýzu 

(KLOUDA, 2003). 

 

Rozdělení chromatografických metod 

Chromatografických metod je celá řada a je účelné rozdělit je do skupin. Vzhledem 

ke značné různorodosti je můžeme rozdělit podle různých hledisek: podle skupenství 

mobilní fáze, podle uspořádání stacionární fáze, podle povahy děje, který převládá při 

separaci, podle podmínek analýzy, podle účelu nebo pracovního provedení. 

 

• podle skupenství mobilní fáze 

- kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography – LC), 

- plynová chromatografie (Gas Chromatography – GC). 

 

• podle uspořádání stacionární fáze 

- kolonová chromatografie - stacionární fáze je umístěna v trubici, 

- plošné techniky: 

• papírová chromatografie (Paper Chromatography – PC) – stacionární fáze je součástí 

chromatografického papíru, 

• tenkovrstvá chromatografie (Thin Layer Chromatography –TLC) stacionární fáze je 

umístěna na pevném plochém podkladu (skleněná deska, hliníková fólie). 

 

•podle povahy děje převládajícího při separaci 

- rozdělovací chromatografie – o separaci rozhoduje různá rozpustnost složek vzorku 

ve stacionární a mobilní fázi, 

- adsorpční chromatografie – o separaci rozhoduje odlišná schopnost složek poutat 

se (adsorbovat) na povrch stacionární fáze, 
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- iontově-výměnná chromatografie – o separaci rozhodují různě velké elektrostatické 

přitažlivé síly mezi funkčními skupinami stacionární fáze (iontoměnič) a ionty 

ve vzorku, 

- gelová chromatografie – složky se separují podle velikosti na pórovité stacionární fázi 

(gelu), menší molekuly vzorku se v pórech gelu zadržují déle (molekulový sítový efekt),  

- afinitní chromatografie – stacionární fáze je schopna vázat ze vzorku právě určité 

složky, ke kterým má úzce selektivní vztah (afinitu) (KLOUDA, 2003). 

 

• podle podmínek analýzy 

- izokratická chromatografie – prováděna za konstantních podmínek (např. složení 

mobilní fáze, teplota), 

- gradientová chromatografie – během separace se podmínky mění. Pro měření pomocí 

elektrochemických metod se využívají potenciometry, konduktometry a polarografy 

a odpovídající sondy. Každý typ sondy má svoji konstrukci, matriály a oblasti využití. 

 

Dle rozdělení byly vybrány metody, které se pro analýzu kyselin ve víně a hroznové 

šťávě používají nejvíce. Z chromatografických metod je v tomto případě 

nejpoužívanější kapalinová chromatografie, vzhledem k tomu, že pracujeme 

s kapalnými vzorky. V menší míře se používá plynová chromatografie, iontová a také 

tenkovrstvá chromatografie. Těmito technikami se budeme následně zabývat.  

Pro separaci a kvantifikaci organických kyselin se často používá vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC) nebo iontová chromatografie (IC). 

 

4.1.1. Tenkovrstvá chromatografie  

Chromatografický proces je založen na vzlínání mobilní fáze tenkou vrstvou 

jemnozrnného sorbentu nebo nosiče zakotvené fáze. Sorbent je buď volně nanesen, 

nebo častěji spíše fixován na vhodné podložce, kterou je buď skleněná deska nebo 

hliníková, či plastová fólie. Vzorek se nanese na start a po odpaření rozpouštědla vzorku 

se deska vloží do uzavřené vyvíjecí komory, která je nasycena parami mobilní fáze. 

Mobilní fáze unáší dělené látky ze vzorku, které se více či méně zpožďují interakcí 

(rozpouštěním nebo adsorpcí) se stacionární fází, a tím se vzájemně dělí. Jakmile 

dosáhne čelo vzlínající mobilní fáze potřebné vzdálenosti, chromatogram se vyjme 

a provede se detekce (OTYEPKOVÁ, 2004; STAHL, 1969; WALL  et al., 2005).  
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Každá látka je charakterizována polohou na chromatogramu, která se vyjadřuje 

retardačním faktorem Rf. Retardační faktor je charakterizován poměrem vzdálenosti 

středu skvrny od startu a vzdálenosti čela od startu, závisí na konkrétní vyvíjecí 

soustavě, na povaze látky, ale i na dalších faktorech (např. na teplotě, množství 

nanesené látky). Velkou předností TLC je jednoduchost provedení, rychlost analýzy, 

dostupnost příslušného laboratorního vybavení a relativní ekonomická nenáročnost. 

Další výhody představuje široká možnost volby způsobu detekce a možnost 

orientačního, nebo i velmi přesného kvantitativního vyhodnocení (BAUER et al., 1991). 

Tenkovrstvá chromatografie má široké využití z hlediska analytických metod při 

identifikaci jednotlivých kyselin obsažených ve víně, převážně kyseliny vinné, jablečné, 

mléčné, jantarové a citrónové (CHAMPAGNOL et al., 1971). Pro přesnou kvantifikaci 

kyselin se stanoví obsah každé kyseliny samostatně s použitím optické denzitometrie. 

Tato metoda je založena na měření optické hustoty a postup při měření je podobný jako 

u fotometrických měření, jen se liší v uspořádání. Měří se intenzita odraženého světla 

od neprůhledné podložky a hodnotí se poměr intenzity dopadajícího a odraženého 

světla.  

Denzitometrie je nejběžnější a nejpřesnější technika, kdy skenovací foto-denzitometry 

převádějí intenzitu skvrn na chromatogram s píky, jejichž plocha je úměrná množství 

analytu. Další metoda využívaná pro identifikaci a kvantifikaci kyselin ve víně 

a hroznové šťávě je plynová chromatografie, která byla použita ve studii Ryan et al. 

(RYAN et al., 1973). Spolu s kyselinami byly stanoveny i jiné látky jako kyselina 

mléčná, fosforečná, jantarová a cukr.  

 

4.1.2. Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie patří k velice citlivým a selektivním analytickým technikám. 

Pro stanovení organických kyselin s krátkými řetězci tedy ne-těkavé kyseliny, 

se používá v kombinaci se vznikem derivátů. Kyseliny mohou tvořit deriváty s těmito 

třemi sloučeninami: trimethylsilyl (BRUN et al., 1986; BUSER et al., 1982; 

DESMEDT et al., 1981; FANTOZZI et al., 1979; FANTOZZI, 1981; RYAN et al., 

1973), nebo methylic ester (BARDEN et al., 1997), dále deriváty s terc-

butyldimethylsilylem (KIM et al., 1989), a deriváty etyl-esteru (DENG, 1997). Izolace 

jednotlivých kyselin před vznikem derivátů je nutností, vzhledem jejich komplexnímu 

zastoupení v hroznové šťávě a víně. Samotná izolace se provádí za využití solí olova 
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a vzniku jeho sraženin (RYAN et al., 1973), nebo pomocí iontoměniče (NYKÄNEN et 

al., 1983), a také lze využít extrakci na pevné fázi (KIM  et al., 1989).  

