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Vyuziti *H NMR Kk uréeni kvality a geografického piivodu
vina a piva

Souhrn

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je rozvijejici se perspektivni metoda vyuzivana
k detekci falSovani potravin nebo wureni geografického puvodu. Jednou z nejcastéji
falSovanych potravin je vino. NMR spektra vina jsou vysledkem odezvy 30-50 sloucenin, maji
vysokou reprodukovatelnost a piesnost a jejich vzajemné poméry a zastoupeni mohou byt
markerem uréité odriidy nebo oblasti. Ceské pivo je zase znamkou chranéného zemépisného
oznaceni a existuje zde moznost zneuziti nebo podvodu. Jen malo védeckych studii bylo
zameéteno na vyuziti NMR v urceni geografického ptivodu piva.

Kli¢ova slova: vinna réva, vino, geograficky pivod, NMR metabolomika



Use of H NMR in assessment of quality and geographic
origin of wine and beer

Summary

Nuclear magnetic resonance (NMR) is an evolving perspective method used to detect
food adulteration or determination of geographical origin. One of the currently adulterated
foods is wine. The NMR spectra of the wine are the result of a repercussions of 30-50
compounds, have high reproducibility and accuracy, and their relative ratios and quantities can
be markers for determination of varieties or regions. Czech beer is a trademark of a protected
geographical indication (PGI) and the possibility of abuse or fraud. Few scientific studies have
focused on the use of NMR in determining the geographical origin of beer.

Keywords: grape wine, wine, geographical origin, NMR metabolomics
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1 Uvod

FalSovani potravin a potravinova bezpecnost jsou pojmy v poslednich letech hodné
diskutované a Evropské Unie a rtizné organizace se snazi témto praktikdm co nejvice zabranit.
FalSovani potravin a potravinové podvody maji pozitiva pouze pro vyrobce dané¢ komodity,
ktefi diky tomuto dosahuji vys$sich ziskd. VysSich ziskt mize dosahnout napiiklad pan¢ovanim
alkoholu ¢i medu, prodavanim vina, olivovych olejii nizsi kvality ¢i jiného mista ptivodu, nez
je deklarovano na etiketé. Zakaznik zde tedy plati vic za potravinu jiné kvality, nez ocekaval.
Krom finan¢niho znevyhodnéni, mize u zédkaznika propuknout alergie na slozku, ktera byla
pfidand do potraviny. Proto se v poslednich letech zacali vyuZzivat analytické a fyzikalné—
chemické metody pro odhalovani téchto podvodu, kdy v relativné kratkém case miizeme tyto
podvody odhalit. Mezi metody, které se dostavaji do popredi patii nuklearni magneticka
rezonance (NMR), ktera neni¢i analyzovany vzorek. Z NMR spektra Ize rozpoznat jak
kvalitativni, tak kvantitativni zastoupeni chemickych slou¢enin. NMR lze vyuzit i pti ur€ovani
regionalni pravosti, Chranéné¢ho zemépisné¢ho oznaceni ¢i Chranéného oznaceni ptivodu.

Pii vyrobé vina ma kazda vinaiska oblast charakteristicky terroir, ktery se nasledné
ptenese do vysledného produktu. Na kvalitu vina ma nejvétsi vliv zvolena odruda, terroir, doba
slune¢niho svitu, pouziti kvasinek pii vyrob¢, misto a metoda zrani. Po provedeni analyzy tak
ziskame jedine¢ny otisk vina z dané lokality a lze tak pfi porovnani vin, urcit mista jejich
puvodu. S vyzitim NMR je také moznost rozeznavat jednotlivé odridy, protoze pro kazdou
odrtdu je specifické trochu jiné zastoupeni chemickych latek.

U piva je tomu podobné&. Sladci z velké ¢asti vyuzivaji lokalni suroviny pro vyrobu pivu
a lze tak ucit regiondlni piivod piva. Pomoci NMR se daji rozlisit piva svrchné a spodné
kvaSend, mezi nimiZ jsou také urcité rozdily v zastoupeni chemickych sloucenin. U piva je
diilezita ochranna znamka ,,Ceské pivo®. Pivo s timto oznaenim musi byt vyrobeno za piesné
definovaného technologického postupu z danych surovin a musi byt uvaieno na uzemi Ceské
republiky. NMR ma predpoklady slouZit jako nastroj na kontrolu ptivodu Ceského piva.



2 Cil prace

Cilem prace bylo zpracovani reserSe na zhodnoceni potencialu NMR k urceni kvality a
geografického puvodu piva a vina. Byl sestaven pichled hlavnich védeckych pfistupt,
parametrii a moznosti metody.



3 FalSovani a bezpec¢nost potravin

FalSovani potravin je problémem jiz od samotného pocatku civilizace. Nejen, ze snizuje
kvalitu potravin, ale ma také negativni dopady na zdravi. Autenticita potravin a obsah
cizorodych latek potravinarskych vyrobki je dilezita pro posuzovani kvality a slouzi k ochrané
spotiebitele pted podvodnymi ¢innostmi vyrobet. Obavy o bezpe€nost potravin zajistily rozvoj
technik, které umoznuji sledovat cizorodé latky, a to pomoci metod molekularnich, fyzikalnich,
biochemickych i imunologickych. (Bansal, 2016)

Informovanost vefejnosti o téchto problémech roste, stejné tak jako Se rozrustaji
podkategorie falsovanych potravin. Jako jednim z diavodi falSovani muze byt pro vyrobce
vidina vyssich ziskd, které ale mohou mit negativni zdravotni dopad na spotiebitele. Hlavnimi
rysy falSovanych potravin je nedodrzovani zadkont, klamani zékaznikd, zamérné podvadeéni, a
to vede k vyssim ziskim vyrobce. (Hong, 2017)

Potraviny a potravinaiské suroviny, které jsou ¢asto spojovany s falsovanim potravin se
daji rozdélit do Sesti kategorii. Do prvni kategorie ,,Potraviny zivo¢isného puvodu a moiské
plody* patii ryby, moiské plody, mléko, vyrobky z n&j, maso a vyrobky z né&j. Druhou kategorii
jsou ,,Oleje a tuky*, kam patii olej. Dale ,,Napoje, ovocné §tavy, kava, ¢aj a alkoholické
napoje”, kam patii ovocné $tavy, vino a ostatni alkoholické napoje, kava a &aj. Ctvrtou
skupinou jsou ,,Sladidla a kofeni*, kam patfi med a kofeni. Patou skupinou jsou ,,Obiloviny,
vyrobky z nich a lusténiny* a posledni je skupina ,,Ostatni* kam jsou zatazeny biopotraviny.
Nikde v8ak neni uvedeno, jakych ¢isel dosahuji podvody s potravinami na celosvétové urovni.
(Hong, 2017) Kuballa et al. ve svém ¢lanku z roku 2018 uvadi informace ze statistik United
States Pharmacopeial Convention, kde poukazuji na nejcastéji falsované potraviny. Z 16 % je
to olivovy olej, ze 14 % mléko a ze 7 % med. (Kuballa, 2018)

FalSovani alkoholickych napoji se miize provadét nejen ke zvysSeni obsahu alkoholu
pomoci levnéjsich zdroji cukrti a Skrobu kromé hroznii nebo ovoce. (tzv. Chaptalizace —
piislazeni mostu pted kvaSenim vina (Parga-Dans, 2017))

Suroviny pouzivané v potravinarském primyslu, mohou pochézet z riiznych svétovych
zemi nebo jednotlivé komponenty mohou pochazet z jednotlivych dcefinych firem velkych
nadnarodnich spolecnosti. Je tak proto velmi obtizné objevit a vysledovat zdroj neimysiné
kontaminace a je potifeba poté najit souvislost s bezpecnosti a hygienou potravin. Nejhtie
odhalitelna kontaminace a zdmérné falSovani je u vysoce primyslové zpracovanych potravin,
kde do vyroby vstupuji jednotlivé komponenty od jednotlivych subdodavateli. (Hong, 2017)

3.1 Autentizace potravin

Autenti¢nost potravin se stala hlavnim problémem pro vSechny strany zapojené do
potravinaiského pramyslu, do téchto stran spadaji zemédé€lci, producenti, dodavatelé,
maloobchodnici a zakaznici. Na vSech téchto urovnich vyrobnich a distribu¢nich procesa od
primarnich surovin az po hotové produkty. Z pohledu legislativy byly stanoveny kvalitativni
standardy. Vcetn¢ oznaceni kvality, které u kazdého produktu specifikuji hlavni slozky.
Z ekonomického pohledu je autentizace nutnd, aby se dalo zabranit nekalé soutézi, kterd mize
ohrozit trh a s tim i regionalni ¢i narodni ekonomiku. Vzhledem k témto skute¢nostem se védci
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zapojili do vyzkumu a vyvoje analytickych metod, které by mély byt rychlé¢ a piesné
k snadnému odhaleni falsovanych potravin. (Hong, 2017)

Pouzivd se mnoho technik k detekci podvodnych a falSovanych potravin. Prvni
Z kategorii jsou chromatografické analyzy — tenkovrstva chromatografie (TLC), vysokou¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC), kapalinovéa chromatografie
(LC) a metody zalozené na hmotnostni spektrometrii (MS). (Hong, 2017) Pomoci GC-MS a
chemometrické analyzy lze urcit jednu z dilezitych vlastnosti vina, kterou je aroma, déle je
schopné detekovat tékavé latky. (Rochfort, 2010)

Druhou kategorii jsou elektroforetické metody — elektroforéza na dodecyl sulfat —
polyakrylamid sodny (SDS-PAGE), fetézova polymerazova reakce (PCR), polymorfismus
délky restrikénich fragmentli (RFLP), ndhodn4d amplifikovand polymorfni DNA (RAPD),
amplifikovany polymorfismus délky fragmenti (AFLP) a jednoduché opakovani sekvence
(SSR).

