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1 UvoD

Vino, alkoholicky napoj, ktery se stava stale vice oblibenym a vyhleddvanym
produktem na trhu, je slozeno z mnoha chemickych latek. Tyto latky se stanovuji
Vv laboratofich pomoci nejriznéjsich analytickych metod. Mezi hlavni méfené parametry
patii pH, mnozstvi alkoholu, kyselin, SO, a v neposledni fadé také mnozstvi sacharidd,
jejichz stanoveni je hlavnim tématem této prace.

Analyticka chemie je dulezitou soucasti odvétvi vyroby vina. Proto dochazi
Kk neustalému vyvoji analytickych metod, které predstavuji také kontrolu pro regule
spojené s chemickym sloZenim kone¢ného produktu.
rozmach jednotlivych technik probihéd az od druhé poloviny 19. stoleti. Vyvoj je spojen
s vynalezy mikroskopu a spektroskopu.

Analyza sacharidi se provadi pomoci klasickych titracnich i1 instrumentdlnich
metod. Titra¢ni metody jsou méné vyuzivané predevS§im kvuli jejich zdlouhavému
a narocnému procesu. Ale v menSich laboratofich jsou dobrou alternativou drahych
pristroju.

Instrumentalni metody dokazi nejefektivnéji stanovit mnozstvi sacharida. Jedna se
piedevs§im o chromatografické a elektrochemické techniky. Neustale dochazi k jejich
automatizaci a rozvoji, aby bylo mozné provadét co nejvice a Co nejpiesnéjsich analyz
V co nejkratSim cCase.

Chromatografickd stanoveni pifedstavuji nejcastéji vyuzivané techniky ke
stanoveni sacharidi ve viné. Jsou nejefektivnéjs$i a nejpfesnéjsi variantou. Nejcastéji
vyuzivanou metodou chromatografie pro stanoveni sacharidii je vysoko ucinna
kapalinova chromatografic (HPLC). Jejiz kli¢ové vyhody spocivaji v ¢asové uspoie
a predevS§im v moznosti soucasné stanovit rozséhlou skalu chemickych latek. Nevyhoda
této metody spociva predevsim ve vysoké pofizovaci cené.

V poslednich letech zazivd velky vzestup také elektrochemickd analyza. Ta ve
velké mife nahradila vétSinu titra¢nich a spektrometrickych metod, které vykazuji nizsi
citlivost a vyssi pracovni a ¢asovou naro¢nost.

Méné vyuzivané metody jsou enzymatické. K jejich vyvoji dochazi pozvolna.
Vyzkum téchto metod je zalozen na vyuziti téch spravnych enzymatickych cinidel,
jejichz ptiprava je financné narocnd. Velka prednost enzymatickych metod spociva

V tom, Ze nepodléhaji kalibraénim chybam, jak je tomu u klasickych spektrometrickych



metod. To je hlavni divod, pro¢ jsou preferovany i pies jejich vysoké pofizovaci
a provozni néklady.

V dnesni dob¢ je povinnosti kazdého vinate, aby zafidil analyticky rozbor svého
vina pfed uvedenim na trh. Docili se tak kontroly spravného slozeni a piipadné

nepovolenych Uprav a falSovani vina.
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2 CIL PRACE

Cilem této bakalatrské prace je na zakladé prostudované literatury o analytickych
metodach, které se vyuzivaji pro stanovovani sacharidli, popsat ty, které jsou nejcastéji
vyuzivané v praxi a uvést nejnovéjsi trendy ve vyvoji téchto metod.

Je provedeno stanoveni sacharidi vybranymi metodami. Tyto metody jsou
vyhodnoceny z hlediska piesnosti a naro¢nosti na Cas a obsluhu. Na zakladé
prostudovanych studii a praktické C¢asti zhodnotit jakymi vyhodami a nevyhodami

disponuji jednotlivé metody.
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3 LITERARNI CAST

3.1 Sacharidy pritomné v moStu a ve viné

Pod pojmem sacharidy se oznacuje skupina nejvice rozsitenych organickych
latek. Nalezneme je ve vSech potravinach a jsou zakladnim zdrojem energie ve vyziveé
nejen pro ¢lovéka ale i pro celou zivocisnou Fisi (Stylianopoulos, 2013).

Z chemického hlediska se jedna o polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony. Ve
svych molekuldch obsahuji minimalné tfi atomy uhliku. Sacharidy, které maji ve své
struktufe aldehydovou skupinu, se nazyvaji aldosy a slouceniny s ketonovou funkéni

skupinou se nazyvaji ketosy (Velisek et al., 2009).

Priklady aldos a ketos

Aldosa Ketosa
o
7 OH
H(|: e HoC "3
H —<|: —OH c=—o0
HO*T*H HO—C—H
H *T —OH H—C—OH
H —C| —OH H—C—OH
H,C HoC
“SoH L

Obr. 1 Priklady aldosy a ketosy (Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/2759119/)

Sacharidy jsou V rostlinach produkovany fotosyntézou. Maji funkci stavebni
(celuldza tvoii stény rostlinnych bunék), zasobni (8krob, glykogen) a slouzi jako zdroj
energie (glukoza je nejrychlejsi zdroj energie). Velmi specifickym sacharidem je riboza
v nukleovych kyselinach (Vacek, 1985).

Sacharidy mizeme Kklasifikovat z riznych hledisek. Nejznaméjsi a nejvice
pouzivané rozdé€leni je podle chemické stavby molekul. Délime je na monosacharidy,
oligosacharidy, polysacharidy a heteroglykosidy (Zehnalek, 2003).

Dale je ale také mizeme rozdélit z hlediska vyzivovych vlastnosti, fyziologickych
vlastnosti, nebo také jak jsou jednoduse nebo naopak sloZzité stravitelné pro cloveéka
(Scientific Advisory Committee on Nutrition 2015).

Sacharidy jsou dulezitou soucasti chemického sloZeni vina zejména tedy mostu.
Diky pfeméné¢ sacharidl pii alkoholové fermentaci, se z mostu stava konecny produkt -

vino. MnozZstvi sacharidii, které ziistane ve viné pii pred¢asném zastaveni fermentace,
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ovliviiuje jeho chutové vlastnosti. Zvlasté velky vyznam maji pfi snizovani ostré chuti

volnych kyselin a také pfidavaji vinu ptijemnou nasladlou chut’ (Mulder, 1923).

3.1.1 Monosacharidy

Prvni vyznamnou skupinou sacharidi, které se vyskytuji ve viné, jsou
monosacharidy. Jsou to nejjednodussi cukry, které predstavuji stavebni jednotky pro
slozit¢jsi sacharidy. Podle poctu uhlikii v jejich fetézcich je rozdélujeme na tridzy (tfi
uhliky), tetrézy (Ctyfi uhliky), pentdézy (pét uhlikli), hexozy (Sest uhlikd), atd.
(Michlovsky, 2014). Ve skuteCnosti vytvafeji monosacharidy péticlenné (furandzy)
nebo SestiClenné (pyranosy) heterocykly (Zehnalek, 2003). Monosacharidy patii do
skupiny redukujicich cukrii. Obsahuji volny aldehyd, ktery miize byt oxidovan. Spadaji
sem sacharidy ve formé jak aldos, tak ketos (Zoecklein, c1995).

O
= o
Furanosa Pyranosa

Obr. 2 Furanosa a pyranosa (Zdroj: archiv autora)

Koncentrace pentéz v mostu a ve viné se pohybuje mezi 0,3 — 2 g/l. Hlavnimi
sacharidy v této skupiné jsou D-xyloza a L-arabin6za. Ty mohou dosahovat koncentraci
do n€kolika stovek miligramt na litr. Dalsi pentdzy jako je D-ribéza a L-rhamndza
neptekracuji troven 100 mg/l (Moreno et al., 2012).

Pentozy patii k redukujicim cukrim, ale kvasinky rodu Saccharomyces je
nevyuzivaji. Rika se jim nezkvasitelné cukry. Redukéni vlastnosti monosacharidii nese
volny poloacetalovy hydroxyl (Ribéreau-Gayon et al. 2006).
pro kvasinky pti alkoholové fermentaci, pii které vznikd etanol a jiné produkty.
Nejrozsifengjsimi sacharidy v této skupiné jsou D-gluk6za, D-fruktéza, D-mandza a D-
galaktoza. Prvni tfi hexdzy jsou vzajemné snadno preménitelné. Jednd se o reakci
zvanou tautomerizace. Pfi této reakci se méni keto forma jednoho sacharidu na enol

formu a tak vznika jiny sacharid (Moreno et al., 2012).
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Tab. 1 Obsah monosacharidii ve viné (Velisek et al., 2009)

Nazev monosacharidu | Obsah v mg/I
Fruktoza 93 — 26500
Glukéza 56 — 25000

Galaktoza 6,3 — 249
Rib6za 6,362

Rhamnoéza 2,2-121
Manodza 2-37
Fukoza 2-9

Arabindza 1-242
Xyloza 0,6 — 146

3.1.1.1 Glukoza

Glukoza je nejrozsSirenéjSim a nejdulezitéjSim sacharidem viibec. Vyskytuje se jak
ve volné tak i ve vazané form¢ (Vacek, 1985). Je téz oznaCovana jako hroznovy nebo
Skrobovy cukr. Zralé hrozny obsahuji okolo 8 % tohoto monosacharidu. V mostu je
zastoupeni glukozy v rozsahu 120 — 250 g/l, u suchych vin do 4 g/l zbytkového cukru.
Pomér mezi glukézou a fruktdozou byva od 0,5 — 0,9 (Velisek et al., 2009).

3.1.1.2 Fruktoza

Fruktéza (nebo také ovocny cukr nebo levulosa) je z monosacharidi nejsladsi.
V ovoci a medu se vyskytuje ve volné formé¢ (Vacek, 1985). U piezralych hrozna

prevlada mnozstvi fruktdézy nad mnozstvim glukézy (Velisek et al. 2009).