Všechny tyto kroky jsou časově náročné, a proto je využití klasické plynové 

chromatografie pomalu na ústupu.  

Deng ve své studii sjednotil všechny kroky separace a vznik derivátů za účelem snížení 

doby analýzy vzorku (DENG, 1997). Propojení esterifikace s iontoměničem vedlo 

k izolování jednotlivých organických kyselin v průběhu 60 min při teplotě 90 °C. 

Některé organické kyseliny, jako jsou kyselina octová, mléčná a kyselina jablečná, 

mohou být stanoveny přímo plynovou chromatografií bez vzniku derivátu (YANG et 

al., 2001). V práci Yang et al. (YANG et al., 2001) bylo stanoveno několik organických 

kyselin s krátkým řetězcem (do 13 uhlíků) v 37 kapalných vzorcích potravin, za využití 

detektoru s nízkou mezí detekce. Pro vyšší mez detekce lze použít detektory jako, 

plamenový ionizační detektor (FID) (BARDEN et al., 1997; YANG et al., 2001) 

a hmotnostní spektrometr (MS). Výběr této techniky pro stanovení organických 

sloučenin je velmi limitován náklady a složitostí. Jiné alternativy, jako je kapalinová 

chromatografie, nebo kapilární elektroforézy jsou vhodnější pro stanovení organických 

kyselin v hroznových šťávách a víně.  

 

4.1.3. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie je technika vhodnější pro stanovení organických kyselin 

v hroznové šťávě a víně (ALONSO et al., 1998).  

Existuje mnoho HPLC technik pro stanovení organických kyselin v hroznové šťávě 

a víně. Ve většině studií pro stanovení organických kyselin se provádí předpříprava, kde 

se zabrání rušivým vlivům cukrů nebo barviv, které by mohly ovlivnit vývoj měření. 

Podle úpravy vzorku je můžeme rozdělit: úprava vzorku ředěním, filtrací nebo 

provádíme složitější postupy. Běžně se používá předpříprava extrakcí s iontoměničem 

nebo s pevnou fází, nebo vznikem derivátů. Castellari et al. ve své studii srovnává 

přímé vstřikování s extrakcí na pevné fázi za využití SAX kazety k separaci 

organických kyselin (CASTELLARI et al., 2000; MATO et al., 2005). Vyhodnotil, že 

přímé vstřikování s předpřípravou ředěním nebo filtrací, je přesnější, než extrakce 

s pevnou fází. Ve studiích Linget et al. a Vérette et al. (LINGET et al., 1998; 

VÉRETTE et al., 1995) byl vyvinut zcela automatický systém přípravy vzorku s on-line 

řízenou dialýzou před samotnou HPLC analýzou. Provádělo se odstranění 
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makromolekulárních látek a mikročástic obsažených ve vzorku. Bylo provedeno 

několik testů na hroznových šťávách a víně, výsledky potvrdily dobrou opakovatelnost 

a citlivost. Metody, které používají předpřípravu vzorku vznik derivátu se sledovanou 

kyselinou, využívají reakce s estery p-nitrobenzylu (CUNHA et al., 2002). Metodu 

stanovení pěti organických kyselin za využití fenacylu pro vznik derivátu prezentuje 

práce (CACCAMO et al., 1986; SYMONDS, 1978). Vzorek se mísí s roztokem 

fenacylbromidu a etheru v acetonu, směs se zahřívá po dobu 40 minut. Výsledné 

chromatogramy jsou přesné a dobře rozlišitelné, výtěžnost je až 95 %.  

Na druhé straně, byly vyvinuty metody s různými mechanismy separace, například 

HPLC s reverzní fází, iontoměničová HPLC nebo iontově vylučovací HPLC. Mezi 

nejpoužívanější patří technika separace s reverzní fází. Stanovení organických kyselin 

pomocí HPLC s reverzní fází za využití UV detekce a předpřípravy vzorku ředěním 

a filtrací prezentuje studie (LLORENTE et al., 1991). Je to jednoduchá metoda, kde 

doba analýzy trvá jen 40 minut.  

Pro stanovení organických kyselin v hroznové šťávě a bílých vínech byl vyvinut 

speciální způsob iontoměniče HPLC se dvěma spektrofotometrickými detektory 

zapojenými v sérii (UV a IČ) (CASTELLARI et al., 2000; LOPEZ et al., 1996) pro 

přímé stanovení. Tato metoda přímé analýzy poskytuje přijatelné rozlišení 

chromatogramů za nižších nákladů a kratší doby analýzy. Iontově vylučovací HPLC 

s detektorem elektrochemickým a indexu lomu, umožňuje hlavně stanovení 

organických kyselin v hroznových šťávách a víně (CASELLA et al., 2002; 

LOPEZTAMAMES et al., 1996; MATO et al., 2005). Příprava vzorků na analýzu 

HPLC s iontoměničem a iontově vylučovací HPLC je velmi jednoduchá, ale 

chromatogramy mají horší rozlišení než jiné metody.  

Tusseau et al. (TUSSEAU et al., 1987) použil ve své studii reverzní výměnné kolony 

a iontoměniče, z které vyplývá, že reverzní výměnná kolona je vhodná pro stanovení 

kyseliny vinné a jablečné. Lepší výsledky s iontoměničem však byly získány pro 

kyselinu citronovou a octovou. Při použití iontové výměny, kdy se organické kyseliny 

vyskytují ve své iontové formě, je nutná kontrola pH. Srovnání tří chromatografických 

systémů: iontové výměny, iontového vyloučení a reverzní fáze ve studii prezentuje 

(DING et al., 1995). Ding et al. dospěli k závěru, že úzké píky byly získány metodou 

iontového vyloučení, oproti tomu metoda s reverzní fází má nejrychlejší analýzu. 

Výhodou metody iontové výměny je její přesnost a jednodušší zpracování vzorků. 

Použití metody obrácení fází v HPLC se dvěma kolonami zapojenými v sérii 



17 

s detektorem UV záření (PAZO, 1999). Analýza vzorků vín probíhala metodou přímého 

vstřikování bez předchozí úpravy. Romero et al. a Tusseau et al. (ROMERO et al., 

1993; TUSSEAU et al., 1987) popsali ve svých studiích experiment s použitím dvou 

kolon zapojených v sérii, kde proběhla extrakce s tuhou fází k odstranění organických 

kyselin. Toto zapojení dvou kolon do série zlepšilo rozlišení, ale doba analýzy 

se protáhla. 