Tteti a zdroven predposledni kategorii jsou spektroskopické metody, které¢ zahrnuji —
infraCervenou spektroskopii (IR), blizkou (NIR) a stfedné¢ (MIR) Cervenou spektroskopii,
Infrac¢ervend Fourierova transformace (FTIR), Ramanova spektroskopie, nuklearni magneticka
rezonance (NMR), mirné specifickd frakcionace ptirodnich izotopti (SNIF-NMR), emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP—OES). Posledni kategorii jsou immuno
analyzy (ELISA). (Hong, 2017)

Pti ziskavani metabolickych profild rostlinnych materialti se osvéd¢ily metody jako byla
HPLC, MS, FTIR, UV fluorescence, kombinace GC-MS ovsem velky potencial méla metoda
NMR, nejvice *H NMR. (Pereira, 2005)

O PCR MS ONMR
OHPLC FLC BEGC
#IR ®IR-MS O Raman
HELISA M Biosensor

Migko amlécng Maso a masné Rybyamoiské  Olejea  oyocnéstavy  Kavaacsj  Alkoholické  Kofeni Sladicla  Vyrobkyz  Biopotraviny  Potravinové

produkty produkty plody tuky népoje obilovin dopliiky

Potraviny Zivoéisného pivodu Népoje Kofeni a sladidla Ostatni

Fské plod i i
a moiské plody Kategorie potravin

Obrazek 1. Kategorie falSovanych potravin a jejich pocty a zpiisoby detekce (prejato
z Hong,2017)

Dle obrazku ¢islo 1 je vidét, ze nejvétsi zastoupeni zaujima MS a to s 20,6 %, PCR
zaujima 18,5 % a HPLC zaujima 11,6 %. MS je Siroce pouzivana pro vétSinu potravinovych
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kategorii a je také soucasné nejCastéji pouzivanou metodou pii analyzach kofeni, extraktt,
obilovin, zrn a lusténin. HPLC a GC se také ve zna¢né mife pouziva pro kofeni, oleje a
biopotraviny. Na urceni pravosti olejii, obilovin, obilnin, alkoholickych napoji a ovocnych st'av
se vyuziva NMR. Pro zivoci$né produkty jako je maso a masné vyrobky, mléko a mlécné
vyrobky, ryby a motské plody pievlada pouziti PCR. MS, HPLC a LC se vyuzivaji pro analyzy
ovoce, ovocnych $t'av a sladidel. IR spektroskopie, Raman, ELISA a biosenzory se vyuzivaji
v zanedbatelném mnozstvi. (Hong, 2017)

3.2 Bezpecnost potravin

Potravinova bezpecnost existuje za predpokladu, Ze vSichni lidé maji ekonomicky,
socialni a fyzicky pfistup k dostatecnému mnozstvi bezpecného a vyzivného jidla k uspokojeni
energetické potieby a zivin ke zdravému zivotu. V oblasti potravinatského primyslu se prolina
zemédelstvi se Sirokym spektrem instituci, technologii a postuptl, které uvadéji potraviny na
trh. Podileji se na jejich vyrobg, pieprave, dostupnosti a zptisobu konzumace. (Capone, 2014)
Bezpecnost potravin mé za ukol zajistit ochranu zdravi spotifebiteltl, jez vychazi z evropské
potravinové politiky. Do této oblasti je zahrnuta vyrobni hygiena potravin, kontrolni
mechanismy, dohlizeni na potravni fetézce a bezpetnost krmiv. Tvorbou legislativy,
prubéznymi a diikladnymi kontrolami dochazi k zabezpeceni kvality potravin. (Eagri.cz)

Cinnost potravinafskych provozi je rozdélena do &tyf kategorii, a to na vyrobu potravin,
zpracovani a baleni, distribuce a maloobchod s potravinami a konzumace potravin. Klade se
diraz na souvislosti a vazby mezi udrzitelnosti a bezpecnosti potravin. Je zde velmi silna vazba
mezi potravinami a nutri¢ni bezpecnosti, zodpovédnou za udrzitelnost zivotniho prostiedi a
VEtsi ¢estnost v potravinaiském managmentu. (Capone, 2014)

Autentizace potravin je dulezita K zajisténi potravinové bezpec¢nosti, kvality potravin a
ochrany spotiebitele. Soucasné je také dulezita ke kontrole dodrzovani legislativy,
mezinarodnich norem a dal$ich smérnic. (Hong, 2017)

3.2.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

NMR spektroskopie se dostava vice do popiedi pti analyzach riznych smési S jednim
velkym aplika¢nim polem, zejména pii analyzach potravin. NMR ma jedine¢né vlastnosti jako
je nedestruktivni méfeni, vyborna selektivita a schopnost soucasného stanoveni mnoha
slouc¢enin v komplexnich smésich bez potieby separace ¢i jiné upravy vzorku. (Monakhova,
2011) *H NMR spektra jsou ziskdvana vyuzitim presaturaéni sekvence k potladeni signalu vody
pomoci selektivniho ozatfovani s nizkou silou pfi frekvenci vody beéhem relaxacniho zpozdéni,
nékdy uvadéno pod nazvem noesypresat. (Viggiani, 2008) (Son, 2008)

NMR spektroskopie je znamou analytickou metodou, ktera se vyuZziva pro rozpoznani
mikro a makro molekul. Protonové *H NMR spektrum s chemickym posunem a vazbovymi
konstantami, poskytuje také informace o kvantitativnim vztahu mezi intermolekularnimi a
intramolekularnimi rezonancemi. Jednou z velkych vyhod kvantitativni NMR (kvantitativni —
gNMR) je jeji primarni analyticka charakteristika, diky ¢emuz ji Ize vyuzit pro kvantitativni
odhad cistoty sloucenin bez pouziti specifického referenéniho standardu. Aplikace gNMR na
jina jadra, jako je 3P &i 3C, je omezend v disledku nizké citlivosti nebo prirozené nizkého
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vyskytu. Pokrok v poslednich letech, ktery se zabyval vyvojem magneti s vysokym polem a
technologii kryosond, vyrazné¢ snizil mez detekce (LOD). Poskytl tak mozZnost analyzovat
vzorky v nizkych koncentracich v metabolomice, 1é¢ivech ale i v pfirodnich produktech.
Metabolomika zalozend na NMR poskytuje relativni i absolutni kvantifikaci nékolika
metaboliti ve vzorcich biologického puvodu, bez separace jednotlivych slozek. Spektroskopie
v kombinaci s gNMR je casto vyuzivana v toxikologii pfi kontrolach Zivotniho prostiedi, pii
testu toxicity 1é¢iv, bakterialniho metabolismu, metabolismu 1é¢iv a také pii vlivu stresu a
vyzivy na Clovéka. (Bharti, 2012) NMR s vysokym rozliSenim se stalo upfednostiiovanou
technikou pro analyzu népoji na urovni molekul, diky vyvoji vysoko rozliSovacich NMR
spektrometrt (500-900 MHz). S mozZnosti zaznamenavat dvourozmérna ¢i vice rozmérna
spektra. K potlaceni silnych signalii se vyuziva specialnich sond, jako je nano sonda pro malé
objemy vzorki a kryogenni sondy. (Kidri¢, 2008)

3.2.2 Vyuziti NMR v potravinarstvi

Potraviny jsou slozité matrice, které v riiznych koncentracich obsahuji slouceniny lisici
se svymi chemickymi strukturami i1 vlastnostmi. Slou¢eniny mohou byt pfirodniho charakteru,
které jsou obsazeny v primarni suroviné anebo jsou do potravin pfidavany béhem vyroby, ¢i
jiném technologickém kroku. (Mannina, 2016a) Nejvétsi vyuziti ma tato metoda pii ziskavani
metabolickych profili ovocnych §t'av, dzusi, olivového oleje, Caje, piva, vinného mostu a vina.
(Pereira, 2005)

Byla sestavena velkd Brukerova databaze spekter pouzivanych pro autentizaci potravin,
obsahuje vice nez 29 000 referencnich spekter, vice nez 19 000 spekter vin a vice nez 8000
spekter medu. Pomoci této databaze je mozné rozpoznat geograficky piivod, odridu a ro¢nik
vina. Tato metoda, umi rozpoznat organické latky, jako je naptiklad melamin, ktery se vyuziva
pti falSovani potravin pro zvyseni obsahu bilkovin. (Kuballa, 2018)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) ma $iroké vyuziti pii analyzach potravin. Je to
dalezity ptistroj umoznujici studium chemického slozeni a molekularni dynamiku pevnych,
kapalnych a polotuhych potravinovych vzorku. (Sobolev, 2019) Nejvétsim pozitivem NMR je,
7e nepotiebuje piipravu vzorkl, nebo separaci slozek pfed samotnou analyzou. (Mannina,
2016b) Je schopna detekovat slouceniny i v nizkych koncentracich, az v jednotkach mg/L.
(Alanon, 2015) NMR je metoda neselektivni a dokaZe rozpoznat vSechny slouceniny
rostlinnych vzorkd ve kterych je obsaZzen proton. Témito latkami jsou nejcastéji organickeé
slou¢eniny — sacharidy, aminokyseliny, aminy, mastné kyseliny, polyfenoly, estery a ethery,
organické kyseliny a lipidy. (Pereira, 2005) (Alafion, 2015) Dalsim kladnym prvkem této
metody je, ze umi identifikovat slouceniny i bez existujicich standardt. Pokud ale chceme
analyzovat konkrétni slozku, 1ze provést selektivni extrakci, kdy dojde ke zvySeni koncentrace
testované latky a zabranime tak interferenci s jinymi slou¢eninami. (Mannina, 2016a) Velka
vyhoda NMR spociva v tom, Ze neni destruktivni a poskytuje vice informaci. Zejména pfii
ur¢ovani molekularnich struktur v komplexnich smésich je bohatéd na velké mnoZstvi informaci.
NMR ve spojeni s vicerozmérnou statistikou, chemometrickymi metodami za tcelem extrakce
utajenych slozek a také nabizi novy, vykonny a také ucinny piistup k hodnoceni metabolickych
funkci. K rozpoznavani vzorkd se vyuzivaji metody, které mohou mapovat vzorek ve vice
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dimenzich — dvourozmérny (2D) nebo trojrozmérny (3D), ¢imz se usnadiiuje vizualizace dat
Z inertnich vzorku. (Son, 2008) (Lee, 2009)

Metoda NMR mize byt uzitetna pro identifikaci padélkt a vyuziva se také pro
charakterizaci potravinovych matric z hlediska pravosti a kvality. (Mannina, 2016a) Bohuzel,
potravinovou pravost nebo falSovani potravin, nelze vzdy jednoduse vymezit na identifikaci
jedné nebo vice markerovych sloucenin. V nékterych ptipadech jsou analyzy zaloZeny na
kombinaci nékolika sloZzek nebo na kompletnim metabolickém profilu potraviny, ktery
ptredstavuje jedine¢ny vzor charakterizujici identitu konkrétni potraviny. (Sobolev, 2019) Pti
vyuziti statistické vicerozmérné identifikace vzorkd se Casto vyuzivd analyza hlavnich
komponent (PCA) a v nekterych piipadech i ¢asteéna diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tverct
(PLS-DA). (Son, 2008) V poslednich letech bylo vyuziti cilenych i necilenych metod NMR
velmi piinosné v oblasti metabolomiky. (Sobolev, 2019) Hlavni cil metabolomiky je méfit
metabolické reakce v organismech, ale také zlepSit porozuméni metabolickym poruchdm
z biologickych tekutin (jako je mo¢ a krevni sérum), ¢i tkani (Groven toxicity, stravovaci
navyky). (Hong, 2011)

Pii analyze potravin se Gspé$né vyuziva né€kolik necilenych metod. Jednou z nich je
metabolické profilovani, které je Casto bez separaniho kroku a ma za cil identifikaci a
kvantifikaci vybranych skupin sloucenin ve vzorku. Dal$i metodou jsou metabolické otisky
prsta (fingerprint), které pouze zhodnoti vzorek, ale nerozpoznaji jednotlivé specifické
metabolity. Posledni z metod, kterda ma nejobsahlejsi pfistup zaméteny na identifikaci a
kvantifikaci metaboliti je technika znama jako metabolomika. Analyzuje metabolity
v biologickych kapalnych vzorcich a byla také uspé€$né vyuzita pii analyzach potravin.
(Mannina, 2016a)