H—F==0 Hy=—1—0H
H=——t+—0H =0
HO=——t——H HO m—efe
H ——t—— OH H =———t—(H
H =——t—— OH H =———t—(H
Hy=— OH Hy— OH
D-glikoza D-fruktoza

Obr. 3 Vzorce D-glukozy a D-fruktozy (Zdroj: archiv autora)
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3.1.2 Oligosacharidy

Monosacharidy se spojuji pomoci glykosidové vazby do vétSich celkd a vytvaieji
slozit¢jsi sacharidy (Zehnalek, 2003). Glykosidova vazba je vazba mezi poloacetalovou
hydroxylovou skupinou jednoho monosacharidu a hydroxylovou skupinou druhého
monosacharidu. Miize se jednat o dva stejné, nebo riizné monosacharidy (Vacek, 1985).
Oligosacharidy jsou sloZeny ze dvou az deseti monosacharidi (Zehnalek, 2003).

Ve ving 1 jinych napojich a potravinach se vyskytuji volné i vazané oligosacharidy
ve velkém mnoZstvi. Nejvyznamnéj$i jsou ty, které obsahuji ve svém fetézci
monosacharid D-glukozy a D-fruktozy (Velisek et al., 2009).

Ve vin€ jsou nejvice zastoupeny disacharidy. Patfi sem laktéza, maltdza,

sachar6za a v mensi mife také trehaloza (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

Tab. 2 Obsah oligosacharidii ve viné (Velisek et al., 2009)

Nazev oligosacharidu | Obsah v mg/I
Cellobioza 27
Maltoza 1-5
Laktoza 1-5
Trehal6za 0-61
Melibioza stopy — 1
Raffin6za 0-1
Sachardza 0

3.1.2.1 Laktéza

Laktéza nebo také mlény cukr se vyskytuje predev§im v mléce savcl
(v kravském mléce 4 — 5 %, v lidském mléce 5,5 — 7 % laktozy). Jedna se o disacharid,
ktery se sklada z D-galaktozy a D-glukozy. Na ty se hydrolyzuje enzymem zvanym
lakéza, kterd je obsaZena v tenkém stfevé savcl a také ji produkuji bakterie mlécné

fermentace. Pti ni dochazi ke $tépeni laktézy az na kyselinu mlé¢nou (Velisek et al.,
2009).

3.1.2.2 Maltoza
Maltéza nebo také sladovy cukr se vyskytuje témét ve vSech potravinach. Vznika

hydrolyzou skrobu ptsobenim kvasinek Saccharomyces cerevisiae, vyuzivaji ji také
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pivovarské kvasinky a to az z95%. Sklada se ze dvou atomid monosacharidu
D-glukozy (Velisek et al., 2009).

3.1.2.3 Sacharoza

Sacharo6za je téZ nazyvana fepnym nebo titinovym cukrem. Vznika jako primarni
produkt fotosyntézy. Jedna se o nejvyznamnéjsi neredukujici disacharid. Sklada se
z jednoho atomu D-fruktoézy a jednoho atomu D-glukézy, na které se hydrolyzuje
enzymem zvanym invertaza. Obsah v odrudach rodu Vitis vinifera je nepatrny, ale
v odridach pivodem z Jizni Ameriky a jejich hybridech (naptiklad V. Labruscana)
miize tvorit az 25% obsahu sacharida (Velisek et al., 2009). Sachardza se v nékterych
pfipadech pridava v suché formé do mostu jesté pred fermentaci a tak se ovliviiuje

konec¢na sladkost vina (Bakker et al., 2012).

3.1.3 Polysacharidy

Sacharidy, které se skladaji z vice nez deseti monosacharidovych jednotek, se
nazyvaji polysacharidy neboli glykany. Jedna se o latky, které nejsou rozpustné ve vodé
a nemaji redukujici vlastnosti. Rozdé€luji se na homopolysacharidy (slozené
z identickych monosacharidil) a heteropolysacharidy (slozené ze dvou a vice odlisnych
monosacharidit). Polysacharidy nemaji piimy vliv na senzorické vlastnosti vina, ale
protoze jsou vyznamnou slozkou bunéfnych stén hrozntli, souvisi jejich piitomnost
s extrahovanim barviv a aromatickych latek (Moreno et al., 2012).

Ve viné€ se vyskytuji pektiny a gumy. Pektiny jsou linearni polymery Kyseliny
galakturonové, Casto esterifikované methylovou skupinou. Extrahuji se do mostu béhem

drceni a lisovani. Hladina polysacharidi ve viné je obecné nizka (Jackson, 2008).

Tab. 3 Obsah polysacharidii ve viné (Michlovsky, 2014)

Nazev polygosacharidu | Obsah v g/l
Pektiny 0,5

Kyselina galakturonova 0,5-2
B-glukan 0,3
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3.2 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou zalozeny na rozdéleni jednotlivych komponent ve
stanovované latce mezi dvé faze. Jedna se o metody separacni. Prvni faze je pohybliva
(mobilni, elu¢ni ¢inidlo) a druhd nepohybliva (stacionarni). Veskeré informace ziskané
béhem analyzy se zaznamendvaji pomoci detektorti. Ty automaticky spolupracuji
s pocitacovou jednotkou, ktera vyhodnocuje vysledky a sestavuje pfislusné
chromatogramy (Clark, 2007). Specialni chromatografické techniky mohou byt vyuzity
k provedeni obtiznych analyz a také k ziskani krat$i doby separace. (Meyer 2013).
Detektory vyuZivané v chromatografii

K piimé detekci, separaci a kvantifikaci sacharidi (glukézy a fruktozy) se vyuziva
RI (refraktometricky) detektor. Tento detektor pracuje na zakladé méteni zmén indexu
lomu. Tuto metodu vyhodnotil ve své studii Lopez-Tamames et al., 1996 jako velmi
pfesnou a citlivou. Vyhoda je také v rychlosti, protoZe neni potieba zadné piipravy
vzorku (Lopez-Tamames et al., 1996).

Infracervené detektory (IR) se vyuzivaji pro stanovovani organickych latek, které
vykazuji $patnou schopnost absorpce v ultrafialové oblasti (Kuligowski et al., 2010).
Jejich nevyhodou je nizkd spolehlivost, ktera je zpusobena kratkou vinovou délkou
infraCerveného zareni, které byva Casto absorbovano také mobilni fazi vCetné vody.
Proto se pouzivaji svételné zdroje, aby byly nezadouci ucinky omezeny. DalSim
piikladem jak omezit tento nezadouci ucinek je vyuzit zeslabeni celkového odrazu
(ATR) pomoci diamantu. Ve studii Edelmann et al., 2003 byla tato varianta aplikovana
pro analyzu &ervenych vin. Usp&né byla stanovena nejen koncentrace sacharidi, ale
také organické latky a alkoholy (Edelmann et al., 2003).

Pro detekci sacharidii se pouzivaji také kvantové kaskddni lasery (QC-lasery),
které ve své studii vyuzili Kuligowski, Quintas a Lendl, 2010, kdy stanovili zastoupeni

glukozy, kyseliny vinné, fruktozy, glycerolu a etanolu ve viné (Kuligovski et al., 2010).

Rozdé¢leni chromatografickych metod podle typu mobilni faze:
Plynova chromatografie

Je zaloZena na stanoveni rovnovadhy mezi mobilni plynnou fazi a stacionarni
pevnou (GSC), nebo kapalnou (GLC) (Jan¢afova et al., 2003).

Ve studii Marcy et al., 1982 byla vyuzita plynova chromatografie s kapalnou

stacionarni fazi s vyuzitim trimethylsilyl (TMS) etheru pro stanoveni organickych
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kyselin a sacharidd v hroznovém mostu. TMS se ptidava ke stacionarni f4zi a napomaha
Kk lepsi separaci jednotlivych latek. Z této studie vyplyva, ze tato metoda poskytuje
nejen rychly zplsob stanoveni latek, ale také zarucuje piesné vysledky (Marcy a
Carroll, 1982). Ve studii Skogerson et al., 2009 bylo provedeno srovnani dvou zptsobi
stanoveni chemickych latek (véetné sacharidii) ve vin€. Srovnavala se metoda plynové
chromatografie a protonové nuklearni magnetické rezonancni spektroskopie. V obou
ptipadech byly stanoveny nejhojné&jsi slouceniny ve ving: etanol, glycerol, sacharidy,
organické kyseliny a aminokyseliny. Plynovou chromatografii bylo identifikovano 16
sacharidii, spektroskopii pouhych 6. Spole¢nymi stanovenymi sacharidy byly fruktdza,
fukoza, galaktdza, glukdza, riboza a xyloza (Skogerson et al., 2009).

Kapalinova chromatografie

Tato metoda je zalozena na stanoveni rovnovahy mezi mobilni kapalnou fazi
a stacionarni pevnou (LSC), nebo kapalnou (LLC) (Jan¢afova et al., 2003).

Pti kapalinové chromatografii miize mobilni fazi pfedstavovat napiiklad kyselina
sirova a ethylacetat. Pravé pomoci téchto latek bylo ve studii de Villiers et al., 2004
stanoveno zastoupeni glukozy a fruktéozy ve ving. Analyza probihala na zakladé
detektoru ve viditelném spektru VIS. Tato metoda piedstavuje zlepSeni, co se tyce
produktivity kapalinové chromatografie (de Villiers et al., 2004).

lontové vymeénna chromatografie (IEC) je zaloZena na odtrZzeni iontu, ktery je
vazany ve stacionarni fazi. Nasledné probiha jeho pievod do kapalné mobilni faze
a jeho nahrada za stejné nabity iont stanovované latky. Zakladem stacionarni faze je
méni¢ iontd (Williams a Frasca, 2001). Ve studii Yan, Xingde a Weijun, 1997 byl ke
stanoveni sacharidi a organickych kyselin ve viné pomoci IEC wvyuzit detektor
vodivosti. K iontové chromatografii bylo pouzito mensi mnozstvi hydroxidu sodného
(NaOH). Za téchto podminek jsou sacharidy schopny ionizace na anionty a mohou byt
pti chromatografii separovany. V tabulce ¢. 4 jsou znazornény vysledky této analyzy
zkouSeného vina. Pfi provadéni pokusu bylo také zjiSténo, ze iontovd chromatografie
s pouzitim detektoru vodivosti je citlivéj$i na stanoveni organickych kyselin nez pro
stanoveni sacharidt (Yan et al., 1997). Ve studii Bruggink et al., 2005 byla pro analyzu
nederivatizovanych sacharidi vyvinuta vysokou¢inna metoda IEC s vyuzitim
amperometrického detektoru. K mobilni fazi bylo ptfiddno mnoZstvi hydroxidu sodného
a také octanu sodného, ktery jesté zlepsil schopnost ionizace sacharidi. Detekéni limity
byly stanoveny 0,12 pmol pro glukézu, 0,22 pmol pro fruktéozu a 0,11 pmol pro
sacharozu (Bruggink et al., 2005).
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Tab. 4 Zastoupeni latek ve viné stanovené iontovou chromatografii (Yan et al., 1997)