Jun ve své studii popsal metodu HPLC s UV detekcí s reverzní fází. V experimentu 

využil kolonu s povlakem s n-cetylpyridinium-chloridu (JUN et al., 1996). Vzorky vína 

byly předpřipraveny ředěním a filtrací. V této práci bylo použito několik typů UV 

detektorů. Nejpoužívanějším detektorem je UV spektrofotometr, dále detektor indexu 

lomu (RI), vodivostní detektor, elektrochemický detektor, nebo fotochemický 

indukovaný chemiluminiscenční detektor. Metoda propojení HPLC s Infračervenou 

spektroskopií s Fourierovou transformací (FTIR = Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) (VONACH et al., 1998) poskytuje možnost identifikace látek, které 

nelze stanovit pomocí UV-VIS techniky, ovšem nízký detekční limit (0,2 g/l) není příliš 

praktický pro použití.  

Metoda horizontálního zeslabení odrazu (Attenuated Total Reflectance = ATR) slouží 

pro analýzu pevných i kapalných vzorků a analýzu přes průtočnou celu přímo s on-line 

detekcí ve střední-IR oblasti (ENDELMANN et al., 2003). Přestože se jedná celkem 

o nové spojení technik, ukázalo se, že není o moc lepší než ostatní metody, vzhledem 

k delší době analýzy nebo detekci kyselin s nižší molekulovou hmotností. Také citlivost 

není příliš vysoká, detekční limit je okolo 0,2 g/l. Stanovení organických kyselin 

v ovocných vínech spojením techniky HPLC s elektrochemickou detekcí se ukazuje 

jako dostatečně rychlé a jednoduché, bez nutné přípravy derivátu (KOTANI et al., 

2004). 

 

4.1.4. Iontová chromatografie 

Iontová chromatografie s vodivostní detekcí umožňuje separaci a kvantifikaci 

organických kyselin, jak v hroznových šťávách, tak i ve víně. Technika má své výhody, 

vzhledem k její specifičnosti a citlivosti při stanovování minimalizuje rušivý vliv cukrů 

díky detektoru vodivosti. V metodě není nutná předchozí úprava vzorku extrakcí nebo 

vytvořením derivátu. V chromatografii byla použita kolona Dionex Omni Pac PAX-500 

pro separaci a kvantifikaci významných organických kyselin, následně oddělené anionty 
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byly stanoveny vodivostním detektorem za využití vymývání hydroxidem sodným 

(NaOH) (KUPINA et al., 1991; SACCANI et al., 1995). Bylo analyzováno více než 

500 vzorků ovocných šťáv. Masson použil ve své studii kolonu Dionex As11, 

k promývání byl využit NaOH, vodivostní detektor stanovil organické kyseliny 

a anorganické anionty v hroznovém moštu (MASSON, 2000). Studoval vliv tří různých 

rozpouštědel metanolu, etanolu a acetonitril na účinnost kolony. Nejlepší separace byla 

ve směsi obsahujícího 13% metanolu a 13 % etanolu ve vodě, která proběhla během 

pouhých 20 minut. Vzorky byly připraveny 20-násobným zředěním a následnou filtrací. 

Tato specifická chromatografická metoda je spolehlivá pro rutinní kontrolu kvality, je 

ideální pro výzkum organických a anorganických aniontů, pro analýzu vzorků s velmi 

malým množstvím organických kyselin.  

 

4.2. Elektrochemické techniky 

Elektrochemické metody jsou velice rozšířené, představují širokou oblast 

experimentálních technik, jejichž společným rysem je přenos elektrického náboje přes 

rozhraní mezi fázemi, z nichž alespoň jedna musí být iontovým vodičem elektrického 

proudu. Tento děj je ovlivněn existencí elektrického potenciálového rozdílu mezi 

stýkajícími se fázemi, vyvolaného buď vnějšími vlivy (vnější zdroj elektrického napětí), 

nebo přímo chemickým složením celé soustavy. Obvykle bývá přenos elektrického 

náboje spojen s chemickou změnou ve studované soustavě – takový děj pak nazýváme 

elektrodovou reakcí, mluvíme-li o změnách přímo na sledovaném fázovém rozhraní 

nebo elektrolýza, mluvíme-li o celkových změnách ve studované soustavě, způsobených 

prošlým elektrickým proudem (KLOUDA, 2003). Tyto metody jsou založeny na měření 

napětí, nebo proudu v elektrochemickém článku. Pro měření pomocí elektrochemických 

metod se využívají potenciometry, konduktometry a polarografy a odpovídající sondy. 

Každý typ sondy má svoji konstrukci, matriály a oblasti využití. Velké využití těchto 

technik nalezneme v oblasti analýzy léčiv, surovin, kontroly jakosti surovin a potravin, 

vody, odpadních vod, a podobně. 

 

Rozdělení elektrochemických metod 

• Metody založené na elektrochemické reakci 

- využívají vztah mezi kvalitou x množstvím analyzované látky a příslušnou 

elektrochemickou veličinou. Elektrochemické metody využívají jevy spojené 
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s přenosem elektrického náboje přes fázové rozhraní roztok – tuhá látka, případně jevy 

spojené s transportem nabitých částic v roztoku. Podle procesu, který při této analýze 

probíhá, dělíme metody do dvou podskupin:  

• metody založené na elektrochemické reakci, která probíhá jen v těsném okolí 

indikační eldy v analyzovaném roztoku (potenciometrie, polarografie, voltametrie), 

• metody založené na elektrochemické reakci probíhající v celém objemu 

analyzovaného vzorku (coulometrie, elektrogravimetrie). 

 

• Metody, při kterých neprobíhá elektrochemická reakce 

- měří se určitá elektrická vlastnost roztoku jako celku, např. vodivost vzorku 

způsobená migrací iontů (konduktometrie) 

 

Speciální část elektrochemických metod tvoří elektromigrační separační metody. Tyto 

metody využívají dvou elektrokinetických jevů – elektroforézy a elektroosmózy. 

Principem těchto metod je rozdílná rychlost migrace ve vzorku, neboť nabité částice 

různých složek se v určitém prostředí liší svou elektroforetickou pohyblivostí.  

Podle rozdělení byly vybrány metody, které se pro analýzu kyselin ve víně a hroznové 

šťávě používají nejvíce. Z elektrochemických metod je v tomto případě nejpoužívanější 

elektroforéza, vzhledem k dobrým parametrům analýzy. V menší míře se používá 

izotachoforéza, bio-elektrochemická metoda a v poslední řadě potenciometrická titrace 

s průtočnou analýzou. Těmito technikami se budeme následně zabývat. 

 

4.2.1. Elektroforézní metody  

V posledních letech se dostává kapilární elektroforéza do popředí mezi analytickými 

metodami. Využívaná pro stanovení organických kyselin v různých typech 

vzorků potravin např. mléko, sýry, celkové mléčné výrobky, pivo, káva a vinné 

produkty (BUIARELLI et al., 2003; CORTACERO-RAMIREZ et al., 2005; FU et al., 

1997; GALLI et al., 2004; IZCO et al., 2002a, 2002b; KLAMPFL, 1999; KLAMPFL et 

al., 2000; ROSELLO et al., 2002; SAAVEDRA et al., 2000; SAAVEDRA et al., 2001). 