Metabolomika je také vyuZivana v potravindiském odvétvi, nejvice pii vyzkumech
vyzivy C¢lovéka. Diky témto studiim byla odhalena zména metaboliti v moc¢i po poziti
ptirodnich produktii a doslo k objasnéni biologicky aktivnich latek v potravinach a jejich vlivu
na rozvoj ruznych nemoci. (Son, 2008) Béhem studii metabolomu bylo veskeré usili vénovano
co nejrychlejsimu vyvoji analytické metody, ktera by byla schopna informovat o vsech
dilezitych slozkach potraviny. Bylo velmi nepravdépodobné spoléhat jen na jednu analytickou
metodu, kterd by byla schopna odhalit v§echny metabolity. Kazdy vzorek je specificky svou
polaritou, rozpustnosti ¢i svym chromatografickym chovanim. Proto bylo za potiebi vyuZit vice
fyzikaln¢€ — chemickych metod (naptiklad HPLC, MS, GC-MS, NMR). (Pereira, 2005)

3.2.2.1 Ptiprava vzorki pred analyzou NMR

Potravina je matrice velice slozitd, a pfedpoklada se, Ze jsou v ni metabolity heterogenné
rozlozené. Ve vétSin€ piipadl je mozné analyzovat jen Cast potraviny. Proto je vhodné pouzit
vzorek reprezentativni, Kdy dojde ke smichani riznych ¢asti vzorku. Dal$im dileZitym krokem
je spravné uchovavani odebranych vzorkti, aby si udrzely potifebnou kvalitu a slozeni. Aby
nedochdzelo k chemickych a enzymatickych degradaénim procestim, jsou vzorky zmrazeny
Vv tekutém dusiku a nasledn€ jsou ulozeny do tmy a chladu. (Mannina, 2016b) Pfi analyze vina
neni zapotiebi vzorek extrahovat, naptiklad pokud chceme stanovovat fenolové slouceniny. Je
ale také mozné vzorek zahustit (odstranit ¢ast vody) ¢i jej zlyofilizovat a pfed samotnou
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analyzou se vzorek rekonstituuje pomoci deuterovaného rozpoustédla ur¢eného pro NMR
analyzy. (Alafién, 2015) U kvantitativnich analyz hraje hodnota pH vzorku vyznamnou roli.
Zména pH muze zplsobit chemicky posun pozadovaného signalu, coz mize nasledné vést
k piekryvani signali ve spektru a také ke zméné doby relaxace. V metabolomice se doporucuje
vyuzivat pH pufry, které eliminuji posuny v NMR spektru zptisobené pH. (Bharti, 2012)

U 'H NMR, HR-MAS NMR a MRI Ize analyzovat vzorky tak jak jsou, bez jakékoliv
upravy. Vyjimku tvoii kapalné vzorky, kde se testovaci protokol déla na miru dané potraving.
U necilenych analyz NMR s kapalnymi vzorky jako je olivovy olej, ocet, vino a riizné ovocné
stavy lze provadét analyzu bez jakékoliv tpravy. U medu je doporuceno pied fedéni. U
pevnych potravin je po homogenizaci provedena extrakce rozpoustédly (nejcasteji se pouziva
kombinace methanolu, vody a chloroformu v rtiznych pomérech). U cilené analyzy NMR je
vybér extrakéniho rozpoustédla velmi dulezity. Roztok kyseliny octové ve vodé je vhodny
k extrakci polyfenolii a smés chloroformu, ethylacetatu a 2-butanolu je pro zménu vhodny
k extrakci aromatickych slouc¢enin. V ramci soboru analyz je dulezité dodrzet pH a teplotu, aby
mohla byt analyza reprodukovatelna. (Mannina, 2016a) Pro ziskani celkového metabolického
otisku vina neni potfeba zadny extrakéni krok. Vzorky se vétSinou piimo analyzuji s pfidavkem
deuterovaného rozpoustédla. Pfipadné je mozné vzorky zlyofilizovat, aby doslo k odstranéni
ptebytecné vody. Pred samotnou NMR analyzou se rozpusti v konkrétnim rozpoustédle.
(Fotakis, 2013)

3.2.3 Chranéné zemépisné oznaceni/ Chranéné oznaceni puvodu

Chranéné oznaceni puvodu muze ziskat potravina jen tehdy, pokud ma vazbu na
konkrétni zemépisnou oblast ve tiech fazi vyroby. A to pti produkci, zpracovani a ptipraveé dané
potraviny. Pro ziskani chranéného zemépisného oznaceni potraviny staéi, aby alespon jedna
faze vyroby (vyroba, ptfiprava nebo zpracovéani) probihala v dané zemcépisné lokalité.
(Conneely, 2015)

Evropska unie vyborn¢ chrani zemédélské produkty s ohledem na jejich vysokou kvalitu
a povest, kterd miize evropskym vyrobcim pomoct nejen chranit svou kulturni identitu, ale také
zajistit si konkurenceschopnost a rentabilitu na rostoucim svétovém trhu. Zejména ochranny
systétm Evropské unie pro oznacovani ptivodu (CHOP) a zemépisného oznaceni (CHZO)
predstavuje dulezity politicky nastroj k zachovani charakteristik zemédélskych produktii.
Oznaceni piivodu a oznaceni zemépisné se vaze k regionalnim faktorim, jako je naptiklad
mistni odrda, jedine¢né prostiedi a tradice. (Agostino, 2014)

Okrajové muze byt chranéné oznaceni piivodu spojovéano s bezpe€nosti potravin, kdy
muZze byt tato znacka davana do souvislosti se zarukou kvality. Je znamo nékolik rozsahlych
krizi v oblasti zdravi lidi a zvifat, které vedli k reakcim Evropské unie a c¢lenskych zemi
k dislednéjsimu sledovani potravin. Jako reakce na obnovu poskozenych trhii s potravinami,
nastala regulace producentii a mist kde se potraviny vyrabi. Kvalita potravin je dnes davana do
souvislosti s oblastmi jako je napfiklad vefejné zdravi, udrzitelnost, etické obchodovani ¢i
ekologické zemédélstvi. (Conneely, 2015)

Ptredchidce odznacovani CHOP/CHOZ se ve vinafstvi uplatiiuje jiz od Sedesatych let
prostiednictvim zvlaStnich ustanoveni tykajicich se jakostnich vin vyrabénych ve stanovenych
regionech (QWPSR — Quality Wines Produced in Specified Regions). Aby mohlo vino nést
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toto oznaceni, musi byt vyrobeno v urcité oblasti a musi splilovat urcita pravidla. Jako napiiklad
odrida vinné révy, metody vyroby, senzorické vlastnosti, obsah alkoholu a maximalni vynos
z hektaru vinohradu. Splnéni téchto kritérii omezuje flexibilitu pfi vyrobé vina a vinafim
zpusobuje dodate¢né naklady na vyrobu. Pozitivem je vSak zvyseni prodeje takto oznacenych
vin a zvySuje zisk daného vinafe. (Agostino, 2014)

3.3 Vino

Evropska smérnice definuje vino jako vyrobek, ktery byl vyroben vyhradné ¢astecnym
nebo Uplnym ethanolovym kvasenim vinnych hroznti. Hrozny mohou byt Cerstvé, nerozdrcené
nebo rozdrcené. Lze také pouzit hroznovy most. Vino z hroznl ziskanych z vinatské zony A
musi obsahovat nejméné 8,5 % objemovych alkoholu, Vv ostatnich zénadch musi byt obsah
alkoholu nejméné 9 % objemovych.

Nejvyssi obsah alkoholu je omezen na 15 % objemovych. Pro tuto horni hranici vSak
existuji dvé vyjimky. Prvni vyjimka plati pro vina s chranénym oznacenim ptivodu, kterd bez
jakéhokoli obohaceni mtizou piekrocit hranici 15 % objemovych alkoholu. Druha vyjimka plati
pro vina, ktera mtzou dosahnout hranice 20 % objemovych alkoholu a byla vyrobena bez
jakéhokoli obohacovani a pochazi z oblasti v Evropské unii ur¢enych Komisi Evropské unie.

Obsah kyselin ve viné vyjadieny jako kyselina vinna, ktera musi byt nejméné 3,5 g/L.
Vino z hroznového mostu osetfeného pryskyftici z borovice halepské (Pinus halepensis Mill.)
se smi vyrabét vyhradné na Gizemi Recka a nese oznageni Retsina. (¢.1308/2013)

Vino je komplexni smés stovky sloucenin, které se podileji na barevnych, chutovych
nebo aromatickych vlastnostech. Mnoho faktord ovlivituje charakteristickou vuni vina. Mezi
tyto faktory patii odriida hrozntl, zptisob vedeni vinohradnictvi, vyroba a zrani vina, a nakonec
i podminky skladovani. (Sumby, 2014) V Evropé€ je vyuzivan pojem ,terroir”, ktery v sobé
zahrnuje vSechny bioklimatologické podminky jako je podnebi, mnozZstvi srazek a slune¢niho
svitu, sloZeni piidy na vinohradu a v neposledni fad¢ 1 péci vinare a jeho enologickych postupti.
VSechny tyto aspekty ovliviiuji vyslednou kvalitu vina. (Pereira, 2005) U finalniho produktu
jsou dilezitymi parametry kvality pocity, které citime v ustech po napiti. Dulezita je spravna
teplota podavani, od které se vSechno odviji, dale je to samotna chut jeji délka, sila téla,
kyselost. Dale je dilezité zrani vina (napiiklad v dubovych sudech) i v samotnych lahvich.
Vsechny tyto vlastnosti se odvijeji od mnozstvi tékavych a netékavych kyselin. (Rochfort,
2010) Enzym glykosidaza napomaha uvoliovat velké mnozstvi aromatickych sloucenin, jakou
jsou monoterpeny, alifatické slouc¢eniny a norisoprenoidy. VSechny tyto slouceniny pfispivaji
k ovocnym a kvétinovym tontim vina. (Sumby, 2014)

Vina, co nesou na etiketach oznaceni zeméepisného pivodu tam maji také region ptivodu,
odridu hroznti a rok sklizn€. Vino by také mohlo zahrnovat deskriptory vinatské vyroby.
Spotiebiteliim jsou ale sotva sdéleny néjaké informace, které se tykaji technologického procesu
vyroby ¢i enologickych postupii. Lze najit jen obecné pojmy pouzivané k popisu samotného
vina a informace o obsahu alkoholu. Déle je zde mozno najit informaci 0 obsahu alergenu oxidu
sifi¢itého a to formou ,,Obsahuje sifi¢itany*, neni v§ak uvedeno mnozstvi. (Parga-Dans, 2017)
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3.3.1.1 Chemické sloZeni vina