Nazev | Obsah v mg/mi
Mannitol 0.44
Arabindza 0.67

Glukoza 2.85

Fruktoza 0.25
Laktoza 1.47

Sacharoza 0.91
Rafin6za 0.74
Malt6oza 1.76

Acetat 1.27

3.2.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie - HPLC

HPLC vznikla kolem roku 1970 a dnes je prakticky jedinou formou kapalinové
sloupcové chromatografie, ktera se pouziva (Nedoma et al., 1994). Jedna se v podstaté
0 vylepsenou formu sloupcové (kolonové) chromatografie. Hlavni rozdil u
vysokoucinné kapalinové chromatografie je v tom, ze se vyuzivaji vysokotlaka ¢erpadla
(tlak az do 400 atmosfér). Tak analyt prochazi ptes kolonu, ve které¢ je umisténa
stacionarni faze (sorbent), mnohem rychleji, neZ piisobenim pouhé gravitace. Kapalina
je vstiikovana do kolony nepfetrzité a vytvari tak mobilni fazi, kterd nese stanovovanou
latku neboli analyt. Stacionarni faze je tvofena obalovym materialem kolony. Kolony
vSak museji byt vyrobeny z materiall, které odoldvaji vysokym tlaktim, nejCastéji se
jedna o borosilikatové tvrzené sklo nebo antikorozni ocel. Druhé velké zlepSeni na

kolon¢ se tykd detekénich metod, které jsou vysoce automatizované a extrémné

citlivé (Clark, 2007).
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zazobnik s

mobilni fazi
vysokotlaks
Eerpadlo poditaé
piived analytu ——  detektor
kolena

Obr. 4 Schéma HPLC (Clark, 2007 + upravy autora)

Ve vétsing pripadi se HPLC vyuZiva ke stanoveni vétSiho mnozstvi chemickych
latek a nejen jedné skupiny. Ve studii Callul et al., 1992 byla vyuzita metoda HPLC s
pouzitim iontové vyménné kolony a detektorem indexu lomu. Byl proveden rozbor
hroznového mostu a sladkych vin. Metoda byla vyhodnocena Vv porovnani s Klasickou
HPLC metodou jako stejné piesna a G¢inna. Ma tu vyhodu, ze pfi stanoveni kyseliny
jable¢né nebylo zaznamenano ruSeni vysokymi koncentracemi sacharida (Calull et al.,
1992). Celkova analyza vina byla provedena ve studii Castellari et al., 2007 s vyuzitim
dvou sériové zapojenych detektort (UV detektor a refraktometricky). Byly srovnany
dva zptisoby aplikovani vzorku a to pomoci piimého vstiikovani a extrakci na pevné
fazi pomoci SAX kazety. Z vysledka prace vychazi, ze varianta ptimého vsttikovani je
vhodnéjsi nez pomoci SAX kazety (Castellari et al., 2007). Podle studie Kelebeka,
2009, ktery analyzuje vzorky vina pomoci HPLC je nejvice zastoupenym sacharidem
sachardza, a to z 91,6 % z celkového obsahu sacharidi v testovaném viné. V této studii
probéhlo také stanoveni organickych kyselin, obsahu fenolickych latek a antioxidacni
aktivita vina (Kelebek et al., 2009). Srovnani s enzymatickym stanovenim vin, které
bylo provedeno ve studii Walker et al., 2003, se HPLC jevi jako pfesnéjsi a rychlejsi
varianta (Walker et al., 2003).

3.3 Optické metody

Optické metody jsou zaloZeny na interakci mezi zatenim a ¢asticemi prostiedi. Pti
této reakci dochazi k predavani energie, kterou miizeme zméfit, je tzv. kvantovana. Tok
Castic vychazejici ze zdroje je okolnim prostfedim absorbovan, reemitovan, nebo
polarizovan. Mize také dochazet ke zméné sméru toku Castic. Dulezitym pojmem

u spektrometrickych metod je vinova délka, ktera je definovana jako vzdalenost mezi
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minimem a maximem elektromagnetick¢ho zatreni. Velikost vinové délky je zavisla na

prostiedi, ve kterém se zafeni pohybuje (Jancafova et al., 2003).

Tab. 5 Rozdeéleni oblasti elektromagnetického spektra podle vinové délky (Jancarova et
al., 2003)

Oblast VInova délka

Kosmické y-zateni | 10°—0,01 nm

Rentgenova oblast 0,01 - 10 nm

Vakuova ultrafialova 10 — 180 nm
Ultrafialova 180 — 380 nm
Viditelna 380 — 780 nm

Blizkéa infradervena 0,78 - 2,5 um

Stfedni infracervena 2,5-50 pm

Daleka infra¢ervena | 50 — 1000 pm
Mikrovlnna 1-600 mm
Radiofrekvenéni 0,6 -10m

Spektroskopické metody

Pro tyto metody jsou typické interakce mezi zafenim a prostiedim. Podle
mechanismi téchto interakci se spektroskopické metody déli na emisni a absorpcni.
Emisni 1 absorp¢ni metody jsou obvyklymi postupy pfi stanovovani novych sloucenin,
nebo pfi monitorovani prubéhu chemickych reakci (Klouda, 2003).

Emisni metody

Emisni metody jsou zalozené na velikosti zafeni, které vysila stanovovany vzorek.
Emise neboli uvolilovani energie muize probihat az po doddni urcité energie
stanovovanému vzorku. Ta se dodava pomoci tepla, elektrické energie, nebo proudem
jiného elektromagnetického zafeni, ¢i tokem elementarnich ¢astic (Klouda, 2003).

Mezi emisni metody patfi atomova emisni spektrometrie, hmotnostni
spektrometrie, fluorimetrie a fosforimetrie (Janc¢afova et al., 2003). Relativni
jednoduchost emisnich metod a jejich dobra citlivost tvofi zaklad pro Sirokou $kalu
vyuziti, zejména pro stanoveni stopovych prvki. Pro analyzu sacharidii ve viné ¢i

vV mostu se vyuzivaji ziidka (Tkachenko, 2006).
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Hmotnostni spektrometrie

Princip hmotnostni spektrometrie je zalozen na Separaci vzorku podle poméru
mezi hmotnosti a nabojem stanovované latky (Kfizenecka et al., 2014). Touto metodou
Ize stanovit strukturu organickych latek a biomolekul a kvalitativni i kvantitativni
slozeni vzorku (Milde, 2010).

Hmotnostni spektrometry umoziuji Stanoveni molekulové hmotnosti a objasnéni
struktury vice sacharidi najednou (Rodrigues et al., 2007). Hmotnostni spektrometrie
byla vyuzita ve studii Mutenda a Matthiesen, 2007 pro analyzu sacharidi. Molekuly
sacharidii byly nejprve ptfevedeny za sniZen¢ho tlaku na plynné ionty. Nésledné byl
méfen jejich hmotnostni pomér, ktery poskytuje informace o piedbéZné identifikaci.
Uplné identifikace pak probihala pii fragmentaci iontt v prabéhu disociace (Mutenda
a Matthiesen, 2007). Ve studii Bruggink et al., 2005 bylo pro zvyseni citlivosti detekce
sacharidt ptidano 0,5 mmol/1 chloridu lithného (Bruggink et al., 2005).

Srovnani atomové emisni spektrometric a hmotnostni spektrometrie ve studii
provedl Wiel, 2003. Ve vodném roztoku bylo s pouzitim atomové emisni spektrometrie
stanoveno 39 prvki. Oproti tomu pomoci hmotnostni spektrometrie bylo stanoveno
dokonce 67 prvkl. Ze studie vyplyva, ze hmotnostni spektrometrie je daleko citlivéjsi

metodou (Wiel, 2003).

Absorpcni metody

Tyto metody jsou zalozeny na absorpci neboli pohlcovani energie ze zéfeni
(Klouda, 2003). Absorp¢ni metody je vhodné vyuzivat pii stanoveni koncentrace uréité
slouc¢eniny. Je to ztoho divodu, Ze vysledky métfeni poskytnou absolutni hodnotu
absorbance vzorku, coZ je u emisnich metod ztechnického hlediska komplikované
(Tkachenko, 2006). Vyhodou absorp¢nich metod je také relativné nizka cena pfistroja.
Organické latky se stanovuji v ultrafialové, ve viditelné i v infracervené oblasti
absorpce. Pro stanoveni latky je dtlezita ptiprava vzorku tzv. derivatizace (KfiZzenecka
et al., 2014).
Spektrofotometrie

Casto vyuzivanou absorpéni metodou pro stanoveni sacharidi patii molekulova
absorp¢ni spektrometrie neboli spektrofotometrie ve viditelné a UV oblasti. Na zaklade
studie Roig a Thomas, 2003, pii které se pomoci molekulové absorpéni spektrometrie
v UV oblasti stanovovalo mnozstvi sacharidii ve vodnim roztoku, 1ze konstatovat, Ze je

tato metoda vhodnd pro stanoveni sacharidi také ve viné. Dale bylo zjiSténo, Ze
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koncentrace kyselin neovliviluje méteni. Parametr, ktery vSak znemoznuje piesné
spektrometrické méteni v UV oblasti, je mnozstvi alkoholu, coz potvrdily vysledky
méfené ve vzorcich s riznou koncentraci alkoholu. Pro stanoveni sacharidi ve vzorku
s vysokym obsahem alkoholu je nutné jeho zfedéni (Roig a Thomas, 2003). Vylepsenim
této metody pro stanoveni redukujicich cukrd je vyuziti sekvenéniho vstfikovaciho
systému a s aplikaci UV detektoru nastaveného na vinovou délku 460 nm. Roztoky byly
aplikovany pfes trubky pohanéné cerpadlem. Ve studii Araujo et al., 2000 byly takto
upravenou metodou stanoveny redukujici cukry v portském a stolnim ving. Byly
provedeny zmény v nastaveni softwaru pro dva typy stanoveni v zavislosti na
koncentraci redukujicich cukri. Od 2 do 25 g/l (pro stolni vina) a od 20 do 140 g/l (pro
portska vina). Diky témto upravam odpada prace s fedénim a odbarvovanim portskych
vin (Araujo et al., 2000).