Tento velký rozvoj elektroforézy nastal díky jejím dobrým parametrům, disponuje 

vysokým rozlišením, jednoduchostí a automatikou. Dalšími dobrými vlastnostmi jsou 

krátká doba analýzy, nízká spotřeba činidla a vzorku, v poslední řadě minimální 
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předpříprava vzorku. Využití kapilární elektroforézy k analýze obsahu organických 

kyselin v hroznové šťávě a víně propuklo až během několika let.  

Metoda je schopna oddělit malé molekuly v analyzovaném vzorku, ještě před zahájením 

měření. Není zapotřebí složité předpřípravy pouze ředění nebo filtrace. Levi et al. 

ve své studii (LEVI et al., 1993) popsal rozdílné zpracování vzorků, které spočívá 

ve vyčištění odstředěním a extrakcí pevných látek, sloučenin větších jak C18 molekul 

a antokyanů (LEVI et al., 1993). Přesto nejsou velké rozdíly mezi technikami 

předpřípravy. Pro vstřikování vzorků byly použity dva typy injektorů: hydrodynamický 

a elektrokinetický. Hydrodynamické vstřikování vzorků je nejrozšířenější metoda, 

provádí se za sníženého tlaku (injekce na konec kapiláry), nebo ve vakuu (detekce 

na konci kapiláry) (FUNG et al., 2003; HUANG et al., 1989; MATO et al., 2007; 

MORENO et al., 2001; VORARAT et al., 2002). U tohoto typu injekce téměř nezáleží 

na parametrech vzorku, závisí pouze na jeho viskozitě. Druhá používaná metoda injekce 

je elektrokinetická (DE VILLIERS et al., 2003; KELLY et al., 1993; LEVI et al., 

1993). Provádí se nahrazením konce injekční nádoby lahvičkou vzorku a přivedením 

napětí. Z tohoto důvodu závisí na vodivosti, viskozitě elektrolytu, na vlastnostech 

vzorku a mobilitě analytu. Použití elektrokinetické injekce zvyšuje citlivost kapilární 

elektroforézy, avšak zhoršuje se přesnost, a proto není vhodná pro kvantifikaci.  

Elektroforézní metody využívají často elektrolyty, které jsou důležité k dobré separaci. 

Při analýze šťávy z hroznů a vína se používá několik typů elektrolytů, nejpoužívanější 

jsou: bis (2-hydroxyethyl) imino-tris (hydroxymethyl) aminomethan, kyselina boritá, 

kyselina 1,3,5-benzentrikarboxylová, 2- (N-morfolino) ethansulfonová kyselina, 

chroman, kyselina 4-aminobenzoová, fosfát, ftalát, kyselina pyridindikarboxylová, 

kyselina pyromellitová nebo tetraboritan. Kromě toho, byly základní elektrolyty ještě 

míseny s několika modifikátory (povrchově aktivními látkami) pro snížení 

elektroosmotického toku např. cetyltrimethylamoniumbromidu, kyselina 

ethylenediaminetetrakarboxylová, myristyltrimethylammonium bromid, 

tetradecyltrimethylammonium bromid nebo hydroxid tetradecyltrimethylammonium.  

U některých metod mohou organické modifikátory přidané do elektrolytu ovlivnit 

migraci látek nebo i selektivitu, patří mezi ně metanol (HUANG et al., 1989; 

VORARAT et al., 2002) nebo komplexní činidla, jako jsou soli Ca2+ a / nebo Mg2+ 

(GARCIA et al., 2003; MATO et al., 2007; MORENO et al., 2001).  

Většina metod používá pro propojení celého systému kapiláry, které spojují dohromady 

příjem vzorku injektor a jeho průchod kapilárou až do detektoru. Dříve byly používány 
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nepotažené křemenné kapiláry s přidanou povrchově aktivní látkou, ovšem adsorpce 

látek na stěnách kapilár způsobovala problémy s reprodukovatelností. Proto se začaly 

používat potažené kapiláry, aby se zabránilo elektroosmotickému toku, a přidání 

povrchově aktivní látky není nutné. Byl vyvinut způsob kontroly s neutrálně potaženou 

kapilárou (polyakrylamidovém), kde dosahujeme vyšší reprodukovatelnosti a přesnosti, 

než metody s nepokrytou kapilárou (SAAVEDRA et al., 2003).  

Používají se pouze dva typy detektorů a to vodivostní a UV spektrofotometr. Detektor 

UV patří k rozšířenějšímu způsobu detekce, díky svému univerzálnímu využití 

(HEIGER, 2000). Měření můžeme provést dvěma způsoby: přímo a nepřímo. Měření 

přímo znamená, že absorpce elektrolytu probíhá v nižší UV oblasti, než je absorpce 

organických kyselin. Absorbance roste, když analyt prochází detektorem. Oproti tomu 

měření nepřímé probíhá tak, že elektrolyt absorbuje ve vyšší UV oblasti než je absorpce 

organických kyseliny, takže když analyt prochází detektorem, absorbance se snižuje. 

Nižší UV vlnová délka se pohybuje v rozmezí 185 až 254 nm a umožňuje dosáhnout 

vysoké citlivosti při stanovení organických kyselin. Klampfl et al. ve svých studiích 

(KLAMPFL  et al., 1998; KLAMPFL et al., 2000) prezentuje studii spojení dvou UV 

detektorů dohromady a dokazuje, že jejich kombinace umožňuje kvantifikaci většiny 

organických kyselin během jedné analýzy. Krátká doba analýzy je další výhodou 

stanovení organických kyselin v hroznové šťávě a víně touto metodou. Doba analýzy se 

pohybuje v rozmezí 3,5 až 20 minut, i když většina analýz probíhá méně než 15 minut. 

Stanovení kyseliny jablečné a mléčné během jablečno-mléčného kvašení pomocí 

spojení kapilární elektroforézy a HPLC je prezentováno v práci (LEVI et al., 1993). 

V této studii dospěli k závěru, že obě techniky, za předpokladu rychlé analýzy, mohou 

být zautomatizovány pro zpracování více vzorků. Ovšem oproti HPLC má kapilární 

elektroforéza další výhodu a to nízkou spotřebu rozpouštědla. Srovnávají kvantitativní 

údaje z analýzy různých organických kyselin pro propojení různých metod 

s elektroforézou: metoda infračervené spektrometrie pro stanovení kyseliny vinné, 

jablečné a citronové, stanovení destilací kyselinu octovou, kolorimetrický způsob 

stanovení kyseliny vinné, a enzymatický způsob pro stanovení kyseliny jablečné, 

mléčné a citrónové (KANDL et al., 1999). Kapilární elektroforéza je schopna nahradit 

pět současných metod pro analýzu organických kyselin a to, HPLC, IC, enzymatickou 

metodu, destilaci a kolorimetrii. Všechny výsledky z metod byly téměř v souladu 

s výsledky získanými z IC, kolorimetrie a destilace. U enzymatické metody se projevilo 

mírné zkreslení, k vůli nízké schopnosti srovnání s elektroforézou. Rozdíly lze vysvětlit 
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tím, že je enzymatická metoda specifická pro D a L-izomery, přičemž elektroforéza 

spojí oba izomery do jednoho vrcholu (KANDL et al., 1999). 