Z chemického hlediska se vino skladd ze stovky riznych sloucenin v riznych
koncentracich. Mezi hlavni slozky patii voda, ethanol, glycerol, organické kyseliny, cukry a
nékteré¢ hlavni aminokyseliny. (Lopez-Rituerto, 2012a) To, jaké bude mnozstvi a spektrum
aminokyselin ve viné ovlivituje mnoho faktord. Napiiklad metabolicka aktivita kvasinek,
rozlozeni bilkovin pomoci enzymt a v neposledni fadé podminky klimatické a vinatské. Je
predpoklad, Zze rozdilné podminky mezi vinohrady, at’ uz je to rozdilnym podnebim, polohou
vinohradu ¢i ro¢nikem sklizné a lahvovanim, davaji diky tomu rozdilné slozeni aminokyselin
vysledného vina. (Viggiani, 2008) Pii sklizni hroznt se sleduji kvalitativni parametry jako je
obsah cukri, celkova kyselost, pH a obsah fenolovych latek. (Pereira, 2005)

Celkova kyselost a sviravost vina je ovlivnéna mnozstvim kyseliny octové, maleinové a
mlécné. Je dilezité poznamenat, Ze tyto latky jsou siln€ ovlivnéné pH. Pfitomnost glycerolu ve
viné ma ucinek na vnimani t€kavych latek, sladkost a plnost vina. Mnozstvi ethanolu ma vliv
na vnimani hotkosti a kyselosti vina, také mize pozménit vniméni viskozity a barvy. Na
viskozitu maji vliv i monosacharidy, disacharidy a polysacharidy, které soucasné ovliviuji
sladkost. (Rochfort, 2010) Fotakis et al. zanalyzovali vino, hrozny a vinné listy a identifikovali
celkem 80 chemickych slou€enin. Jako rozpoustédla pouzili D,O, MeOD, MeOD-KH2PO4 (pfi
pH = 6). V hroznech identifikovali aminokyseliny — isoleucin, leucin, valin, threonin, alanin,
arginin, prolin, glutamin a GABA (kyselina y-aminomaselna). Poté dva monosacharidy
fruktozu, y-/a-glukozu a jeden disacharid sacharozu. Identifikovali také organické slouceniny
jako byla kyselina p-kumarova (také trans-kumarova), aniont kyseliny jable¢né, kyselina trans-
skoficova, kyselina trans-/cis-kaffeikova, kyselina fumarova jeden alkaloid trigonellin a také
jeden glykosid derivat sacharidu 1-O-ethyl-8-glykosid. Flavonoidy myricetin a trans-feruloyl
derivat a fenolova neflavonoidni slou¢enina kyselina trans-kaftarova.

Ve vinnych listech byla obsazena nukleova baze adenin. Dale organicka kyselina
Sikimova, kyselina askorbova, caffeoyl methyl ester kyseliny vinné a cis-feruloyl derivat. A po
jednom cukerny alkohol inositol, flavonoid kvercetin, bioflavonoidni glykosid rutin a
esencialni mastnou kyselinu a-linolenova.

Ve viné byly obsazeny aminokyseliny methionin, glutamat, aspartat, tyrosin, fenylalanin
a aminoalkohol cholin. Organické slouceniny 2,3-butandiol, ethanol, a-hydroxyisobutyrat,
glycerol, laktat, ester kyseliny octové, pyruvat, citrat, aniont kyseliny jantarové, kyselina
mravencéi, kyselina vanilkova, kyselina syringova, tartrat, kyselina gallova (pouzita
K rozliSovani vinnych odrad. (Gougeon, 2019)), 2-fenylethanol, kyselina trans — fertarova,
kyselina trans-/cis-p — coutarova, kyselina ferulova, kyselina cis-kftarova a kyselina trans-
kumarova. Derivat sacharidu kyselina 8-D-glukuronova, monosacharidy 8-glukéza, arabindza,
galaktoza, xyloza, rhamnoza, disacharidy sachardza, trehal6za a turan6za. Flavonoidy kvercetin
3-0-glukosid, kaempferol, (+) - katechin, (-) - epikatechin a antioxidant cis-/trans — resveratrol.
(Fotakis, 2013)

Vysoce aromaticky alkohol fenethylalkohol, ktery je syntetizovdn kvasinkami,
bakteriemi a houbami z L-fenylalaninu, a jehoz obsah je zavisli na alkoholovém kvaseni a také
na pocate¢nim mnozstvi L-fenylalaninu v hroznech. Muze byt chemickym markerem odrtd.
Vys§i obsah byl zaznamenan v Cabernet Sauvignon nez ve viné Shiraz. U vin z oblasti
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Bordeaux, je diky rozkladu vinnych slupek v mostu, vy$si obsah methanolu, arabindzy a
kyseliny galakturonové. (Gougeon, 2019)

3.3.1.2 Fermentace vina

Primarni a sekundarni slou¢eniny jsou vysledky biologickych reakci, jako je ethanolové
a jablecno —mlééné kvaseni. Vlastnosti a koncentrace téchto metabolitli zavisi na spousté vlivi,
jako je odrida hrozni, typ kvasinek nebo bakterii zplisobujicich kvaSeni. Kontrolou téchto
parametri zajiStujeme ziskani jakostniho vina. (Lopez-Rituerto, 2012a) Béhem jable¢no —
mlécného kvaSeni dochdzi k pfeméné kyseliny jablecné a citronové na kyselinu mlécnou, a to
diky bakteriim mlécného kvaseni. Je ptfedpoklad, Ze jablecno — mlé¢né kvaSeni zvySuje obsah
nektery latek ve ving, jako jsou aminokyseliny (fenylalanin, threonin, leucin, izoleucin, valin a
ornitin), dale také nukleovou bazi uracil a v neposledni fad¢ kyselinu mlé¢nou. Naopak dochézi
k poklesu obsahu kyselin citronové a jablecné, glycerolu a nékterych monosacharidi. (Hong,
2011)

Prvni pfeména hroznového mostu na vino, je zplsobena primarnim alkoholovym
kvasenim. Které je provddéno jednim nebo vice kmeny kvasinek, nejCastéji rodem
Saccharomyces cerevisiae. (Sumby, 2014) Kvasinky pifeménuji cukry na ethanol a oxid
uhlic¢ity. (Genisheva, 2013) Po primarnim kvaSeni mtize nastat i sekundarni jable¢no — mlé¢né
kvaseni, v zavislosti na vyrabéném druhu vina. (Carr, 2008) Bakterie preménuji kyselinu
jable¢nou na kyselinu mlé¢nou a oxid uhli¢ity. Sekundarni kvaSeni je vétSinou spontanni a je
to velmi zdlouhavy, pomaly a neptedvidatelny proces, u kterého neni uspéch vzdy zarucen.
Nastava vétSinou u mladych vin béhem skladovani, n€kolik tydnli po ethanolovém kvaseni.
(Genisheva, 2013) Mezi indukovanym a samovolnym jablecno — mléénym kvasenim, byly
pozorovany urcité metabolické rozdily, které zpusobovali riznou kvalitu vin. (Hong, 2011)

Jableno — mlécné kvaSeni se provadi bakteriemi mlécného kvaSeni, nejcastéji
Oenococcus oeni (Carr, 2008), ktera je acidofilni a zvlada nepiiznivé prostiedi vina. (Renouf,
2008) Pokusy provadéné s cervenym vinem ukézaly, ze kmeny rodu Lactobacillus plantarum
maji potencial vést jablecno — mlécné kvaseni a vytvareji Zadouci smyslové latky v cervenych
vinech. Krom vlivu na kyselost umi Bakterie mlééného kvaseni metabolizovat i jiné piitomné
latky béhem kvaseni, a proto dokazou ménit chemické slozeni vina. Tyto zmény vedou ke
zvySenému obsahu vin¢ a chuti. (Sumby, 2014)

Chemické slozeni a mnoZstvi metabolitil vina je ovlivnéno z nejvétsi ¢asti podnebim,
pudou, vinafskymi metoda, zvolenou odriidou vinnych hroznil a z velké ¢asti také technologii
vyroby samotného vina. (Hong, 2011) Nelze zapomenout na vliv genetiky. (Pereira, 2005)
Vsechny tyto aspekty se promitaji do vysledné kvality. Aminokyselina prolin je v hroznech i
ving, zndma jako typicky metabolit zavisly na odriidé révy vinné a klimatickych podminkach
na vinici. S rostouci expozici slune¢niho svitu a s poklesem destovych srazek klesa tvorba
prolinu v hroznech. Hong et al. také zaznamenal vyrazné rozdily v obsahu prolinu u vina
Cabernet Sauvignon vyrobeného v Australii, Kalifornii a Francii, ¢imz prokazal odlisné klima
mezi srovnavanymi oblastmi. (Hong, 2011) Oxid siti¢ity ptidavany do vina jako antioxidant je
povazovan dle Sumby za stresor, ktery potlacuje jablecno — mlécnou fermentaci. Krom
antioxidantu je také vyuzivan k potlateni mikrobiologické kontaminace pifi primarnim
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kvaSeni a muiZze pozastavit nebo zpomalit jable¢no — mléEnou fermentaci. (Sumby, 2014)

3.3.1.3 Vinarské evropské zony

Vino z vinaiskych zéon A a B musi mit nejméné 8,5 % objemovych alkoholu. Z
ostatnich vinatskych zén nejméné 9 % objemovych alkoholu.

Do vinaiské zony A patii plocha némeckych vinic krom Badenska, dale vinaiské plochy
Lucemburska, Belgie, Danska, Irska, Polska, Svédska a v Ceské republice oblast Cechy.

Do vinaiské zony B patii Némecko S oblasti Badensko, Francie s oblastmi Alsasko,
Lotrinsko, Champagne, Jura, Savojsko atd., Rakousko, v Ceské republice Morava, na
Slovensku vse s vyjimkou Tokajské vinohradnické oblasti, na Slovinsku v§e mimo oblasti Brda
nebo Goriska Brda, Vipavska dolina nebo Vipava, Kras a Slovenska Istra. Jedna se tak o oblasti
Podravje a Posavje. Rumunska oblast Transylvanské ploSiny. Chorvatsko se sub regiony
Moslavina, Plesivica, Pokuplje atd.

Vinaiska zona C I zahrnuje ve Francii naptiklad vini¢ni plochy v oblastech Allier, Gers,
Tarn, Yonne. V okresech Valence, Tournon a kantonech Burzet, Coucouron a dalsi. Italské
vini¢ni plochy v oblasti Valle d"Aosta a provinciich Bolzano, Trento, Belluno a Sondrio.
Spanélské provincie Asturaias, Cantabria a dali. Portugalska oblast ,,Vinho Verde“, ktera
nalezi regionu Norte. Dale vSechny mad’arské plochy.