Infracervena spektrometrie

Metody zaloZené na infracerveném spektru se déli podle vlnové délky na NIR
(blizkd infracervend oblast) a MIR (stfedni infracervena oblast). Tyto dvé metody ve
své studii vyuzil a srovnal de Oliveira et al., 2014. DoSel k zavéru, Ze pro stanoveni
jednotlivych sacharidi (sachardza, glukoza a fruktdoza) je vhodnéjsi MIR technika.
Naopak ke stanoveni celkového obsahu kyselin je vhodnéjsi NIR. (de Oliveira et al.,
2014).

Velice ptinosnou metodou absorpéni infracervené spektrometrie je tzv. Fourier
transform infrared (FTIR) spektrometrie. Tato metoda je zaloZzena na pruchodu
infraCerveného zareni. Stanovovana latka absorbuje toto zafeni a nasledné¢ dochazi
k vibracim, které zpusobuji zmény V energii stanovovanych latek. Ve velké mife se
vyuziva ke stanoveni bilkovin (Berthomieu a Hienerwadel, 2009). Tato metoda neni
vhodna pro stanovovani sacharid v suchych vinech, ve kterych jsou zastoupeny latky
v daleko vysSSich koncentracich, nez jsou sacharidy a pravé tyto latky produkuji
vyznamné interference pifi pribéhu analyzy. Sloufeniny o menSich koncentracich,
jejichz absorpéni oblast se neli$i od jinych obsahové vyznamnéjsich sloucenin, jsou pak
hufe identifikovatelné jako je tomu u sacharidti (Moreira a Santos, 2004). VylepSeni
této metody provedl ve studii Vonach et al., 1998 spojenim FTIR s HPLC. Jedna se o
univerzalni zptsob jak pfimo stanovit hlavni slozky vina (Vonach et al., 1998).
Kolorimetrie

Kolorimetrické metody jsou zaloZené na praci s viditelnym spektrem. Jako

detektor byva vyuzivano oko. Stanoveni redukujicich cukri podle Henniga je
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kolorimetrickd metoda zaloZena na subjektivnim pozorovani reakce redukujicich cukri
a Fehlingova ¢inidla ve zkumavkach. Reakce mezi uritym mnozstvim (5 ml)
analyzovaného vina a stoupajici koncentraci (1-10 ml) Fehlingova ¢inidla zpiisobi
vznik roztokil o riizném zbarveni. Zluté znamena, e mnozstvi Fehlingova ¢inidla je na
ptitomnou koncentraci redukujicich cukrt ptili§ nizka. Az modré zbarveni ndm indikuje
prebytek Fehlingova cinidla. Koncentrace redukujicich cukrii je rovno poctu zlutych
zkumavek az pocet zlutych zkumavek + 1, vysledek je vyjadien v g/l (Balik, 2006). Na
principu kolorimetrie provedl vyzkum DuBois et al.,, 1956, ktery nechal sacharidy
a jejich derivaty ve vin€ reagovat s fenolem a koncentrovanou kyselinou sirovou (fenol-
sirova kyselina). Pti této reakci se vytvoii barevny komplex mezi sacharidem a fenolem.
Roztok ziska oranzovozlutou barvu. Tato reakce je vyuzivdna pro stanoveni i1 velmi
malého mnoZstvi sacharidll a ve spojeni s chromatografickymi metodami je uzitecnym
zpusobem pro stanoveni polysacharidi a jejich derivata (DuBois et al., 1956). Podle
autora se tato metoda nazyva Duboisova metoda. Tato metoda byla vyuzita ve studii
Matsuhiro et al., 2009 ke stanoveni sacharidi s nizkou molekulovou hmotnosti v
Cabernetu Sauvignon. Pfednosti tohoto stanoveni jsou v jeho jednoduchosti a nabizi tu
vyhodu, Ze neni potiecba odbarveni ¢erveného vina (Matsuhiro et al., 2009). Pro dalsi
zlepseni kolorimetrickych metod je do vzorku pfidan roztok vinanu sodnodraselného.
Tuto modifikaci testovali Jue a Lipke, 1985 a dosli k zavéru, ze takto upravend metoda
vede ke zvySeni citlivosti pro stanoveni sacharidi (schopnost determinace uz od 1nmol
sacharidl) a zkraceni reakéni doby (Jue a Lipke, 1985).
Nespektroskopické metody

Mezi optické metody patii také nespektroskopické metody, pti kterych nedochazi
k vyméné energie mezi zafenim a prostiedim. Prostfedi pouze néjakym zpusobem
ovliviiuje vlastnosti prochazejiciho zéatfeni. Do této skupiny patii nefelometrie,
turbidimetrie, refraktometrie, interferometrie a polarimetrie. (Nedoma et al., 1994).
Refraktometrie

Principem refraktometrickych stanoveni je, Ze na rozhrani dvou prostfedi se méni
rychlost a smér Sifeni a paprsek svétla se 1ame. Pomér rychlosti v rozdilnych prostiedich
vyjadfujeme jako index lomu. Cim hustsi a tedy i cukernaté&j§i most mame, tim vice je
svétlo lamano. Ruéni refraktometry jsou vyuzivany zejména ve vinohradech, pfi
kontrole vyzralosti bobuli. Ru¢ni refraktometry mohou byt kukatkové anebo digitalni.

Vysledky jsou nejcastéji vyjadieny v °Brix (Steidl, 2002).
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Obr. 5 Rucni kukatkovy refraktometr (Zdroj: archiv autora)
Abbé refraktometr je slozitéj$im pfistrojem, ktery vyuziva index lomu. Obsah

sacharidi je stanoven jako rozpustna susina mostu a vyjadien v °Oe (Balik, 2006).

Obr. 6 Abbé refraktometr (Zdroj: archiv autora)

Postup pfi méfeni pomoci Abbé refraktometru je oproti ruénim refraktometrim
0 néco slozit¢j$i. Pomoci Sroubil se nejdiive nastavi Cernobilé rozhrani tak, aby pfesné
prochézelo sttedem kiize v prvnim okularu. Poté se z druhého okularu odecte hodnota
na stupnici. Méfeni by se mélo provadét ve vice opakovanich. Abbé refraktometr udava
celkovou hustotu daného mostu, proto je tento zptisob hodnoceni nejpfesnéjsi. Vysledky
jsou ale pouze z malého mnozstvi stanovovaného vzorku, pouzivd se pouze jedna
kapka, proto je lep$i méfit cukernatost mostu pomoci hustomérii a moStomeér

(Maslanova et al., 2015).
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3.4 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody jsou zalozeny na elektrochemickém chovani roztoka.
Jsou zkoumany soustavy analyzovaného roztoku, ktery je v kontaktu s elektrodami
elektrochemického ¢lanku (Klouda, 2003). Ve vétsiné elektrochemickych metod
existuji tfi elektrody: pracovni elektroda referencni elektroda a pomocna elektroda. Tyto
tfi elektrody jsou piipojeny k fidicimu pfistroji, ktery urCuje potencidl pracovni
elektrody a méti se vysledny proud. Nejvyznamnéjsi elektroda je pracovni. Jedna se o
misto, na kterém probihaji reakce (Adams, 1969). Elektrochemické metody jsou
vyuzivané piedevSim pii stanoveni materiald, které jsou bud’ pevnymi vodi¢i, nebo
elektrolyty (Weppner et al., 1978). Stanovuji se koncentrace iontli, méfi se pH roztokda.
Sleduje se Cistota destilované vody anebo Cistota sachardzy v cukrovarnictvi. Kontroluji
se galvanické ¢lanky, baterie a palivové ¢lanky. (Brett et al., 1993). Dalsi uplatnéni je
v biosenzorice. Elektrochemické biosenzory kombinuji citlivost elektroanalytickych
metod a pfirozené selektivity biologické slozky. Biologicka slozka vytvaii elektricky
signal, ktery je pfimo umérny jeji koncentraci. Tato zafizeni jsou bézné pouzivana v
oblastech ochrany Zivotniho prostfedi, primyslu a zeméd¢lstvi (Ronkainen et al., 2010).

Sacharidy ale nevykazuji Zadny néboj, z tohoto divodu je analyza sacharidi
elektrochemickymi metodami slozita. Proto byly vyvinuty metody, které jsou zalozeny
na ionizaci sacharidi s vyuzitim vysoce alkalického elektrolytu (Soga a Serwe, 2000).

Do  skupiny elektrochemickych  metod, které jsou zalozeny na
oxida¢né-redukénich  reakcich,  patii  potenciometrie,  voltametrie,  nebo
elektrogravimetrie. Pro dalsi skupinu metod je typické méfeni elektrickych vlastnosti.
Jedna se naptiklad o méfeni vodivosti u konduktometrie anebo stanoveni kapacity u
dielektrimetrie. Nékteré separacni metody, které jsou zalozeny na rozdilu rychlosti
nabitych castic, jako je -elektroforéza a izotachoforéza se také =zahrnuji do
elektrochemickych metod (Klouda, 2003).
Potenciometrie

Potenciometricka stanoveni jsou zaloZena na méteni napéti na elektrochemickém
¢lanku, kdy se sleduje zavislost napéti na koncentraci iontl stanovované latky. Potencial
pracovni elektrody zavisi na koncentraci iontli stanovované latky. Referencni elektroda
vykazuje konstantni potencial. Probihaji zde elektrochemické reakce, pii kterych se

méni chemicka energie na elektrickou (Kiizenecka et al., 2014).
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Studie Moio et al., 2001 vyuziva potenciometrii na zaklad¢ fosforylace glukozy
a fruktézy rychly a jednoduchy postup jejich stanoveni. Reakce je katalyzovana
enzymem hexokinazou, ktera zajistuje prubeéh fosforylace, pti které dochazi k produkci
H" iont. Pomoci pH metru a automatizovaného softwaru se zjisti celkova koncentrace
glukozy a fruktdzy ve vzorku vina. Navrzend metoda je jednoducha a rychla predevsim
ztoho davodu, ze neni potfeba zadna uprava vzorku a udaje jsou automaticky
zaznamenavany a vyhodnocovany (Moio et al., 2001).
Elektroforéza

Princip elektroforézy je zaloZen na rozdilném pohybu stanovovanych latek pfti
pouziti elektrického pole elektrolytu. Pfi téchto stanovenich zalezi na povrchovém
napéti cCastic stanovované latky. Elektroforézni metody piredstavuji diky své
automatizaci, rychlosti a presnosti dileZitou soucast analytickych metod vyuzivanych
v praxi (Brett et al., 1993).