Většina elektroforézních metod umožňuje stanovení hlavních organických kyselin 

v hroznových šťávách (kyseliny vinné, jablečné a citrónové) a ve víně (kyselina vinná, 

jablečná, citrónová, jantarová, octová a mléčná).  

Hlavními nevýhodami kapilární elektroforézy jsou její nižší reprodukovatelnost, 

ve srovnání s enzymatickými a chromatografickými metodami, proto někteří autoři 

používají standardy nebo referenční sloučeniny pro zrychlení času migrace. Využívané 

standardy jsou kyselina máselná (KENNEY, 1991), kyselina mravenčí (DE VILLIERS 

et al., 2003), nebo kyselina glyoxylové (ESTEVES et al., 2004; KANDL et al., 1999). 

Kyselina šťavelová byla použita jako referenční sloučenina pro výpočet relativních dob 

migrace organických kyselin (MATO et al., 2007). 

 

4.2.2. Izotachoforéza 

Metoda je založena na dávkování vzorku na rozhraní dvou elektrolytů s rozdílnou 

pohyblivostí iontů. Směs se dělí při konstantním proudu v gradientu vysokého napětí. 

Po rozdělení směsi do jednotlivých zón jsou tyto zóny sevřeny mezi vedoucím 

a zakončujícím elektrolytem, nevzdalují se od sebe a až k místu detekce se pohybují 

stále stejnou rychlostí. Masár et al. ve své práci (MASÁR et al., 2001) uvádí stanovení 

organických a anorganických kyselin ve víně, pomocí izotachoforetické separace 

s využitím kanálu z poly (methylmethakrylátu) s CC (column-coupling) čipem a detekcí 

na vodivostní koloně. Oddělení jednotlivých složek vzorku pomocí kanálu s čipem 

94 mm dlouhý, kdy oddělení trvá 10-15 minut při nízké hodnotě pH (2,9) poskytuje 

lepší výsledky. Tato metoda se jeví vhodná pro stanovení kyseliny vinné, mléčné, 

jablečné a kyselina citrónové ve víně. 

 

4.2.3. Bio-elektrochemická metoda 

Tato metoda je založená na technologii biosenzorů a měření rozdílného pH pro 

stanovení kyseliny mléčné a jablečné ve víně (PALLESCHI et al., 1994). Využívá při 

stanovení dva postupy, které spočívají v použití dvou laktátových biosenzorů. Při 

měření byly použity dvě elektrody a to kyslíková a peroxidová (VOLPE et al., 1995). 

Obě elektrody byly sestaveny s použitím polymerní membrány. Experimentální 
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parametry jako je pH, teplota, koncentrace a kofaktor byly optimalizovány, stanovení 

trvalo méně než 1 minutu.  

Detekční limity jsou relativně vysoké, proto je nutné ředění v rozmezí 1: 100 až 1: 200, 

čímž se odstraní všechny potenciální elektrochemické nebo enzymatické vlivy 

ve vzorku. Bylo sledováno celkem 14 vzorků. Stanovení kyselin touto metodou 

s využitím biosenzorůou je rychlé a přesné, a vhodné jako alternativa klasickým 

metodám (PALLESCHI et al., 1994). 

 

4.2.4. Potenciometrická titrace a spojení s průtočnou analýzou  

Pro stanovení celkového obsahu kyselin, pH, množství hořčíku a vápníku lze využít 

systému Flow Injection Analysis = FIA (průtočného režimu) s potenciometrickou 

detekcí. pH bylo měřeno elektrodou grafit/quinhydrone/silikonovou, kterou byla rovněž 

stanovena titrační kyselost (VAHL et al., 2013). Výsledky stanovení množství kyselosti 

jsou ve shodě s výsledky získanými klasickými potenciometrickými titracemi 

a měřením pH s použitím skleněné elektrody. Metoda umožňuje stanovení titrační 

kyselost asi 40 × za hodinu a změření pH asi 30 × za hodinu. Je vhodná pro jednoduché, 

rychlé a automatické stanovení celkového obsahu kyselin, pH, vápníku a obsahu 

hořčíku ve víně v malém objemu vzorku (VAHL et al., 2008; VAHL et al., 2010).  

 

4.3. Spektroskopické techniky 

Spektrofotometrické metody jsou založeny na interakci sledované látky obsažené ve 

vzorku s elektromagnetickým zářením, nebo vyzařování elektromagnetického záření 

vzorkem (KLOUDA, 2003).  

 

Rozdělení spektroskopických metod 

Optických metod je celá řada, můžeme je rozdělit do dvou základních skupin. Podle 

způsobu interakce elektromagnetického záření se studovaným vzorkem mohou nastat 

dvě situace. Za prvé dochází při průchodu záření vzorkem pouze ke změně jeho určitých 

vlastností (nespektrální metody), za druhé nastává výměna energie mezi látkou 

a elektromagnetickým zářením. Intenzita absorbovaného či emitovaného záření (atomy 

či molekulami) závisí na vlnové délce a vzniká tak spektrum. Oblast 

elektromagnetického spektra a vlnové délky jsou znázorněny na obrázku (Obr. 3.). 
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• metody bez měření intenzity světla (nespektrální): při průchodu záření vzorkem 

dochází k jeho změně - rychlosti, roviny polarizace, příklady: refraktometrie, 

polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie. 

 

• metody s měřením intenzity světla (spektrální): výměně energie mezi látkou 

a elektromagnetickým zářením, závislost intenzity absorbovaného či emitovaného 

záření (atomy nebo molekulami) na vlnové délce, vznik spektra, příklady: absorpční, 

emisní, zákalové, fluorescentní.  

 

 

Obr.3. Oblast elektromagnetického spektra (KLOUDA, 2003). 

 

Spektrofotometrické metody jsou založené na reakci organické kyseliny s látkou 

citlivou na světlo nebo barvivem, které vede ke vzniku sloučeniny nebo barevného 

komplexu, u kterého pak určujeme vlnovou délku. Aby se zabránilo rušivým vlivům, 

izoluje se organická kyselina srážením pomocí pryskyřicového iontoměniče.  