Vinaiska zona C Il zahrnuje francouzské oblasti Aude, Gard, Bouches-du-Rhone, ¢ast
okresu Nyons, ¢ast kraje Var na jihu vymezeny severni hranici obcemi Evenos, Saint-Maxime,
Cuers a dalsi. V ltalii oblasti Lombardie (bez provincie Sondrio), Lazio, Campagnia a dalsi, a
k témto krajim patiici ostrovy Elba, Ponziane, Ischia a Capria. Spanélské provincie Lugo,
Avila (krom obci z péstitelské oblasti Cebreros), Alava, Huesca, Barcelona a severni ¢ast od
feky Ebro provincie Zaragoza, obce provincie Tarragona obsaZenych v oznaceni pivodu
Penedés a péstitelska oblast Conca de Barbera. Slovinské oblasti Brda nebo Goriska Brda,
Vipavska dolina nebo Vipava, Kras a Slovenska Istra. Bulharské oblasti Dunava ravnina,
Cernomoisky rajon a Rozova dolina. Chorvatské sub regiony Hrvatska Istra, Hrvatsko,
Primorje, Dalmatinska zagora, Severni, Stfedni a Jizni Dalmacie.

Do Vinaiské zony C III patii Recko, Kypr, Malta, italské regiony jako je Calabrie,
Sardinie a Sicilie a italské ostrovy Pelagijské, Egadské a Liparské. Francouzska ¢ast na Korsice.
(¢.1308/2013)

3.3.1.4 Vyznamné vinarské staty v Evropé

3.3.1.4.1 Francie

Francie ve vinafském odvétvi nema ve svété zadnou konkurenci, a to z pohledu kvality
vina a riznorodosti svych druht. Kazdy rok se ve Francii vyprodukuje primérné 70 miliond
hektolitri vina. Z tohoto enormniho mnozstvi vin, vSak vic jak polovina spada do kategorie
stolnich vin ,,vin de table®, které nemohou nosit znaceni ptivodu a kvalitu. Oznaceni pivodu
neni vzdy zaruku kvality. Néktera vysoce klasifikovana vina mohou svou kvalitou zklamat.
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Francie jako prvni zavedla systém pro kontrolu kvality a pivodu vin, a proto zalozili v roce
1935 Narodni institut pro ozna¢ovani pavodu (INAO).

Francouzska vina se daji klasifikovat do ¢tyf zakladnich skupin. Prvni znich je
Appellation d’Origine Controlée (AOC) do které spada 28 % z celkové produkce. VétSina
nejlepsich francouzskych vin spada do této kategorie. Na etiketé musi byt uveden pivod vina,
odrtida hrozna pouzitd pro vyrobu, metoda péstovani a sbéru hroznd, omezeni vylisnosti a
vynosu hroznd, pouzitd vinaiskd metoda a minimalni obsah alkoholu. Na zavér kvalita produktu
uréend podle degustacni stupnice.

Druhou skupinou je Vin Délimité de Qualité Supérieure (VDQS) do které patii 1,8 %
celkové francouzské produkce. Vina této kategorie maji podobné naroky na kvalitu jako vina
kategorie AOC. Vina této skupiny mohou byt leh¢i a neni u nich vyzadovan tak vysoky standard
jako u vin kategorie AOC. nékterych pripadech je ale kvalita vin srovnatelna.

Do tfeti skupiny spadaji vina s oznacenim Vin de Pays, kam patii 13 % z celkové
produkce. Tato kategorie ma za ukol rozliSovat kvalitativné horsi vina. Oznacéeni Vin de Pays
nesou vina proslulé jako ,,francouzskd narodni vina“. Primérna ro¢ni produkce se blizi k 10
milionim hektolitrd. Dnes se tato skupina vin déli do tfech podskupin (pasmova,
departementalni a regionalni podskupina). Kazda podskupina je samostatné kontrolovana. Na
etiket¢ musi byt oznaceni ptivodu, odrtida hroznti, zde je dovolena Siroka skala hroznii a vynos
vinice, ktery mize byt vysoky. Vysledkem jsou vina riizné kvality.

Posledni skupinou jsou stolni vina ,,Vin de Table* do které spada necelych 45 %
francouzské produkce vina. Pfepoftem na hektolitry se dostdvame na cCislo 34 milionil
hektolitri vina, coz d¢la tuto skupinu nejvétsi. Tato levnd vina jsou vhodné ke kazdodenni
konzumaci a nehodi se ke skladovani. Vétsina stolnich vin vyprodukovanych na francouzském
uzemi se zde i spotiebuje. Na etiketé nesmi byt uveden pivod vina. Jeho obsah alkoholu a
kvalita mize byt rizna.

Zbylych necelych 13 % zatazenych jako vinus blancs de cognac se pouziva k dalsimu
zpracovani V destilaénim pramyslu. (Stevenson, 1999)

3.3.1.4.2 ltalie

Italie svou produkci vina zaujimad prvni pticku na svétové trovni. Ro¢né vyprodukuje 77
miliond hektolitrii vina, coz ptedstavuje v evropském méfitku 33 % a ve svété 25 % celkové
produkce vina. Pokles kvality vin byl zplsoben zavedenim zikona v roce 1963, ktery
neumoznuje rozpoznat kvalitu vin. Byla zavedena legislativni tprava Denominazione di
Origine (DOC), ktera je ekvivalentni kK francouzskému AOC. Mnozstvi vin, které toto znaceni
nese, rychle vzrostl a z kvalitnich a znamych znacek vin, se stala ¢asem vina slaba a nevhodna.

Na pocatku sedmdesatych let se snizila spotfeba vina na tizemi Italie, coz vedlo k vétSimu
exportu. JelikoZ se ale Italové nedokazali v kvalité¢ vyrovnat Francouziim, zacali se sousttedit
na opa¢nou stranu trhu. Na trh pfisli s dvoulitrovymi lahvemi se zavitovym uzavérem, které ale
nespliovaly ptedstavy DOC. Vinafi prodavali vino za velmi nizké ceny, jen aby se jejich vina
vice prodavala. Ztoho na trhu vznikl problém, kdy vinafi produkovali velké mnoZstvi
nekvalitniho vina, u kterého sniZovali i jeho jakost. Vysledkem bylo znehodnoceni oznaceni
DOC, kdy jsou ve stejné kategorii zafazena stolni vina, Vina da Tavola, a vina vysoké kvality.
Stolni vina nemaji odridova omezeni. A tak se mnoho kvalitnich vin, naptiklad na bazi
Cabernetu smichavaji a prodavaji se levnéji jako stolni vina. (Stevenson, 1999)
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3.3.1.4.3 Spanélsko

Spanélsky vinaisky promysl je kombinaci tradic a inovaci a je také druhou
nejvyznamnéjsi zemi vyrabéjici vino. V devadesatych letech dostala tato kombinace Spanélsko
do poptedi v oblasti jemnych vin. Spanélska vina jsou idealni pro dobré znalce vin. Kolem roku
1970 se exportovalo témét 95 % Spanélskych vin a vyvazela se v tancich. Vina v cisternach
byla nadmémé sifena oxidem sifi¢itym, ¢imzZ se Spanélé pokouseli zamezit oxidaci, ktera se
v disledku Spatné urovné vyroby vina vyskytovala v nadmérném mnozstvi.

Vétsina Spanélskych vin byla v tuto dobu nekvalitni. Bila vina se z velké ¢asti vyrabéla
Z podiadné odrtidy Airén, ktera se péstovala po celé zemi pfevazné v nizinach. Za riznymi
etiketami se ve smés ukryvala tataZ smésna vina. Lahvova vina bez upravy nesla oznaceni
Chablis. Vina upravena vinnym koncentratem dostala nazev Graves, S vy$$im obsahem
koncentratu se nazyvaji Entre-Deux-Mers a nakonec vina s velkym obsahem vinného
koncentratu nesou oznaceni Barcas nebo Sauternes. Vsechny tyto typy vina mély velmi vysoky
obsah oxidu sifi¢itého a byly nevyrazné a fadni. Cervena vina byla tézka, tmava, oxidovana a
vystupoval z nich alkohol. Cim byly tyto kategorie vyrazn&jsi, tim vic se blizily tehdejsimu
francouzskému Burgundskému.

Export se po 70. letech zacal snizovat a doslo ke snizeni vyroby nekvalitnich podfadnych
vin. V dnes$ni dob¢ se daji Span¢lska vina povazovat za kvalitni a bezpecna. Velky uspéch
zaznamenalo vino z oblasti Rioja a Spanélé se v soudasnosti snazi presvédgit zakazniky, Ze maji
i jiné vinafské oblasti nez pravé Rioju. Své postaveni si vSak udrzuje i klasické Cherry. Za
stiedisko vyroby Sumivych vin Cava je povazovano Katalansko. Mezi nejdrazsi a nejlepsi
Spanélské vino je povazovano Vega Sicilia vyrabéné v regionu Ribera de Duero, které¢ od roku
1982 spada pod chranéné oznaceni ptivodu ,,Denominazién de Origen* (DO). Toto oznaceni je
Spanélsky ekvivalent k francouzskému AOC. (Stevenson, 1999)

3.3.1.4.4 Portugalsko

Neni pro Portugalsko nic vic typictéjsiho nez jejich dolihovana vina, portské a madeira.
Dale se tési velké oblibé nenaro¢né bilé vino, vinho verde. Portugalsko patii do druhé poloviny
prvni desitky nejvetSich zemi produkujici vino na svété. Mohlo by se vSak umistit na lepsi
pozici, kdyby starsi vinafi odstoupili od svého tradi¢niho stylu vin. Tradi¢nimi viny se rozumi
vina neuSlechtild a taninova, kdy maji vina velmi nizky hroznovy charakter a vysoky stupen
oxidace. Do poloviny 70. let 20. stoleti se Portugalci stejné jako Spanélé snazili omluvit své
nekvalitni vino tim, ze pouZivali vyraz ,.tradi¢ni hodnoty*. Az s nastupem nové generace vinaiti
a také tim, ze Portugalsko v roce 1986 vstoupilo na Evropsky spole¢ny trh, byl vymycen
problém starych vinait se Spatnou vinifikaci.