Studie Soga a Serwe, 2000 vyuziva ke stanoveni sacharidi elektroforézni metodu
s pouzitim UV detektoru. Byla detekovdna smés slozena z 28 cukernych latek.
Sacharidy byly identifikovany Vvtomto pofadi rib6za, mandza, xyloza, glukoza,
galaktoza, fukdza, fruktdza, rhamndza, laktdza, sacharoza (Soga a Serwe, 2000).
Kapilarni elektroforéza

V piipadé¢ kapilarni elektroforézy probiha separace stanovovanych latek
Vv kapilafe. Ta je naplnéna roztokem elektrolytu, nejéastéji roztok pufru (Brett et al.,
1993). Svyuzitim fotometrickych detektorti, amperometrie, nebo hmotnostni
spektrometrie a spravnych derivac¢nich ¢inidel, piedstavuje tato metoda piinosnou
alternativu ke stanoveni sacharidi. Oefner a Chiesa, 1994 testovali fadu deriva¢nich
¢inidel zahrnujici 2-aminopyridin, 4-amino-benzoovou kyselinu, 8-aminonaftalen-1,3,6-
trisulfonovou  kyselinu, 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonu a 3-(4-karboxybenzoyl)-2-
chinolin-karboxaldehydazu. Kazda alternativa ma své vyhody a kombinace testovanych
¢inidel umoziuje piesné mapovani sacharidi (Oefner a Chiesa, 1994). Ze studie Chen
et al., 1998 vyplyva, ze pro uvolnéni sacharidli je nejvhodnéjsi silné kysela hydrolyza
kyselinou trifluoroctovou. Pti této reakci vzniknou slouceniny sacharidi (aminocukry),
které jsou derivatizovany pomoci APTS (8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate). Detekce
takto vzniklych sacharidli je provadéna pomoci fluorescencnich laserovych detektort
(Chen et al., 1998). Ve studii Noe et la., 1999 bylo ve viné stanoveno také zastoupeni
sacharidi o mensich koncentracich jako je arabinéza, rhamnoéza, ribéza, xyloza

a galaktoza. Bylo prokazano vétsi zastoupeni pentdz ve viné, které bylo infikovano
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Botrytis cinerea. 1 kdyz existuje mnoho riznych technik kapilarni elektroforézy pro
stanoveni sacharidii, v praxi jsou malo aplikovany (Noe et al., 1999).
Kapilarni zonova elektroforéza

Ke stanoveni sacharidt se také vyuziva kapilarni zénova elektroforéza (capillary
zone electrophoresis — CZE). Jedna se o nepouzivangj$i a nejjednodussi typ kapilarni
elektroforézy. Princip je zalozen na rozdéleni latek ve stanovovaném vzorku do tzv. zon
podle mobility. Neutralni latky nemohou byt bez piipravy touto metodou stanoveny
(Brett et al., 1993). Sadecka a Polonsky, 2000 ve svém vyzkumu objasiuji, Ze pouziti
chiralniho deriva¢niho cinidla (fenylethylaminu) vede k jednodus$imu stanoveni
sacharidt. Pfidanim c¢inidla dochazi k derivatizaci inverznich sacharidt a tim ke zméné
jejich pohybu v elektrolytu. Tato metoda byla v nedavné dobé upravena pro analyzu
redukujicich cukri ve vin€. Aby se dosahlo lepsiho oddé€leni D-glukozy a D-mandzy byl
vzorek derivatizovan pomoci (R)-(+)-1-fenylethylaminu. Takto upravenou metodou
byla zjiSténa ptitomnost D-glukézy, D-mannosy, D-xylozy, L-arabindzy, D-galaktozy
a ve stopovych mnozstvich D-xyléza a D-rib6za (Sadecka a Polonsky, 2000). Cervena
vina se musi pied kapilarni zonovou elektroforézou odbarvit. Saenz-Lopez et al., 2004
vyuzil k oddéleni pigmentli Cervenych vin kiemennych kapilar z taveného kiemene s

ucinnou délkou 56 cm a vnitinim pramérem 75 cm (Saenz-Lopez et al., 2004).

3.5 Titra¢ni metody

Titratni metody jsou zaloZeny na reakci titra¢niho ¢inidla a analyzovaného
roztoku. M¢fi se objem spotiebovaného titra¢niho ¢inidla do bodu ekvivalence. Bod
ekvivalence se indikuje bud’ vizudln€, nebo pomoci indikacnich instrumentélnich
metod. Indikatory jsou latky, které méni barvu v zavislosti na pH (Jancafova et al.,
2003; Nedoma et al., 1994).

Manganometricka titrace

Manganometrickd stanoveni jsou zaloZena na oxida¢nich vlastnostech roztoku
manganistanu draselného, jehoZz vlastnosti zavisi na okolnim prostfedi. Manganistan se
V kyselém prostfedi redukuje na bezbarvé manganaté ionty. V neutrdlnim prostfedi
vznika jeho redukci oxid mangani€ity. V silné zasaditém prostiedi se redukuje aZ na
manganan (Jancafova et al., 2003). Mezi velkou piednost manganistanu draselného
patii jeho fialové zbarveni, diky némuz se snadno zjisti bod ekvivalence. Naopak

nevyhodou je to, Ze vodné roztoky jsou velmi malo stabilni. Ke standardizaci roztoku se
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nejcasteji pouziva kyselina $tavelova, oxid arsenity nebo také hexakyanozeleznatan
draselny. V né€kterych piipadech byva pouzita i Mohrova stl (Renger et al., 1998).

Stanoveni redukujicich cukrti podle Bertranda je manganometrické metoda
zalozena na interakci mezi volnou karbonylovou skupinou a Fehlingovym ¢inidlem.
Probiha reakce mezi redukujicimi cukry a CuSOs, pfi niz dochdzi ke vzniku
ekvivalentniho mnozstvi Cu,O. Bod ekvivalence je urCen zménou barvy roztoku.
Metoda je sice piesna, ale jedna se o ¢asové naro¢nou metodu. Z tohoto diivodu se
V praxi jiz téméf nepouZzivd. Je nahrazena automatizovanymi technikami jako jsou
HPLC a elektrochemické metody (Kolusheva et al., 2011). Stanoveni podle Bertranda
ma nevyhodu také v nestabilité¢ roztoku KMnQO4, zplsobenou citlivosti na organické
hmoty. Tyto odchylky vsak byvaji pfi vyhodnoceni zcela ignorovany (Wildman a
Hansen 1940).

Jodometricka titrace

Jodometrie je metoda, kterd se vyuziva ke stanoveni redukéniho ¢inidla pomoci
titrace odmérnym roztokem jodu, nebo se také vyuziva pti reakcich s oxida¢nim
¢inidlem a naslednou titraci odmérnym roztokem thiosiranu nebo arsenitu (KfiZenecka
et al., 2014, Nedoma et al., 1994). Specifickym ¢inidlem v jodometrii je Skrobovy maz,
ten se diky trijodidu zbarvuje na modrou az fialovou barvu a tim dochazi k indikaci
dosazeni bodu ekvivalence (Barto$ et al., 2004). Ke zmén¢ barvy dochazi pti vzniku
vysledné dvojné vazby, v disledku enolizace (vznik enolli z aldehydd nebo ketont).
Tato reakce je ovlivnéna raznymi faktory jako je koncentrace sacharidii, mnozstvi
zéasaditych latek, teplota a doba reakce (Zoecklein, ¢1995).

Stanoveni redukujicich cukrti podle Rebeleina je zalozeno na redukci piebytku
médi, ktery zistane po reakci sredukujicimi cukry. Tento piebytek je nasledné
redukovan prebytkem jodidového iontu k produkei ekvivalentniho mnozstvi jodu. Poté
se jod titruje thiosiranem sodnym (Balik, 2006). Do roztoku se piidava vinan
sodno-draselny kvili snadn€j$imu oddélovani srazeniny Cu,O. Komplex médi a vinanu
je stabilni 1 pfi vysokych teplotach, redukovana méd’ vSak netvofi tak pevny komplex
s vinanem a snadno se V roztoku vysrazi (Joslyn, 1970). Pti tomto zpisobu stanoveni
redukujicich cukri se musi dbat na nékolik vlivl, které by mély byt peclivé
kontrolovany, aby byly vysledky spravné. PouZivané roztoky jsou ve vétSiné piipadi
pfed stanovovdnim jiz né&jakou dobu pfipraveny, coz miZe vést k nepfesnostem
vysledkll. Roztoky nemohou byt usp&$né uschovavany, protoZe podléhaji snadnému

rozkladu. ReSenim je alespon prodlouzeni doby rozkladu, kdy se roztoky uschovavaji
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Vv chladnych prostorach nebo lednicich. DalSim ovliviiujicim faktorem je teplota. Pfi
teplotach do 90°C se reakce urychluje, jakmile dosdhne teplota 100°C a vice, nastava
snizeni mnozstvi médi a tak mohou nastat urc¢ité odchylky (Zoecklein et al., 2013).
Potenciometricka titrace

Tyto metody jsou zalozeny na potencidlu stanovovanych latek. Potencial obecné
zavisi na zastoupeni iontt vroztoku. Pifi indikaci se vyuzivd reten¢ni a indikacni
elektroda. Napéti se meti potenciometrem v zavislosti na ptidaném mnozstvi titra¢niho
¢inidla (Ktizenecka et al., 2014). Vysledky ze studie DE-AO, 2007 ukazuji, ze tato
metoda je vysoce citliva, rychla a také pohodlnd =z hlediska detekce vysledkd.
Smérodatna odchylka byla pouze 0,09 (DE-AO, 2007). Ve studii Shalaby et al., 1989
byl proveden pokus se zahfivanim sacharidi ve vrouci vodni lazni S piebytkem
alkalického roztoku bromidu a rtuti. Detekce kone¢ného bodu byla provedena pomoci
selektivni elektrody. Na zakladé¢ statistické analyzy vysledki ziskanych touto metodou
bylo prokéazéano, ze tato metoda miize byt pouzita se stejnou presnosti jako metoda podle

Bertranda (Shalaby et al., 1989).