Rebelein ve své studii prezentuje jedno z prvních spektrofotometrických stanovení 

kyseliny jablečné, vinné a mléčné (REBELEIN, 1961). Kyseliny byly odděleny pomocí 

pryskyřicového iontoměniče. Eluční činidlo prošlo několikrát vzorkem, za účelem 

vytvoření barevného rozdílu jednotlivých sloučenin. Tento barevný rozdíl byl měřen při 

několika vlnových délkách, 490 nm kyselina vinná, 420 nm kyselina jablečná a 530, 

nebo 570 nm kyselina mléčná (REBELEIN, 1961). Jiné metody pro stanovení kyseliny 

vinné jsou popsány v publikaci. V podstatě se jedná o metody lišící se způsobem 

přípravy vzorků, aby se zabránilo rušivým vlivům barvy vína při automatizaci procesu 

(ALONSO et al., 1998).  
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Využití infračervené spektrometrie k analýze hroznového moštu a vína, lze rozdělit 

do dvou oblastí elektromagnetického spektra. První oblast blízká infračervená = Near 

Infra-Red NIR (COZZOLINO et al., 2004; GARCIAJARES et al., 1997) a střední 

oblast = Midlle Infra-Red spektrometry MIR (PATZ et al., 2004; SCHINDLER et al., 

1998; SORIANO et al., 2007; TARANTILIS et al., 2008). Metody IČ-spektrometrie 

představují rychlou analýzu velkého množství vzorků bez potřeby nákladné a časově 

náročné předpřípravy (KESSLER, 2007; LACHENMEIER, 2007).  

Absorpce v blízké oblasti IČ zobrazuje spektrum, kde jsou zastoupeny převážně 

sloučeniny s C-H vazbami, zatím co střední oblast IČ zobrazuje spektra spíše pro C-O, 

O-H a N-H vazeb (BAUER et al., 2008). Silné absorpční pásy v MIR oblasti zobrazují 

velké množství ostrých píků. Na druhou stranu, v této oblasti vysoce absorbují vzorky 

obsahující vysoké množství vody a organických sloučenin, jako jsou víno nebo džusy. 

Proto není vhodné používat dlouhovlnnou MIR oblast pro analýzu vína. Potřeba 

dlouhovlnné cesty až několik mikrometrů vede ke konstrukčním problémům, zvláště 

pokud se jedná o vysoce viskózní a abrazivní vzorky. Harrick a Fahrenfort ve svých 

studiích poprvé prezentují možnou alternativu v této oblasti a to techniku používající 

zeslabení celkového odrazu ATR FTIR spektrometrie (FAHRENFORT, 1961; 

HARRICK, 1963).  

Principem je průchod infračerveného paprsku vzorkem, který má vyšší index lomu než 

okolní vzduch. Dochází k úplnému odrazu a paprsek postupuje, uvnitř hranolu podobně 

jako uvnitř optického vlákna. Část paprsku se ztratí při dotyku se vzorkem a dojde k 

zeslabení odraženého paprsku. Získáme tedy infračervené spektrum vzorku. Obvykle se 

tato metoda používá pro analýzu kapalných a pevných vzorků (GIESEN, 1998). V ATR 

spektrometrii míra absorpce IČ paprsku do vzorku je závislá na vlnové délce a na 

indexu lomu vzorku (až do 3 µm v závislosti na nastavení). Mnohem nižší je pro 

spektrometry měřící transmisi (10-50 µm). Vzhledem k těmto parametrům, lze ATR 

spektrometrii částečně využít i při analýze vodných vzorků, které absorbují ve větší 

míře absorpčního spektra.  

Infračervená spektrometrie (IČ) byla úspěšně použita pro monitorování fermentace. 

V této práci byla použita IČ kalibraci pro analýzu jednotlivých fází kvasícího moštu 

(URTUBIA et al., 2004). Během fermentace byly sledovány tyto látky: glukóza, 

fruktóza, glycerol, etanol a organické kyseliny; jablečná, vinná, jantarová, mléčná, 

octová a citronová (PATZ et al., 2004; SCHINDLER et al., 1998). Další výhody 

metody jsou vysoký stupeň automatizace, vysoká propustnost vzorku, jednoduchá 
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příprava vzorku, a nízké náklady na analýzu. Nevýhodou je vysoká cena přístroje 

a potřeby přesné kalibrace pro stanovované látky. Obecně platí, že tyto metody jsou 

dostatečně přesné, ale předchozí kalibrace s velkým počtem vzorků je důležitá. Dobré 

výsledky z FTIR analýzy byly získány při celkové charakterizaci vzorků, sledováním 

množství etanolu, celkový obsah kyselin, celkový obsah cukrů a síranů (COZZOLINO 

et al., 2004; MOREIRA et al., 2004). Etanol, organické kyseliny a jiné sloučeniny, 

přítomné ve vyšších koncentracích mohou produkovat rušivé látky pro absorpční pásy 

infračervené analýzy. 

Viditelná (VIS) a blízká infračervená spektrometrie (NIRS) byly použity k měření 

koncentrace prvků v australských vínech, 32 bílých a 94 červených odrůd. Tato studie 

prokázala vztahy mezi spektry z NIR oblasti a některými prvky obsaženými ve víně. 

V případě kvantitativní analýzy studovaných látek je nutné provést jejich kalibraci 

(COZZOLINO et al., 2007; COZZOLINO et al., 2008). Doplnění studie o zkoumání 

vlivu teploty na VIS-NIRS spektra, který byl potvrzen u červených i bílých vín. Hlavní 

změny pozorované v NIR spektrech vzorků vín kolem 970 nm a 1400 nm změny OH 

vazeb. U vzorků měřených při teplotě od 30°C a 35°C nebyla prokázána změna, je tato 

teplota vhodná k dalším analýzám.  

K celkové charakterizaci hroznové šťávy a vína lze využit infračervenou spektroskopii 

s Fourierovou transformací. Tato metoda umožňuje komplexní využití pro analýzu 

etanolu, cukru a kyselin. Vzhledem k možnosti variabilního nastavení délky dráhy je 

toto nastavení vhodné pro stanovení kyselin. Oproti tomu nastavení pevné délky dráhy, 

je vhodnější spíše pro etanol a cukry (FRIEDEL et al., 2013). Užitečnost infračervené 

spektroskopie je dalo by se říci neomezená, vhledem k její možnosti určit všechny 

složky hroznové šťávy a vína (MARCHAL et al., 2015).  

 

4.4. Enzymatické techniky 

Enzymatické metody byly využívány převážně pro kvantitativní stanovení kyseliny 

jablečné, mléčné a citrónové v hroznové šťávě a víně. Lze je použít i pro stanovení 

dalších kyselin, jako jsou např. kyselina vinná, octová, askorbová, mravenčí, glukonová, 

citronová, šťavelová a jantarová (BOEHRINGER, 1997; BERGMEYER, 1974).  

Principem enzymatických metod je měření nárůstu, nebo poklesu absorbance koenzymů 

NADH (nikotin amid-adenindinukleotid), nebo NADPH (nikotinamid-adenin 

dinukleotid-fosfát), které absorbují v oblasti vzdálených vlnových délek 
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(BOEHRINGER,1997; GAO et al., 1995; LUPU et al., 2004). Pro měření absorpce je 

obvykle využíván spektrofotometr s vlnovou délkou 340 nm. Hlavní výhodou této 

metody je vysoká specifičnost. Lze ji použít pro stanovení L a D izomerů některých 

kyselin. Při tomto měření lze stanovit pouze jednu z organických kyselin, z toho plyne 

jedna nevýhoda časové náročnosti. 