Oblast Douro je domovem dolihovaného portského vina, na jehoZ vyrobu je povoleno 48
odrid, zahrnujici krom modrych odrid také bilé. Domovni oblasti Vinho verde jehoz
charakteristickymi vlastnostmi je lehké, sumivé a vodove bilé zbarveni je oblast Minho. Vinho
Verde se vyrabi z hroznti, které by nemély byt Gplné zralé. To dava vzniku vina, ktery ma nizky
obsah alkoholu (kolem 9 %), ale naopak ma vysoky obsah kyselin. Kvtili udrzeni svézesti se
vino lahvuje velmi brzy a jablecno — mlécné kvaSeni probiha v 1ahvi, nasledkem kvaSeni mtze
mit vino rizny stupen Suméni. Vyrabi se Sice vice ¢erveného nezli bilého, ale ve skutecnosti
jde vSechno bilé vino na vyvoz a ¢asto byva doslazovano a dosyceno oxidem uhli¢itym.
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Ostrov Madeira lezi v Atlantickém oceanu pfiblizné 600 km zépadné od pobtezi Maroka
a je domovem stejnojmenného alkoholického napoje. (Stevenson, 1999)

3.3.1.45 Ceska republika

Hrozny révy vinné se na uzemi Cech a Moravy péstuji uz od dob starovéku, jak ukazuji
prvni pisemné zminky a archeologické nalezy z 9. stoleti naSeho letopoCtu za doby
Velkomoravské fise. V 11. az 13. stoleti doslo k vysadbé¢ dalSich vinic a zavedla se prvni platna
pravni opatieni. Tento krok vedl Kk rozsifeni znalosti o vinafstvi mezi obyvateli, ktefi s nim
zacali vice obchodovat. (Svobodova, 2014) Ve 13. az 15. stoleti se Stalo vino vyvoznim zbozim.
Karel IV. jevil o vinafstvi velky zajem, a tak dovezl do Cech nékolik odriid révy vinné z Italie
a Francie. Kolem roku 1370 v$ak vydal zékaz na dovaZeni vin do Cech. Vyjimka platila pouze
pro néktera Spickova vina. (Michlovsky, 2017)

Vinafstvi a vyroba vina v celé své historii podstoupila stiidajici se cykly hodti a posviceni
s chudobou a hladomorem, kter¢ sttidave rostli a klesali (Svobodova, 2014). S timto kolisanim
byl spojen 1 piiristek nebo ubytek vinic. (Michlovsky, 2017) Toto kolisani bylo ¢asto spojeno
se statni politikou, ekonomickou a socialni situaci v Ceskych zemich. Viechny tyto aspekty
ovliviiovaly kazdého farmare i vinate. (Svobodova, 2014)

20. stoleti nebylo vyjimkou pro péstitele révy ani pro vinafe, kteii byli v Cechach i na
Moravé€ ovliviiovany vnitinimi a vnéj$imi vlivy, které na né maji vliv dodnes. (Svobodova,
2014) K roku 2015 na uzemi Ceské republiky existovalo 18 216 péstiteld vinné révy. Néktefi
provozuji i vlastni vinafstvi, s celkovou vymeérou vinic 17 688 ha z toho 94 % se nachazi na
uzemi Jihomoravského kraje. Z celkové vyméry Ceskych vinic tvoii 58,5 % odridy bilych
hroznii. (CSU,2015)

Tento trend, kdy ma vinaf vlastni vinici i vinafstvi je nejvice zastoupen na Jizni Morave.
Na mnohych vesnicich je vyroba vina neoddélitelnou soucasti historie a kulturniho zivota, coz
pfispiva do mistni ekonomiky. (Svobodova, 2014)

3.3.1.5 Chaptalizace

Chaptalizaci se rozumi pfidani cukru, které nasledné¢ uméle vede ke zvySeni obsahu
alkoholu u severoevropskych vin. A¢koliv je tento proces Evropskou unii povolen je v rozporu
s definici vina, kterou uklada Evropska unie.

Natizeni Evropské unie povoluje pfidavek cukru v letech, kdy jsou klimatické podminky
nepiiznivé, bez jakéhokoliv povinného oznaceni na etiketé. Chaptalizace vSak pfeménuje a
degraduje vinaiské a enologické postupy mnoha zptisoby. Jeden zpiisob je zvySena podpora na
vynosnost plodin, bez jakéhokoliv zohlednéni parametru kvality, jakym je pfirozeny obsah
cukru. Druhy zptisob je péstovani révy V oblastech, kde nemé vhodné podminky pro rist, a to
vede Kk zisku nekvalitnich hroznd.

Ve stiedomoiskych zemich, jako je Spanélsko, Italie, Recko a Portugalsko je zakazano
pridavat do vin cukr, naproti tomu na severoevropské staty takovy zakaz neplati a je to treti
zpusob, jak se chaptalizovand vina se mohou dostat na trh, aniz by piidany cukr musel byt
oznaceny na etiketé. Posledni zpiisob vede k nekalé soutézi, kdy jsou vysoce kvalitni vina
nesouci oznaceni ptivodu srovnavana s témito podvodné upravenymi viny, a jsou diky tomu
znevyhodiiovana. Toto celé vede k dezinformaci spotiebitelt, kdy mize zplsobit zdravotni
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riziko lidem trpici diabetem (moznost zbytkového cukru ve vin¢). Mimo jiné také zpochybnuje
regionalni oznaceni ptivodu. (Parga-Dans, 2017)

3.3.1.6 NMR analyza vina

Nuklearni magnetickd rezonance si dokézala vybudovat dulezité postaveni pro
charakterizaci a kontrolu potravinové kvality. Jeji vyuziti je lep$i pro kvalitativni nezli
kvantitativni stanoveni slozek v dané potraviné. V roce 2008 Viggiani et al. se pustili do prvni
studie italskych vin pochazejici z regionu Basilicata na jihu Italie. Odkud pochazi ¢ervené vino
Aglianico del Vulture nesouci CHZO. Cilem jejich prace bylo porovnat ¢ervené vino z regionu
Basilicata (pochazejici ze ¢ty vinic s riznym podlozim) se stejnou odridou Aglianico
z regionu Kampania, taktéz z jihu Italie. Jako primarni diskriminac¢ni faktor se rozhodli pouzit
kyselinu jantarovou, kterd nema nic spole¢né¢ho sroénikem vina. Dale se ztotoznili se
skute¢nosti, ze jako marker pro ur¢eni zemépisného piivodu je aminokyselina prolin. (Viggiani,
2008)

Lee et al., ktery testoval dva ro¢niky (2006, 2007) vin Meor (Vitis coignetiae) dosel
k zavéru, Ze hladiny prolinu a polyfenoli obsaZenych ve viné nemaji zadnou spojitost
s pouzitym kmenem kvasinek. Obsah téchto dvou latek zavisi na ro¢niku sklizng, ktery je
ovliviiovan z nejvétsi Casti slunecni expozici a mnozstvim srazek behem vegetacniho obdobi,
dale je také vliv teploty a relativni vlhkosti. V této studii je kladen diraz na spojitost mezi
vicerozmérnymi statistickymi daji o globalnich metabolitech vin a mezi meteorologickymi
udaji na vinicich, které poskytuji presnéjs$i charakterizaci vinnych hroznti nebo vina. (Lee,
2009)

Necilena 'H NMR analyza patii mezi nejnovéjsi postupy pouzivané pii autentizaci vina.
Tato metoda vyuziva cely otisk spektra a poskytuje vicerozmérné porovnani s databazi
autentickych vzorktl vin. Tuto metodu zpopularizovala fa. Bruker jako ,,Wine Screener®.
Citlivost této metody se v poslednim desetileti vyrazné zlepsila, a to diky pokroku v technologii
spektrometrl a tlumicich rozpoustédel. Které v soucasnosti umoznuji v alkoholickych napojich
stanovit vedlejsi slouceniny ve velmi nizkych koncentracich, a to az v nizkych koncentracich
ppm (parts per milion). (Lachenmeier, 2016)

K porovnavani vin slouzi metoda Wine — Profiling ™. Tato metoda porovnava
spektroskopické fingerprinty ziskané od jednotlivych vzorkd s velkou databazi autentickych
vzorki vin. Diky tomuto 1ze odpoveédét na otazku, jaky je zemépisny piivod a slozeni vina. Dale
také mizeme poznat odriidu bobuli a ro¢nik. Ackoliv byla tato metoda ptivodn€ vyvinuta pro
analyzu ovocnych §tav, casem doslo k jeji upravé a dnes ji také mizeme vyuZivat k rozborim
vina a alkoholickych napoju. (Minoja, 2014) Analytické metody vhodné pro testovani pravosti
vina musi byt schopny rozliSovat odridy révy, zemépisny ptivod, a i jeho rocnik. (Lopez-
Rituerto, 2009)

Zjisténi zemépisného puvodu vina je hlavni otdzkou autentizace vina. (Lachenmeier,
2016) Cilena analyza NMR s vysokym rozliSenim byla uzitetna pro urfeni nékterych
specifickych markert odrid révy vinné, nebo technologického postupu vyroby vina. Jako
marker zralosti se podle Cetnosti vyskytu zda aminokyselina prolin. (Lopez-Rituerto, 2009)
Prolin je jednou z nejvice zastoupenych aminokyselin ve vinnych hroznech a nasledné i ve vin¢.
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Jeho obsah koreluje s odriidou hroznti. Odriida Cabernet Sauvignon a Merlot, které jsou hlavni
odriidou francouzského regionu Bordeaux jsou na prolin bohaté. (Gougeon, 2019)

Prolin by mohl byt vyuzivan jako marker indikujici klimatické podminky pfi zrani hroznti
a poté i u vina, kde je prolin nevyuzitelny jako zdroj dusiku vinafskymi kvasinkami a
bakteriemi. Mimo jiné byla pomoci NMR a MS zaznamenana pozitivni korelace mezi obsahem
prolinu a chuti v Gstech pii senzorickém hodnoceni. (Hong, 2011)

V roce 2019 byla provedena studie, kdy bylo pomoci kvantitativni NMR (QNMR)
v kombinaci s vicerozmérnou statistickou metodou analyzovano 224 vzorkli komer¢nich
cervenych francouzskych vin z riiznych terroir (127 vzorkl pochazelo z oblasti Bordeaux, 97
pochézelo z ostatnich vinafskych oblasti). Analyzovana vina pochézela z regionti Bordeaux,
ktera byla srovnavana s viny z oblasti Beaujolais, Burgundsko, Cotes du Rhone, Languedoc —
Roussillon a udoli feky Loire. VSechny tyto oblasti nesou CHOP. Testovana vina pochazela
z ro¢nikt 2004 az 2017. Pomoci qNMR doSlo k rozpoznani vin z Bordeaux od ostatnich
francouzskych vin s CHOP, ale také doslo k jeho urceni. Kdy byla vina z Bordeaux uréena
S piesnosti na 95 %, ¢imz se prokazala specifi¢nost vin z této oblasti oproti jinym vintim. Mimo
jiné se zabyvali sledovanim G¢inkl vyvoje vina béhem zrani v lahvi a roéniku lahvovani. Jejich
vyzkum mimo jiné potvrdil, Ze Cabernet Sauvignon obsahuje velké mnozstvi kyseliny gallové.
(Gougeon, 2019) Na obrazku ¢islo 2 je vidét spektrum vina s rozpoznanim danych sloucenin,
bylo také vyuzito simultanniho nasyceni vody a ethanolu (sekvence Bruker Pulse
NOESYCPPS1D kombinovany s osminasobnym potlacenim aplikaci ptislusného tvarového
pulsu). Pfed samotnou analyzou doslo v osmi sekvencich k potlaceni hlavnich slozek — vody a
ethanolu. (Godelmann, 2013).
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Obrazek 2. NMR spektrum vina (prejato z Godelmann, 2013)