3.6 Enzymatické metody

Enzymy jsou biologické katalyzatory, diky kterym probiha mnoho slozitych
chemickych reakci. Pti téchto reakcich probiha interakce mezi substratem a enzymem
za vzniku komplexu, ktery se déale §tépi na produkt. Enzym se uvolni v nezménéné
formé. Reakce byvaji nejefektivnéji katalyzovany pii pokojové teplot¢ a pH 7
(Guilbault, 1970). Enzymy jsou primyslov¢ pfipravovany a vyuzivaji se ke stanovovani
zhruba patndcti slozek obsazenych v napojich. Tyto metody jsou velmi citlivé, a proto
dokézi konkurovat i ostatnim metoddm a je to hlavni diivod, pro¢ jsou pouzivany také
pfi analyzach vina. Tyto metody jsou zalozeny na méfeni narGstu nebo poklesu
absorbance NADH nebo NADPH, které jsou absorbovany v ur€ité oblasti vinovych
délek. Méteni se obvykle provadi pomoci spektrofotometru pii vinové délce 340 nm.
Nevyhody téchto metod jsou ve vysS$i naro€nosti na €as a financni ndrocnosti.
Enzymatické metody se vyuzivaji také jako referenéni metody k ovéfeni
chromatografickych (HPLC a IEC) a elektrochemickych metod (Mato et al., 2005).

Princip enzymatického stanoveni glukozy a fruktozy je zaloZen na biochemické
reakci, ve které dochazi diky ATP k fosforylaci glukézy a fruktozy za vzniku glukédzy-
6-fosfatu a fruktdzy-6-fofatu.V ptitomnosti NADP a gluko6za-6-fosfatdehydrodenazy se

glukoza-6-fosfat oxiduje na kyselinu 6-fosfoglukonovou. Koncentrace glukozy je
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umérna mnozstvi NADPH vzniklého redukci NADP. Frukt6za-6-fosfat se pomoci
fosfoglukdzoizomerazy méni na glukozo-6-fosfat a dale oxiduje na kyselinu
6-fosfoglukonovou. V obou piipadech se méti koncentrace NADPH pomoci UV/VIS
spektrometru jako absorbance pii vinové délce 340 nm (Balik, 2006).

Ve vinafstvi se enzymatické metody vyuzivaji predevsim pro vyzkum. Naptiklad
pii stanoveni isomerni povahy Kkyseliny mlécné, ktera vznikd ze sacharida pfii
malolaktické fermentaci (Lafon-Lafourcade, 1978). Pomoci enzymatické reakce lze
stanovit obsah glycerolu ve viné. Ve studii Nunes Fernandes et al., 2004 byla jako
katalyzator reakce vyuzita glycerol dehydrogenaza. Spektrometricky pak bylo
stanoveno mnozstvi vzniklého NADH, které piedstavuje umérnou koncentraci glycerolu
ve vin¢. Tento postup umoziuje stanoveni glycerolu bez predbéznych uprav vzorku.
(Nunes Fernandes et al., 2004). V praxi se ¢asto enzymatickymi metodami Stanovuje
predevsim kyselina askorbova, fenolické latky a zajimavosti je také stanoveni mnozZstvi
histaminu ve ving, ktery je ve vétsi mife pro ¢lovéka Skodlivy (Landete et al., 2004;
Shekhovtsova et al. 2006; Stevanato et al., 2004).

3.7 Hydrometrie

Hydrometricka stanoveni se provadéji pomoci areometrt. Jednd se o sklenéné
piistroje, které funguji na zakladé stanoveni hloubky ponoru v métfené kapaling.
Hloubka ponoru a nésledné vysledky jsou ovlivnény teplotou a povrchovym napétim
kapaliny. Areometry se dé¢li, podle toho jakou hodnotu udavaji, na hustoméry
a mostoméry. Hustoméry udéavaji pouze hustotu daného roztoku. MosStoméry jsou
areometry, ze kterych lze pfimo vycist koncentraci sacharidii. V praxi se vyuziva ke
stanoveni cukernatosti mosta (Balik, 2006).

Existuji rizné typy meéticich pfistroji, které se od sebe lisi stupnici:

Ceskoslovensky normalizovany mo$tomér udavd cukernatost ve stupnich
Normalizované¢ho mostoméru (°NM) tj. pocet kilogramii cukru ve 100 I mostu.

Klosterneubursky mostomér udava pocet kilogrami cukru na 100 kg moStu.
Stupet Klosterneuburského mosStoméru se znaci °Kl a pouzivd se predevSim
v Rakousku a na izemi Mad’arska.

Oechsleho mostomér je jednim z areometrt, ktery nezahrnuje obsah necukernych
latek v mostu. Jeho stupnice udava relativni hustotu v Oechsleho stupnich (°Oe). Tento

moStomer se pouziva hlavné v Némecku a Svycarsku.
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Ballingiiv hustomér udava ve stupnich Brixe (°Brix,°Bx) hmotnosti procento

cukru pfi 20°C (Balik, 2006).

Obr. 7 Ukdazka mostomérii (Zdroj: archiv autora)

Prace s areometry neni zadnym zptisobem naroc¢na. Dulezité je pouzivat dokonale
suché a Cisté ptistroje a dostatecné velké odmérné valce. Nekteré pristroje jsou spojeny
s teploméry, které jsou dobrou a vyhodnou soucésti. Je totiz nutné si pfedem zméfit
teplotu mostu a namefené hodnoty pak upravit podle tabulek. Vysledky odecitame ze
stupnice az poté, co se areometr v mostu ustali a nedotyka se stén odmérného valce.
Cukernatost udava mnozstvi cukrii v roztoku. Cukernatost moStu ma piimé spojeni
S pozd¢jSim obsahem alkoholu a buketnich latek ve vin€. Jednd se o rozhodujici faktor

pti zatfidovani budoucich vin podle kvality (Global Wines, 2001-2009).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1 Pouzité vzorky

Pro ucely experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici vzorky vin. Jednalo se o
dvé bila vina. Vina byla ¢eského ptivodu, vypéstovana na Jizni Moravé a zakoupena ve
vinotéce Moravsky sommelier v Lednici.

Tramin Cerveny (TC) — polosuché vino roéniku 2013, s obsahem alkoholu 12,5%.
Vyrobce tohoto vina je Vino Mikulov (K Vapence), patii pod kolekci Sommelier Club.
Hrozny pochazely z vinaiské obce Mikulov, vini¢ni trat’ Pod Svatym Kopeckem I.
Jedna se o jakostni vino s ptivlastkem pozdni sbér, to znamend, Ze pti sbéru mel most
cukernatost minimalné 21°NM.

Veltlinské zelené (VZ) — suché vino ro¢niku 2015 s obsahem alkoholu 13% od
Bieclavského malovinate Josefa Mraze (Gen. Simka). Toto vino bylo vypéstovano na
Morave€, ve vinaiské obci HruSky, ktera spada pod Slovackou podoblast. Vino bylo
zatfidéno jako Moravské zemskeé, tedy vyrobeno vyluéné z hroznli vypéstovanych na

uzemi Moravy. Vino bylo nakoupeno jako sudové (C. Sarze 5/15).

4.1.2 Pouzité chemikalie
Pro stanoveni redukujicich cukri podle Bertranda byly pouzity chemikalie:
e Carez I: roztok K4Fe(CN)g - 3 H,0
e Carez Il: roztok ZnSQO, - 7 H,0
e 0,02 molarni roztok KMnQO4
e Roztok Fe;(SO4)3: v 1000 ml je rozpusténo 50 g Fey(SO4)s; + 110 ml
koncentrované H,SO,
e Fehling I: v 1000 ml je rozpusténo 69,3 g CuSO4 - 5 H,0
e Fehling Il: v 1000 ml je rozpusténo 346 g vinanu sodno-draselného

a 103,2 g NaOH. Musime rozpoustét oddélen¢ a az nasledné smichat.

Pro stanoveni redukujicich cukrii podle Rebeleina byly pouZity chemikalie:
e Roztok ¢. 1: v 1000 ml je rozpusténo 41,92 g CuSO4 - 5H,O + 10 ml
0,5 molarniho roztoku HoSOu4
¢ Roztok ¢. 2: v 1000 ml je rozpusténo 250 g vinanu sodno-draselného

+ 80 g NaOH. Musime rozpoustét oddélené a az nasledné smichat.
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¢ Roztok ¢ 3: v 1000 ml je rozpusténo 300 g KI + 100 ml 1 molarniho
NaOH

e Roztok €. 4: 16 % roztok kyseliny sirové H,SO4

e Roztok ¢. 5: 0,5 % Skrobovy maz

¢ Roztok ¢. 6: v 1000 ml je rozpusténo 13,7772 g Na,S;03 - 5H,0 + 50 ml
1 molarniho NaOH

4.1.3 Pouzité pristroje
ALPHA FTIR Spectrometer BRUKER, Némecko
e k analyze vina neni potfeba zadny spotiebni material
e neni potfeba Zadna ptiprava vzorku pted analyzou
e pouzita vzorkovaci ATR technika
e moznost roz§ifeni kalibraci
e intuitivni software

e modul pro odbér vzorkl QuickSnap ™

4.1.4 Postup

Stanoveni redukujicich cukri podle Bertranda

Nejdiive byly vzorky vin Cifeny Carezovymi roztoky a to nasledujicim zptisobem.
Do 100 ml odmérné baiiky bylo pipetovano po 50 ml vzorku TC (VZ) a nasledné bylo
pridano 5 ml roztoku Carez | a 5 ml roztoku Carez II. Obsah batky byl dukladné
promichéan. Poté byla baiika doplnéna az po rysku destilovanou vodou a obsah byl opét
promichan. Piipraveny roztok byl pomoci filtracniho papiru a nalevky prefiltrovan do
kadinky.