Možnost jak snížit čas analýzy je využití Flow Injection Analysis = FIA (průtokové 

injekční analýzy). Puchades stanovil současně kyselinu jablečnou a mléčnou ve vzorku 

vína za použití FIA v otevřeném reaktoru s enzymatickou imobilizací (PUCHADES et 

al., 1991).  

Také studie Lima et al. prezentuje stanovení dvou kyselin ve víně s využitím FIA a 

spektrofotometrické detekce (LIMA et al., 1998). Vstřikovací systém je propojený 

s vstřikovací jednotkou v jedné rovině, pro sledování přesného složení vzorku 

na analýzu. Následuje enzymatická reakce s NADH nebo NADPH a pozorujeme dva 

píky odpovídající sledovaným kyselinám. 

Mataix et al. prezentují posun v této metodě, využil FIA s fotometrickou detekcí spolu 

s fluorimetrickou detekcí při vlnových délkách 340 a 460 nm (MATAIX et al., 2001a; 

MATAIX  et al., 2001b). Srovnání těchto dvou technik detekce ukazuje, že fluorimetrie 

je levnější, umožňuje opakovatelnost, není zapotřebí takové množství enzymu, ale 

ukazuje nižší detekční limit oproti fotometrii. Silva přinesl v této technice optimalizaci 

měřícího procesu, která měla za cíl splnit tyto charakteristiky metody: rychlý, přesný, 

nevyžaduje žádnou předpřípravu vzorku a lineární odezvu (LUQUE DE CASTRO et 

al., 2005; SILVA et al., 2002). Velký rozvoj v této technice nastal, upravením 

stávajícího měření a vytvořením nového multifunkčního přístroje. Stávající průtokový 

systém přístroje byl rozšířen o třícestný ventil k multi-analýze změnou průtoku vzorku 

(FERNANDES et al., 2006). Multifunkční průtočný systém spojený s dialyzační 

jednotkou, pro zředění vzorku, umožňuje spektrofotometrické stanovení kyseliny vinné 

a draslíku v portském víně (OLIVEIRA  et al., 2010). Navržená metoda byla použita pro 

analýzu 30 vzorků. 

Využití biosenzorů pro analýzu kyselin jablečné a mléčné ve víně, pět bílých a pět 

červených vzorků vín (LUQUE DE CASTRO et al., 2005; MAZZEI et al., 2007). Tato 

metoda se vyznačuje vysokou opakovatelností, krátkou dobou odezvy a nízkými 

náklady na analýzu.  

Enzymatické metody jsou často používány jako referenční metody za účelem ověření 

správnosti chromatografických metod: HPLC a iontové chromatografie (FRAYNE, 
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1986; KUPINA et al., 1991) a také pro ověřování z kapilární elektroforézy (KANDL et 

al., 1999). Jejich velkou výhodou je možnost sledovat průběh jablečno-mléčného 

kvašení a v případě potřeby jej regulovat. 

 

4.5. Titra ční techniky 

Titrace patří mezi základní analytické techniky, běžně používané v laboratořích pro 

kvantitativní analýzu (BETTERRIDGE, 1981; OUGH et al., 1988).  

Zabývá se stanovením neznámé koncentrace známého objemu vzorku (titru) pomalým 

přidáváním určitého objemu titračního standardu (o známé koncentraci). Spotřebujeme 

takové množství titračního činidla, aby stanovovaná látka zreagovala beze zbytku 

do tzv. bodu ekvivalence. Abychom jednoznačně a přesně zjistili, kdy nastal bod 

ekvivalence, přidává se do titrovaného roztoku tzv. indikátor, který změní své zabarvení 

v bodě ekvivalence. Další analytické metody, které využívají při stanovení bodu 

ekvivalence, jsou tzv. instrumentální např. potenciometrická a konduktometrická titrace. 

Norton et al. a Ryan et al. ve svých studiích prezentují stanovení kyselin v hroznové 

šťávě a víně za využití titrační metody (NORTON et al., 1988; RYAN et al., 1973). 

Titrací zjišťujeme celkový obsah kyselin nebo spíš kyseliny vinné v hroznové šťávě 

nebo víně. Tuto metodu nelze použít pro stanovení jednotlivých kyselin.  

Potenciometrická titrace patří do technik, které poskytují spolehlivé výsledky o obsahu 

kyselin ve vzorku. Rajkovic prezentuje ve svých pracích sledování vlivu jiných 

organických látek obsažených v hroznové šťávě nebo víně na obsah kyselin u bílých 

a modrých odrůd (RAJKOVIC, 2007; RAJKOVIC, 2009). Při stanovení celkového 

obsahu kyselin u několika druhů vín potenciometrickou titrací, se neobjevila vliv jiných 

látek na jeho složení. Potenciometrická titrace, tedy doplněná klasická voltametrická 

titrace o měření elektrochemického potenciálu, ukazuje velmi dobré výsledky 

pro analýzu bílých i červených vín v 37 vzorcích (BUDIĆ-LETO et al., 2009). Obě 

metody lze použít pro detekci celkového obsahu kyselin v různých vzorcích. Hlavní 

výhodou je úspora času, objektivita a přesnost metody, jakož i minimalizace možné 

kontaminace vzorku, protože je vzorek během měření uzavřen (BUDIĆ-LETO et al., 

2009). 

Klasická titrace se obvykle provádí čtyřikrát, z toho poprvé je jen orientační. Pracujeme 

s 1-10 ml vzorku, který zředíme na 150 ml destilovanou vodou a titrujeme 0,1 N 

hydroxidem sodným, za použití skleněné elektrody do pH 8,8 (PEREZ-CABALLERO 
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et al., 2003). Koncový bod nebo také, bod ekvivalence je považován za hodnotu, kdy 

pH dosáhlo maximální změny s přídavkem alkalické báze (PAVLOUŠEK, 2011). Tato 

hodnota je pro každý typ ovoce různá, pohybuje se v rozmezí 7,2 až 8,4 (BOULTON et 

al., 2012; PAVLOUSEK et al., 2011).  

Při titraci červené hroznové šťávy nebo vína lze náhlou změnu barvy těžce postřehnout. 

Pro přesnější stanovení kyselin může být použit pH-metr nebo indikační papír. Můžeme 

také využít stanovení kyselin pomocí titrace hydroxidem sodným za využití aktivního 

uhlí, které nám sledovaný vzorek v bodě ekvivalence odbarví (STEIDL, 2010). 