Existuje také silny dikaz, kdy metabolicky otisk vina odrazi sloZzeni vina, kterym Ize urcit
odridu, ro¢nik a podlozi pidy. Fenolové slouCeniny ve viné jsou zodpovédné nejen za
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senzorické vlastnosti jako je barva, sviravost a trpkost, ale jsou také antikarcinogenni,
antivirové a maji pozitivni ucinek na kardiovaskularni systém. Polyfenoly, které byly
vyextrahovany z vina a proSly NMR analyzou jsou dobrym ukazatelem pro uréeni odridy,
rocniku a zemépisného plvodu. Mnozstvi sekundarn€ vzniklych fenolovych metabolith
V hroznech a poté i1 ve ving, je ovlivnéno fadou faktorti. Mezi hlavni vlivy patii odrada révy
vinné, puda, podnebi, agronomické postupy vinafe, mnozstvi svételného zafeni, stadium
zralosti i pfipadna infekce hroznti. (Anastasiadi, 2009)

Krom geografického ptivodu 1ze pomoci *H NMR piedpovidat i odriidu vinnych hrozn.
Pii testovani némeckych vin byly spravné rozpoznany odridy Miiller-Thurgau, Ryzlink rynsky,
Rulandské modré a Tramin kofenny z vice nez 600 vzorkt odrud vin, S piesnosti na 95 %. Jako
kazda jind metoda, ma i tato své nevyhody. K urceni pfesnosti je potfeba rozsahla databaze
vzorki vin z kazdého ro¢niku a z kazdé vinafské oblasti. (Lachenmeier, 2016)
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Tabulka 1.Systematicky prehled védeckych studii zamérenych na NMR analyzy vina

Piiprava
pred
analyzou

Kvantifikace

Vysledky

Autor Pocet Vino
vzorkiu
(Viggiani, 20 Aglianico
2008) del Vulture
(Pereira, 134 Merlot
2005) Noir,
Cabernet
Franc,
Cabernet —
Sauvignon
(oblast
Bordeaux)

1) Pfima
analyza
2) Metoda

zkoncentrovan

i vzorku
(zmraZeno,

lyofilizovano)

1)slupky
namlety a

extrahovany
2) duzina

extrahovana,
suseni ve

vakuu,

rozpusténi

Vv oxalatovém

pufru a suSeni
ve vakuu,
rozpusténi

v D0, uprava

pH, lyofilizace

NMR pH Statisticka
analyza
dat
Varian 400, vybaven 5 mm Ptirozené, PCA
sondou s ptimou detekci béhem
pulzniho pole s gradienty analyzy
osy z. Pro *H 399,96 MHz a | pokles na
pro 3C 100,57 MHz, 2,5-3,2
vyuziti presaturace H>0,
doba akvizice 1,9 s,
relaxacni zpozdéni 5 s
Avance, 300 K na 500MHz 4 PCA
pomoci 5 mm inverzni
sondy,
opatfeny automatickym
vzorkovacem.

akvizi¢ni ¢as 2,73 s,
relaxaéni zpozdéni
25 s /sken
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alanin, isoleucin, leucin,
prolin, k. mlé¢na,
K. jantarova, glycerol,
(2,3-butanediol), sacharéza,
a-D-glukoza

19 sloucenin bylo
identifikovano jak ve slupce,
tak v duziné — isoleucin,
leucin, valin, threonin,
alanin, arginin, prolin,
glutamin, GABA,
glukoza (a, B), sachardza,
fruktoza, k. jablecna,
k. mravenci, k. fumarova,
k. mlééna, k. citronova,
k. jantarova, k. vinna

U neupravenych vzorkt, dochazelo v
alifatické oblasti k prekryvani mensich
sloucenin (aminokyseliny, sacharidy) hojné
zastoupenym ethanolem a glycerolem —
vody byla presaturovana. U lyofilizovanych
vzorkll byla odstranéna vétsina vody a
ethanolu a spektra byla Iépe ¢itelna.
Minoritni slouéeniny — aminokyseliny,
alkoholy, fenolové slouceniny analyzovany
'H a 3C NMR s vyuzitim technik 1D a 2D
NMR. Mezi viny byly pozorovany rozdily
podle roéniku a zemépisného plivodu.

Byly porovnavany 4 skupiny vzorkd vin z
Bordeaux, také se porovnaval obsah latek ve
slupkach a v duziné. Byl pozorovan vliv
terroir na metabolicky profil duziny i slupky.
Pomoci PCA bylo identifikovano 19
sloucenin, které umoznili pozorovat rozdily
mezi jednotlivymi spektry. Nejvetsi
zastoupeni méla u slupek fruktdza, glukodza a
sachar6za a u duziny to byla fruktéza,
gluko6za, malat a prolin. K. mlécna byla
vyznamnou proménou ve vzorcich ze
slupek. 'H NMR spektrometrie
ethanolovych extraktd zfedénych D,O
neumoznila identifikaci fenolovych
sloucenin kvuli pfekryvajicim se rezonancim
signalu a slozitosti jejich spektra.



Autor

Pocet

Vino Piiprava NMR pH Statisticka Kvantifikace Vysledky
vzorki pred analyza
analyzou dat
(Gougeon, 204 Cabernet odstfedéni Bruker BioSpin 600MHz, 3,1 PCA, 2,3-butandiol, k. octova, Spravnost uréeni vin z Bordeaux je 95 %.
2019) Sauvignon, vina teplota 293 K, OSC-PLS- acetoin, alanin, latky Vina z Bordeaux obsahuji oproti ostatnim
Merlot ¢as relaxace 5 s a DA

doba vzorkovani 2,726 s.
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obsahujici alkohol, arginin,
k. kdvova, katechin, cholin,
k. citronova, epikatechin,
ethanal, athyl acetat, athyl
laktat, fruktoza, k. fumarova,
k. gallova, k. galakturonova,
k. GABA, glukoza, glycerol,
isobutanol, isopentanol,
k. mlééna, k.jable¢na,
manitol, methanol,
myo-inositol, fenethyl
alkohol, prolin, k. pyruova,
k. shikimova4, k. sukcinova,
k. syringova, k. vinna,
treonin, trigonelin, tyrosin,
valin, xyloza

francouzskym vinim vice prolinu, fenethyl
alkoholu, k. jantarové, k. gallové, arabindzy,
k. galakturonové, methanolu a isopentanolu.
Oproti tomu maji méné k. mlécné, k.
kavové, ethyl laktatu, a 2,3-butandiolu.



Autor Podet Vino Piiprava NMR pH Statisticka Kvantifikace Vysledky
vzorki pred analyza
analyzou dat
(Son, 28 Cabernet Vina Spektrometr Varian VnmrS 4 PCA, PLS- | valin, 2,3-butandiol, ethanol, K porovnavani kontinentalnich Cabernet
2008) Sauvignon, | lyofilizovana a 600, pracujici pfi DA k. mlééna, alanin, prolin, Sauvignon z Francie, Kalifornie a Australie
Shiraz, nasledné 599,84 MHz, teplot& 298 K, k. octova, k. jable¢n4, byly vypoéteny modely PLS-DA. V 'H
Campbell rozpusténa a neptima detekéni sonda k. citronova, k. jantarova, NMR spektrech bylo identifikovano 16
Early poté S trojim rezonan¢nim glycerol, k. vinna, metabolitd. K. jable¢na byla identifikovana
odstfedéna. odporem 5 mm, glukoza (a, B), k. gallova, pouze u korejského vina Campbell Early,
pulsni sekvence noesypresat 2-PE protoze tato vina nebyla fermentovana ML
k potlaceni zbytkové H>0, bakteriemi, které pfeménuji k. jable¢nou na
éas relaxace 1,5 s, k. mlé¢nou. Krom zbytkového ethanolu
akvizicni Cas 4,00 s. béhem lyofilizace nebyla hladina k. octové
ve vsech vzorcich konstantnich z divodu
netplné lyofilizace, coz byl hlavni problém
v reprodukovatelnosti. Obsah 2,3-butandiolu
a k.octové byl stejny pied i po lyofilizaci.
(Lopez- 111 Rioja Vzorky Bruker Avance 111 600, 3 PCA ethanal, histidin, Doslo k rozpoznani vinného mostu a vina po
Rituerto, uchovavany pracujici pii 600,13 MHz k. mravenci, resveratrol, ukonceni alkoholového kvaseni. Béhem
2012b) pii-25°C. Po | proH, vybaveny dvojitou 2-fenylethanol, tyrosin, MLF se sledovala pfeména k. jable¢né na k.
rozmrznuti, | vyladénou kryoprobou (TCI) k.gallova, k.fumarova, mlé¢nou, kontrola tohoto procesu je nutna —
upraveno pH, pfipravenou pro 5 mm k. vinna, glukéza (a, B), odrazi kvalitu vysledného vina. Rozdil ve
odstfedéno zkumavku,

relaxacni zpozdéni 10 s.

fruktoza (a, B), ethanol,
methanol, GABA,
k.citronova, k. jablec¢na,
k.sukcinova, glutamin,
k.glutamova, prolin, valin,
k.octova, arginin, alanin,
k. mlééna, 2,3-butanediol,
leucin, isobutanol,
isopentanol, 1-propanol
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spektrech mostu a vin byla pfeména
sacharidi v mostu, na alkoholové a
organické slouceniny ve ving. Obsah
aromatickych slouc¢enin ztstal neménny jak
v mostu, tak i vinu. Sacharidy z mostu vSak
nezmizely, ale zanechaly slozity fingerprint
specificky pro jednotlivé vzorky.