Do konické baniky s vnéjsim zabrusem bylo néasledné odpipetovano 25 ml roztoku
Fehling I a stejné mnozstvi roztoku Fehling II. K témto roztokiim bylo ptfiddno 20 ml
giteného vzorku TC (VZ). Peélivé promichani smés byla béhem 4-5ti minut pfivedena
k varu. Po uplynuti pfesné 2 minut byla smés ochlazena 100 ml destilované vody. Po
dobu cca 3 minut byl vzorek ponechan v klidu, aby doslo k usazeni vylou¢eného oxidu
méd’ného na dno konické banky. Tekutina nad oxidem méd'nym byla slita pfes fritu
spojenou s vodni vyvévou tak, aby se na fritu pfeneslo minimalni mnoZstvi oxidu
méd’ného. Zbytek oxidu médného, ktery zistal usazeny na dn€ konické barnky, byl
opakované prolit horkou destilovanou vodou. Frita byla nasledné pienesena na

konickou barku s oxidem méd'nym, ktery byl rozpustén pielitim frity roztokem siranu
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zelezitétho 0 objemu 10-40 ml. Nakonec byla frita proplachnuta také horkou
destilovanou vodou. Po rozpusténi veskerého oxidu médného byla co nejdfive

provedena titrace roztokem KMnQO4 do riizového zbarveni.

Stanoveni redukujicich cukria podle Rebeleina

Do kuzelovité banky bylo napipetovano 10 ml roztoku ¢. 1 a 5 ml roztoku €. 2. Po
promichani byly ptidany 2 ml vzorku TC (VZ). Béhem 4-5ti minut byla smés pfivedena
k varu, ktery probihal pfesné po dobu 1,5 minuty. Poté byla smés co nejrychleji
chlazena 25 ml destilované vody a pod tekouci vodou byla jeji teplota upravena az na
laboratorni teplotu. Po pfidani 10 ml roztoku ¢ 3, 10 ml roztoku ¢. 4 a 10 ml roztoku €. 5
byla tato smés neprodlené titrovana roztokem ¢. 6 do mlécné bilého. Toto zbarveni
muselo vydrzet po dobu alesponi tii minut. Sou€asn¢é byl proveden také slepy pokus,
jehoz stanoveni probihalo zcela totozné€, akorat misto vzorku vina byly pfidany 2 ml

destilované vody.

Stanoveni na pristroji ALPHA

ALPHA je analyzator, ktery vyuzivd FTIR metodu, zaloZenou na absorpci
infraterveného  zafeni pii  prichodu analyzovanym  vzorkem. Jednd se
0 spektrometrickou metodu. Pied prvnim méfenim byl ptistroj dikladné proplachnut
deionizovanou vodou. Od kazdého vzorku bylo pouzito mnozstvi 1 ml. Z tohoto
mnozstvi bylo 0,5 ml pouzito na proplachnuti pfistroje. Ze zbyvajiciho mnozstvi se

provedly 3 méfeni, automaticky byly vyhodnoceny primérné hodnoty.

4.2 Vyhodnoceni
Veskeré rozbory byly provedeny V laboratofich Zahradnické fakulty v Lednici na

Ustavu Vinohradnictvi a vinatstvi. Kazdy vzorek byl jednotlivymi metodami pieméfen
ve tfech opakovanich. Vysledky byly zprimérovany a jsou uvedeny v nasledujicich
tabulkach.
Vyhodnoceni stanoveni redukujicich cukrii podle Bertranda
Stanoveni podle Bertranda prob&hlo 15. 3. 2016. Po provedeni pokusu byla
nejdiive vypoctena hmotnost médi podle vztahuc=a - f- 7,157
a...spotfeba KMnOj4
f...faktor KMnO, = 1,0013
Vysledna hodnota byla pomoci tabulek pfevedena na odpovidajici hmotnost

redukujicich cukrt stanovenych v konické bance. Pfepoftem na znadmy objem
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testovaného vina byla vyjadiena koncentrace redukujicich cukrii ve TC (VZ). Vysledky
byly zaznamenany do tabulky 6.

Tab. 6 Vysledky stanoveni podle Bertranda — TC aVZ

Tramin &erveny - TC
cired. cukru [g /1] 9,9
Czred. cukru [g /1] 7,9
csred. cukru [g /1] 9,4
Primérna c red. cukra [g/l] 9,1
Veltlinské zelené - VZ
cired. cukru [g /l] 9,1
Czred. cukru [g /1] 7,8
csred. cukru [g /l] 8,5
Primérna c red. cukrt [g/1] 8,5

Na obrazku 8 je znazornény pribéh stanoveni podle Bertranda od piipravy vzorka
az po kone¢né zbarveni po ukoncenti titrace. Nejdiive probihala uprava vzorkl pridanim
Carezovych roztokt (A). Filtraci (B) bylo ziskano vycifené vino, které mohlo byt
nasledné stanovovano. Obrazek C zachycuje ptelévani oxidu méd’ného roztokem siranu
zelezitého. Na obrazku D a E je viditelna barevna zména na zacatku titrace roztokem

KMnO; a po jejim ukonceni.

Obr. 8 Priibéh stanoveni redukujicich cukrii podle Bertranda

Vyhodnoceni stanoveni redukujicich cukria podle Rebeleina
Stanoveni podle Rebeleina probéhlo ve dnech 16. 3. a 22. 3. 2016. Vysledna
koncentrace redukujicich cukrui byla vypoctena podle vztahu: c=a—Db

a....spotieba roztoku ¢. 6 pfi titraci slepého pokusu [ml]

b...spotieba roztoku ¢. 6 pii titraci vzorku vina [ml]

C...vysledna koncentrace redukujicich cukrt [g/1]
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Vysledky jednotlivych opakovani a primérné hodnoty byly zaznamendny do
tabulky 7.
Tab. 7 Vysledky stanoveni podle Rebeleina — TC a VZ

Tramin &erveny - TC
cired. cukru [g /1] 8
Czred. cukru [g /1] 9
csred. cukru [g /l] 9
Primérna c red. cukra [g/l] 8,7
Veltlinské zelené - VZ
cired. cukru [g /1] 8,4
Czred. cukru [g /1] 8,5
csred. cukru [g /l] 8,3
Primérna c red. cukrt [g/1] 8,4

Na obrazku 9 jsou znazornény barevné zmény smési TC v prib&hu stanoveni
podle Rebeleina. Obrazek A a B znazormuje barevny rozdil pied pfidanim roztoku ¢. 2 a
po pifidani. Na obrazku C byl roztok po vafeni ochlazovan na laboratorni teplotu.

Posledni z obrazka je zachycenim barevné zmény po ukoncent titrace.

Obr. 9 Barevné zmény béhem stanoveni podle Rebeleina

Vyhodnoceni méreni na pristroji ALPHA
Posledni stanoveni prob¢hlo automaticky na pfistroji ALPHA 19. 4. 2016.
Ptistrojem bylo stanoveno nejen mnozstvi redukujicich cukrti, ale také dalSi parametry,

které jsou znazornény v tabulce 8.
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Tab. 8 Vysledky mereni - ALPHA

Alkohol | Titr. kys. | Red. cukry | Jableéna | Mlééna | Octova | Vinna | Glycerol | pH

[%0] [g/1]

TC | 12,38 6,57 6,02 2,67 0,58 0,62 2,46 6,57 3,38

Vz | 12,57 5,47 6,89 1,19 0,49 0,35 1,97 6,39 3,35

Graf 1 znazoriuje srovnani vysledkd ze viech tii metod u vzorki TC a VZ. Je
viditelné, ze vysledky titra¢nich metod jsou u jednotlivych vzorki velmi podobné.
Rozdil mezi stanovenim podle Bertranda a Rebeleina u vzorku VZ se 1i§i o pouhou
desetinu g/l . Oproti tomu vyhodnoceni na piistroji ALPHA uvedlo znaéné odlisné
vysledky. V grafu 1 je znazornéno jak maly rozdil je ve vyslednych hodnotach pii
stanoveni podle Rebeleina, u jednotlivych vzorkd. Vino polosuché (TC) ma srovnatelné

mnozstvi redukujicich cukrii jako vino suché (VZ).

Srovnani hodnot redukujicich cukria podle metod u bilych vin

[E
o

H Bertrand
H Rebelein

m ALPHA

Mnoizstvi redukujicich cukri (g/1)
O R N W & U1 O N 0O OO

Graf 1 Srovnani hodnot redukujicich cukrii podle metod u bilych vin
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4.3 Diskuze

Byl proveden pokus tykajici se stanoveni sacharidi ve vzorcich vin tfemi
analytickymi zpisoby. Z naméfenych dat a jejich vyhodnoceni lze konstatovat, ze
titraéni metody, které¢ byly vyuzity, jsou pro stanoveni sacharidii vhodn¢jsi variantou
nezli automatickd analyza na spektrometrickém piistroji ALPHA. Tato pfistrojova
analyza neni pro stanoveni sacharidii vhodnou alternativou, jedna se spiSe o orientacni
metodu vyuZivanou pro rychlé ale méné pfesné méteni. Mnozstvi redukujicich cukrti u
vzorku TC jsou stanoveny podle Bertranda na 9,1 g/l a podle Rebeleina na 8,7 g/l.
Vzorek VZ obsahuje podle Bertrandovy metody 8,5 g/l a podle Rebeleina 8,4 g/l.

Z ¢asoveého hlediska jsou titraéni metody velmi naro¢né. Nejdéle probihalo
stanoveni podle Bertranda, pii némz byla nejdfive provedena ptiprava vzorkl spojena
s filtraci. Pfi prubéhu samotného pokusu byly zaznamenany dal$i Casové prostoje
spojené se zahiivanim a ochlazovanim vzorkli a ndslednou filtraci pres fritu. Kazdé
stanoveni se provadélo ve tfech opakovanich, takze celkovy pokus probihal v ramci
nékolika hodin. Naproti tomu analyza obou vzorkl ve tfech opakovanich na pfistroji
ALPHA byla provedena béhem necelé ptl hodiny a byly stanoveny nejen redukujici
cukry, ale také tada dalSich chemickych latek. Také Yebra et al., 1993 ve své studii
uvadi vyhody spektrometrickych stanoveni predevSim v jejich rychlosti a snadné
piipravé vzorkl. Provedl stanoveni sacharidi dle Bertranda, Rebeleina a atomové
absorp¢ni spektrometrie. Oproti ru¢nim metodam, které zaberou v pruméru hodinu az
hodinu a ptl na stanoveni jednoho vzorku, byla urCena primérna doba trvani stanoveni
jednoho vzorku piistrojovou analyzou na pouhé tii minuty (Yebra et al., 1993).