Stanovení kyseliny jablečné a vinné se většinou provádí ve specializovaných 

laboratořích, které využívají jiné analytické techniky. Titraci mohou využívat 

malovinaři-orientačně pro zjištění obsahu kyselin v hroznové šťávě nebo víně. Pro 

přesné údaje je v hodné se obrátit na akreditovanou laboratoř. 
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5. Závěr 
 

Cílem bakalářské práce bylo shrnout všechny možné analytické metody využívané pro 

stanovení kyseliny jablečné a kyseliny vinné v hroznové šťávě a víně.  

Metody byly rozděleny a dále zpracovány do 5 kategorií: chromatografické, 

elektrochemické, spektroskopické, enzymatické a titrační metody.  

Z chromatografických metod zaujímá největší zastoupení v oblasti zjišťování obsahu 

organických kyselin ve víně kapalinová chromatografie, nebo spíše rychle se rozvíjející 

vysoko účinná kapalinová chromatografie (HPLC). Její spojení i s jinými technikami 

vede k velmi rychlé analýze velkého množství vzorků s nízkou spotřebou vzorku. 

Propojení chromatografie se spektroskopickými nebo enzymatickými technikami vede 

výrazně k urychlení analýzy s možnou identifikací i dalších látek obsažených ve víně. 

Dle rozšířenosti elektrochemických metod patří k nejrozšířenějším kapilární 

elektroforéza (CE). V některých případech tato metoda vytlačuje oblíbenou HPLC, 

protože z hlediska analýzy dosahuje značné citlivosti a senzitivity.  

Rozšíření dalších analytických technik z hlediska samostatnosti není příliš veliké. Jsou 

využívány hlavně v kombinaci s jinými technikami. Spektroskopické a enzymatické 

metody nepaří k příliš rozšířeným, spíše se využívají v propojení s jinou technikou, jako 

detektor. Jejich sériové zapojení vede k lepším a rychlejším výsledkům analýz. 

Klasické titrační metody jsou spíše na ústupu a nahrazují je přístroje využívající 

nejrůznější analytické vybavení. Setkat se s nimi ještě můžeme u malovinařů, ti tyto 

metody používají pro orientační zjištění obsahu kyselin. Potenciometrická titrace patří 

do technik, které poskytují spolehlivé výsledky o obsahu kyselin ve vzorku. Pro 

přesnější analýzu se obracejí na akreditované laboratoře, které využívají speciální 

analytické přístroje. 

Zjištění zastoupení organických kyselin, jablečné a vinné, v hroznové šťávě a víně hraje 

při výrobě vína významnou roli. Ovlivňuje výslednou chuť a vypovídá o kvalitě 

i zralosti hroznů.  

V dobrém slunečném roce je v hroznech větší podíl kyseliny vinné. Ve špatném naopak 

kyseliny jablečné, která se však dá odbourat pomocí mikrobů tzv. jablečno-mléčnou 

fermentací. 
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6. Souhrn 
 

Nejvýznamnější organické kyseliny obsažené v hroznové šťávě a víně jsou kyselina 

jablečná a vinná. Detekovat je v kapalných vzorcích můžeme několika různými 

analytickými metodami.  

Cílem práce bylo porovnat různé analytické techniky používané pro jejich kvalitativní i 

kvantitativní analýzu. Jednotlivé metody byly rozděleny do 5 základních skupin: 

chromatografické, elektrochemické, spektroskopické, enzymatické a titrační. Následně 

byly postupně rozepsány a shrnuty. Některé z těchto metod jsou už na ústupu, nebo 

se používají jen v omezené míře, převážně u malovinařů. K nejrozšířenějším metodám 

a stále populárním patří chromatografie v kombinaci s několika typy detektorů, její 

spojení s ostatními přístroji a i jejich sériové zapojení. Nejrozšířenější v této oblasti je 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), která je díky svým vlastnostem 

výjimečná. V posledních letech jí začala konkurovat kapilární elektroforéza díky svým 

specifickým vlastnostem, např. jednoduchosti, vysokému rozlišení, krátké době analýzy 

a minimální úpravě vzorku. Neustálý rozvoj přístrojové techniky posouvá nároky čím 

dál výš. Zvyšují se požadavky kladené na přístroje, přesnějšívětší detekční limity, kratší 

doby analýzy a zkoušejí se různé kombinace zařízení, které by přinesly úspory 

v analýze. 

 

 

Klí čová slova: kyselina jablečná, kyselina vinná, chromatografické metody, 

elektrochemické, spektroskopické, enzymatické a titrační metody  
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Resume 
 

Malic acid and tartaric acids are the most important organic acids in grape juice and 

wine. They can be detected in liquid samples by several different analytical methods.  

The aim of this work was to compare various analytical techniques used for the 

qualitative and quantitative analysis in grape juice and wine. Individual methods were 

divided into 5 groups: chromatographic, electrochemical, spectroscopic, enzymatic 

methods and titration. These methods were described in details and summarized. Some 

of these methods are already in decline or they are utilized by small winemakers, only. 

The most commonly used methods include chromatographic techniques in combination 

with various types of detectors, its connection with other devices, and even their series 

connection. The most widespread method in this area is the high performance liquid 

chromatography (HPLC), especially for its exceptional properties. Recently, capillary 

electrophoresis has begun to compete with chromatography due to its specific 

characteristics such as its simplicity, high resolution, short analysis time and minimal 

modification of the sample. The constant evolution of instrumentation shifts overall 

demands increasingly higher. These are namely the increasing requirements for the 

device, more exact detection limits, and shorter time of analysis. Additionally, various 

combinations of equipment are tested which would decrease expanses for analysis. 

 

 

Keywords: malic acid, tartaric acid, chromatography technique, electrochemistry, 

spectroscopy, enzymatic and titration technique   
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8. Seznam použitých zkratek 

 

HPLC High Performance Liquid Chromatography,  

  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

NADP+ Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide-Phosphate, nikotinamid-adenin-

dinukleotid-fosfát 

LC Liquidid Chromatography, kapalinová chromatografie 

GC Gas Chromatography, plynová chromatografie 

PC Paper Chromatography, papírová chromatografie 

TLC Thin Layer Chromatography, tenkovrstvá chromatografie 

FID Flame Ionization Detector, plamenový ionizační detektor 

MS Mass Spectrometry, hmotnostní spektrometr 

IC Ion Chromatography, iontová chromatografie 

UV-VIS Ultra-Violet–VISible spectroscopy, spektrofotometrický detektor 

IR Infra-Red spectroscopy, infračervený detektor 

TCD Thermal Conductivity Detector, vodivostní detektor 

ATR Attenuated Total Relectance, horizontální zeslabení odrazu 

CE Capillary Electrophoresis, kapilární elektroforéza 

CZE Capillary Zone Electrophoresis, kapilární zónová elektroforéza 

NIR Near Infra-Red, oblast blízká infračervená 

MIR Midlle Infra-Red, střední infračervená oblast 

FIA Flow Injection Analysis, průtoková injekční analýza 

 

 

 