Pro snadnéj$i a rychlejsi priabéh titracnich metod bych doporucila vyuziti
automatickych titraénich zafizeni. Ve studii Nazarenko, 2010 byly zkoumény riizné
moznosti automatické detekce pii titracich. S vyuZitim instrumentalnich detektorti
(CCD na bazi spektrofotometru, kamera s RGB digitalizaci, fotodioda s ptislusnymi
filtry) se zkratila doba titrace a zvysila se piesnost (s chybou 0,1-1%). Tato alternativa
predstavuje cenové dostupnou moznost jak vylepsit titracni metody zejména v malych
laboratofich a na univerzitdch. Pofizovaci ndklady se pohybuji pouze ve stovkéach
dolart (Nazarenko, 2010). Automaticka titracni zafizeni jsou také vhodné&jsi pro
stanoveni Cervenych vin. Klasicky zpisob nahradil Feng et al., 2009 pfi svém

experimentu automatickym potenciometrickym titratorem spojenym s vysokoteplotni
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redoxni elektrodou. Stanoveni sacharidii takto vylepSenou metodou vykazovalo nizkou
relativni odchylku 0,124% - 1.637% (Feng et al., 2009).

De Castro et al., 2005 ve své studii také srovnaval rGzné zplsoby stanoveni
redukujicich cukrii. Pouzil stanoveni jak titra¢ni, tak i pomoci HPLC, spektrofotometrie
a refraktometrie. Dosel k zavéru, ze vSechny pfistrojové analytické metody, jsou
vyhodnéjsi nez ty titracni. Ne Ze by byly titracni metody nepiesné, ale nemaji zadné
specifické vyhody. Naopak u modernéjsich analytickych metod vyuzivajici ptistroje je
mozné stanovovat vice latek najednou, coz je v dnesni dobé velkou vyhodou (De Castro
et al., 2005).

Bodové byly na zaklad¢€ prostudované literatury a praxe ohodnoceny jednotlivé
analytické metody z hlediska ptesnosti, obtiznosti na obsluhu, naro¢nosti na cas
a finan¢nich nakladt. Bodova skéla je od 1 do 5, kdy 5 je nejlep$i mozné ohodnoceni.
Porovnani je uvedeno v tabulce 9. Celkové nejlépe ohodnocené byly chromatografické
metody. Nejméné bodi bylo ptidéleno enzymatickym metodam, ale nelze fict, ze jsou
nejméné vhodnym zplisobem pro stanoveni sacharidi. Jejich nejvétsim nedostatkem je
finan¢ni a Casovd naroCnost, ktera je spojena s piipravou a pofizovanim vhodnych

enzymatickych ¢inidel.

Tab. 9 Bodovani analytickych metod

Metody Piesnost ObtiZnost Narocnost na ¢as | Finan¢ni naklady
Chromatografické |5 5 5 1
Spektrometrické 1 4 4 4
Elektrochemické 4 3 3 3
Titracni 3 2 1 5
Enzymatické 2 1 2 2
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5 ZAVER

Analytické metody jsou vyuzivané pro stanoveni nejriznéj$ich chemickych
komponent nejen ve viné ale také v ostatnich napojich a potravinach. Tyto metody jsou
neustdle zdokonalovany, hlavné na urovni technickych pfistroji, coz vede k ziskavani
stale presnéjSich dat za kratSi dobu. Analytické metody, vyuzivané ke stanoveni
sacharidi v mostu a ve ving, jsou hodnoceny na zakladé n€kolika aspektt, podle kterych
lze tyto metody navzajem porovnavat.

Nejlépe hodnocené jsou chromatografické metody. Jejich pfednosti jsou zalozené
zejména na vysoké citlivosti a presnosti stanoveni. Ve vétSiné pripadii neni nutna
predchozi ptiprava vzorku (derivatizace, filtrace, dekolorizace, aj.). Pokud jsou né&jaké
upravy vzorkd nutné, jedna se pouze o snadné pracovni postupy.

Doba stanoveni se li§i podle typu chromatografické metody. NejpomalejSim
zpusobem je nizkotlaka kapalinovd chromatografie (LPC), kdy stanoveni probiha i
n¢kolik  hodin.  Nejefektivnéj$i a nejrychlejsi je  vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC), kdy stanoveni probiha pouze par minut. Pravé HPLC je
v soucasné dob& nejvice vyuzivanou metodou. Ma velké pole pusobnosti, ¢asto byva
spojena se spektrometrickymi detektory. Jeji velkou nevyhodou jsou vysoké pofizovaci
naklady. Cena jednoho stanoveni sacharida metodou HPLC s refraktometrickou detekci
je 1250 K.

Spektrometrické a Elektrometrické metody byly ohodnoceny stejnym poctem
bodii. Zde je dilezité si uvédomit, ze srovnani metod zéalezi na stanovované latce. Pro
stanoveni sacharidi jsou z hlediska piesnosti sice lepsi elektrochemické metody, ale
jejich nevyhody spocivaji ve vy$$i obtiznosti. Ta je spojena s ptipravou vzorkd. Je
potieba ze sacharidi, které jsou jinak neutralni, uvolnit energii takovym zptisobem, aby
se uvolnila kontrolované a mohla byt métena. V dnesni dobé disponuji ob¢ tyto metody
automatizovanymi pocitaci, které ihned vyhodnoti naméfené hodnoty. Poftizovaci
naklady jsou podle typu piistroje rozdilné. Drahé elektrochemické ptistroje mohou byt
nahrazeny sensory s jednoduchou elektronikou.

Cena  spektrometrického  stanoveni  glukdzy, fruktézy a  sachardzy
v akreditovanych laboratotich se pohybuje okolo 330 K¢&.

Titracni metody se umistily na pfedposlednim misté. Nejvétsi nevyhoda téchto

metod spociva ve zdlouhavém a obtiznému procesu samotného stanoveni. Mnohé
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studie, které vyuzivaji ke stanoveni sacharidu titracni metody, jsou z padesatych let 20.
stoleti. Jedna se o velmi dlouho pouzivané metody, ale s postupem casu je jejich vyuziti
nahrazovano plné automatizovanymi pfistroji. Titracni metody nejsou finanéné
nakladné, proto se pouzivaji v univerzitnich a mensich laboratofich. Ke zjednoduseni
pracovni naro¢nosti pfispiva vyuziti automatickych titra¢nich pfistroju.

Dalsi metody jsou enzymatické. V bodovani se umistily na poslednim mist¢.
Jejich nejvétsi prednost spociva v piesnosti a rychlosti stanoveni. Jsou vysoce sensitivni
na organické a biochemickeé latky. Jejich vyuzivani v praxi je vSak brzdéno financ¢ni
naroc¢nosti. Nejen Ze potizovaci ndklady enzymatickych analyzatori jsou vysoké, ale ke
stanoveni je zapotiebi enzymatickych ¢inidel. Zdlouhava piiprava a uschovavani téchto
preparatll jsou velmi drahé zaleZitosti. Proto se v praxi tyto metody vyskytuji prozatim

velmi malo.
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6 SOUHRN

Analytické metody pro stanoveni sacharidii v moStu a viné

Vino je velmi komplexni produkt, ktery obsahuje velké mnozstvi latek. Mnoho z
nich je ve velmi nizkych koncentracich, ale i pfesto hraji dtlezitou roli. Celkova analyza
vina je sice naro¢nd, ale jde o jediny zpusob jak ziskat potiebné informace.

Literarni ¢ast této bakalarské prace seznamuje Ctenafe s chemickymi vlastnostmi
sacharidd, které se nejvice podileji na celkové charakteristice vina. Jedna se predevSim
0 glukozu, fruktézu a sachar6zu. Bylo uvedeno rozdéleni analytickych metod, které se
vyuzivaji ke stanoveni sacharidii v mostu a ve vin¢ a na zakladé prostudovanych studii
uvedeny trendy, které se v této oblasti v soucasné dob¢é vyuzivaji a které vedou ke
zvySené ucinnosti pro stanoveni sacharida.

V experimentalni ¢asti byly ke stanoveni redukujicich cukrl u dvou vzorki bilych
vin vyuzity dvé titraéni metody. Analyza vzorkl probehla také na spektrometrickém
piistroji ALPHA. Na zakladé praxe a poznatkd z literatury byly metody porovnany
z hlediska presnosti, obtiznosti, ¢asové naroCnosti a finanénich nakladt spojenych

S jejich uzivanim.

Kli¢ova slova: sacharidy, chemicka analyza, chromatografie, spektrometrie,

elektrochemické metody, titra¢ni metody, enzymatické metody, ALPHA
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RESUME

Analytical methods for the determination of carbohydrates in must and wine

Wine is a complex product contains of large number of substances. Many of them
are in very low concentrations, but nevertheless play an important role. Overall analysis
of wine is indeed difficult, but it is the only way to get needed information.

Literary part of this thesis introduces the readers with the chemical properties of
carbohydrates, which are the most important for total characteristics of the wine. The
most represented carbohydrates are glucose, fructose and sucrose. It summarized the
distribution of analytical methods for determination of carbohydrates in must and wine.
Based on studies there were presented trends which are in this area currently used and
which lead to increasing efficiency for the determination of carbohydrates.

In the experimental part was for determine the reducing sugars in the two samples
of white wine used two titration methods. Analysis of samples was also determined by
spectrometric instrument ALPHA. Methods were compared from the aspects of
accuracy, difficulty, time demands and financial costs associated with their application
based on the experiment and knowledge of the literature.

Keywords: carbohydrates, sugars, chemical analysis, chromatography,

spectrometry, electrochemical methods, titration methods, enzymatic methods, ALPHA
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