Autor Podet Vino Piiprava NMR pH Statisticka Kvantifikace Vysledky
vzorki pred analyza
analyzou dat
(Nilsson, 3 portské ptidana D,0 a Bruker Avance DRX-500 Port A N/A Port A ma v alifatické Identifikovany hlavni slozky, v alifatické
2004) vino pro referenéni | pracuji pti 500 MHz pro 'H, | (pH=3,43), oblasti niz$i obsah oblasti NMR spektra k. octovéa/acetaty, K.
chemicky spektra ziskana pomoci Port B k. jantarové, k. pyruvové, jantarova, k. pyrohroznova, k. mlé¢éna a
posun TSP pulzni sekvence (pH=3,70), GABA a prolinu, ale ma alkoholy se stfednim fetézcem
NOESYPR1DSP, Port C vy$§i obsah k. mlé¢né a (1-propanol,2-methyl-1-propanol) spolu s
akvizi¢ni ¢as 1,36 s, (pH=3,66) acetatu. malym mnozstvim aminokyselin. Dtlezitym
relaxacni zpozdéni 4,0 s, ukazatelem je k. octova, ktera byla nejvyssi
potlac¢eni H,O a Et-OH u Port A (570 mg/l),
poté u Port B (220 mg/1) a nejnizsi u Port A
(170 mg/1). Je zfejmé, ze vSechna vina
obsahuji podobné koncentrace alkohold se
stiednim fetézcem.
(Godelma 583 Ryzlink upraveno pH Bruker BioSpin Avance Il 3,10 PCA, methanol, k. mlé¢na, Nizky obsah k. shikimové ve vinech,
nn, 2013) rynsky, vybavenym 5 mm H/D-TXI (+0,02) LDA, k. citronova, k. jable¢na, zejména u Burgundskych vin, umoziuji
Pinot noir, sondou se z-gradientem, MANOVA k. jantarova, k. octova, predikci odrudy hroznt. Hladina k kftarové
Muller- automatickym ladénim a k. fumarova, k. vinna, je primarnim ukazatelem pro odhad tirovni
Thurgau, odpovidajicim doplitkem a 3-methylbutandiol, aceton, oxidace, které vino podstoupilo. Cervena
Rulandské BTO-2000 pro regulaci alanin, k. shikimova, vina vykazuji vysokou hladinu k. kftarové,
bilé, teploty, méfeno pii 300,0 K, k.kftarova, 2,3-butandiol, ktera je vysledkem kvasnych procest,
Rulandské NOESYGPPS glycerol a ethanol. zatimco bila vina maji velmi nizkou hladinu
Sedé, k. kftarové. Proto je obsah k. kftarové
Dornfelder primarn¢ vysledkem technologie vina a
Gewiirztra nesouvisi s odridou hroznd. Také hlavni
miner, produkt kvaseni — ethanol a vedlejsi produkt
Silvanské, glycerol jsou u vin z riiznych odrid hrozni v
Lemberger podobném rozmezi a nelze je povazovat za
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diskriminacni faktory pro odriidy révy.



3.3.1.7 FalSovani vina

V 19. stoleti se pouzivali pro rozjasnéni barvy hlinité soli a pro zvyraznéni fialové barvy
¢ervenych vin se vyuzivaly extrakty z bobulovin. Zrani v sudech bylo simulovano dubovymi
pilinami, které byly pfedchidkyné soucasné legalni techniky ptidavani dubového dieva. VéEtsi
riziko vSak predstavovalo ptidavani olovnatych soli pro vycefeni a slazeni. (Lachenmeier,
2016) Chaptalizace, patiila v 19. stoleti mezi nejcastéj$i praktiky falSovani vina na tzemi
Francie.

V poslednich letech se vSak zlepSily metody a zplisoby falSovani, jelikoz metody
analytické chemie dokazaly odhalit i téZzce rozpoznatelné latky pouzité k falSovani.
(Lachenmeier, 2016) Tabulka ¢islo 2 sumarizuje nejc¢astéjsi praktiky falSovani vina. Holmberg
et al. uvadi, ze v roce 2010 bylo na evropském trhu ptiblizné 10 % vin z celkové produkce,
ktera méla niz8i Kkvalitu, nez byla uvedena na etiketé. Bohuzel, vSak vétSina béznych
spotiebiteld tento fakt nedokdzala rozpoznat, protoze jej ani odbornici na vino nedokazali
organolepticky odhalit. (Holmberg, 2010) FalSovani vina byva nejcastéji provadéno diky
ptidavku latek, které ovliviiuji kvalitu. Nejcastéji to jsou latky, které kvalitu snizuji, pozménuji
nutriéni sloZeni, a tak nedodrzuji pravni pfedpisy a je u nich vyskyt zdravotnich rizik. (Alafion,
2015)

Uréeni geografického pivodu je jednou z hlavnich otazek pfi urovani pravosti vina.
K tomuto ucelu bylo navrzeno nékolik metod. Které na zakladé dat z vicerozmérnych analyz
instrumentalnich metod, porovnavaji neznamé vzorky se souborem autentickych vzorkt. Mezi
nejbéznéjsi metody urcovani autentizace vin patii metody zalozené na pomérech stabilnich
izotopu. (Lachenmeier, 2016)

Mezinarodni organizace pro révu a vino (OIV) publikovala ve svém souhrnu nékolik
mezinarodnich metod pro analyzy vina a vinnych mostd. Jednou z nich je vyuziti specifické
metody nuklearni magnetické rezonance (SNIF-NMR) sledujici distribuci ptirodni izotopové
frakcionace v riznych mistech v molekule, pro stanoveni distribuce deuteria v ethanolu, jakoz
to i jeho izotopového poméru 8 O/*® O vody, ** C/*? C ethanolu a ** C/*2 C glycerolu. Z velké
¢asti byla urcena regionalni pravost pravé pomoci izotopového poméru. Bylo tak rozliSeno
velké mnozstvi italskych a Spané€lskych vin z riznych regionii. Bylo mozné detekovat ptidany
Ctyf uhlikaty rostlinny cukr. Také doslo k odhaleni chaptalizace a uréeni ro¢niku a zemépisného
puvodu slovinskych vin. Evropska unie sestavila databazi vin, ktera obsahuje izotopové poméry
pravych vin ze vSech regiont, které 1ze pouZit pfi srovnavani vin v pfipad¢ podezieni na
falsovani. (Lachenmeier, 2016) Z cilené a necilené NMR spektroskopie se stala prvni ruting
pouzivana metoda Vv oblasti alkoholickych napojti. (Godelmann, 2013) Velkym piinosem by
bylo ziizeni databaze s autentickymi vzorky napoju, které by byly podobné databazim
S izotopovymi poméry vin na Uzemi EU. Z technologického hlediska byl zaveden piisné;si
systém kontroly HACCP, aby se dalo zabranit falSovani vina. Ve skute¢nosti by to odhalilo jen
hrubé formy fal$ovani, napi. Methanol. (Lachenmeier, 2016)

Ve vinafstvi je nejCastéjSimi typy falSovani nepovolené ptidavani ptirodnich ¢i
syntetickych sladidel, pfidavek ethanolu, fedéni vodou a pfidavani umélych latek k zakryti
riznych vad vina. (Hong, 2017) Dalsi zakazanou praktikou je michani riznych odrid vinnych
mosti anebo také michani jedné odriidy za ziskanim vyssi kvality. Piidavek levnéjsi odrudy,
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nez je uvedend na etiket¢ je podvod zdkaznika. Divod pro¢ takto vinafi vino falSuji je

pozadavek na lepsi senzorické vlastnosti. (Alafidon, 2015)

Tabulka 2. Typy falsovadni vina (prevzato z Lachenmeier, 2016)

pivodu, zarazeni
do jakostni
skupiny, rok
sklizné

Casto je usnadnén
maloobchodnimi fetézci, kdy
je prezentovano "kvalitni"
vino za nizkou cenu.

Typ Popis Rizika pro spoti‘ebitele
Nesprfl vne Nejcastéjsi typ falSovani vina. | Neptinasi zadné zdravotni riziko
oznaceni « -y . .
pro spotiebitele. Zakaznik je

pouze klaman a plati za levné
vino, které je prodavano jako vino
vyssi kvality.

FalSované vino

V soucasné dob¢ se vyskytuje
jen ojedinéle. "Vino" se sklada
pouze z vody a aditiv.

Aditiva, ktera byla pouzita pro
vyrobu tohoto népoje a ktera
nebyla uvedena na etiketé mizou
zpusobit konzumentovi
alergickou reakci.

ZlepSeni vina

Pti zlepSovani vina se vyuziva
cukr, glycerol, diethylenglykol
¢1 jina sladidla. Déle se také
ptidavaji aromatické
slou€eniny pro zlepSeni viné.
Dalsi praktikou muze byt
smichéni sladsich nebo cizich
odrid vina.

V tomto ptipadé je zakaznik
pouze klaman a podvadén.
Ohrozeni zdravi neni na miste,
vyjimku nastava jen v ptipadé,
kdy vyrobce ptida toxickou
latkou, jakou miize byt naptiklad
methanol.
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3.5 Pivo

Pivo mé vice nez staletou historii, je soucasti nasi ptitomnosti a bude zajisté i soucasti
budoucnosti. U¢inné latky Vv pivu maji pozitivni vliv na na§ imunitni systém, snizuji tvorbu
rakovinotvornych bunék, chrani pred kornaténim tepen, a dokonce i prodluzuji zivot. (Marova,
2011) Pivo je definovano jako fermentovany napoj vyrobeny z vody, sladového je¢mene,
chmele a pivovarskych kvasinek. Slad je bohatym zdrojem $krobu. Skrob, je pozd&ji pfeménén
pivovarskymi kvasinkami na jednodussi latky. Typické aroma a hotkou chut’ ziskéva pivo diky
chmelu. (Marova, 2011) (Rodrigues, 2011b) Pro vylepseni nebo pro ozvlastnéni chuti 1ze vyuzit
I ovoce, bylinky, ptipadné rizné druhy kofeni. (Duarte, 2002)

I pfes vyvoj modernich technologii a zafizeni, ziistaly tradi¢ni postupy nezménény.
Pivovarsky priumysl je rozsifen po celém svété a sklada se primarné z nékolika nadnarodnich
spole¢nosti a z nékolika tisicovek menSich vyrobcli. Mezi tradi¢ni evropské pivovarské zemé
s vlastnimi typy piva patii Némecko, Belgie, Velka Britanie, Irsko, Polsko, Ceska republika,
Skandinavie, Nizozemsko a Rakousko. Pfes mezinarodni variace je pivo rozdéleno dle zptisobu
kvaseni, na piva svrchn¢ a spodné kvasena. (Marova, 2011)

Celosvétove existuje nespocet kombinaci, ptisad a procest vareni piva, které davaji
vzniknout tomuto kvasenému napoji. (Rodrigues, 2011b) Piva z riznych regiont a pivovari se
od sebe lisi i pfes dodrzovani stejnych technologickych postupti. Sladci pro vyrobu piva z velké
¢asti vyuzivaji lokdlni suroviny. Kdyz bychom chtéli jednotliva piva porovnéavat, museli by
vSechny pivovary uvafit pivo podle stejné receptury a posuzovalo by se jen jeho dodrZeni a
vyrobni postup. (Mosher, 2017)

Vztah téchto senzorickych vlastnosti k chemickému slozeni piva neni zcela znam. Tato
skute€nost, zabraniuje uplné a dobfe zhodnotitelné chemické/ biochemické analyze, ktera by
vedla k blizsi specifikaci vlastnosti piva. (Almeida, 2006) Obsah alkoholu je jednim z prvnich
senzorickych parametrt, ktery je hodnocen spotiebiteli, ale také sladkem pfi piiprave receptury.
Koncentrace alkoholu v pivu miize byt od 0,1 do 12 % a vice. KdyZ je obsah alkoholu vysoky,
konzument citi teplo v Gstech a zaludku. (Mosher, 2017) Analytickymi metodami se méfti
hotkost a barva, enzymatickymi analyzami se stanovuji organické kyseliny a plynovou
chromatografii se detekuji vyssi alkoholy. (Rodrigues, 2011b)

35.1 Ceské pivo

Ceské pivo je vyjimeéné, tim Ze se vaii jedineénym postupem v uréité zemépisné poloze.
Evropské unie V f{jnu roku 2008, dovolila Ceské republice pouzivat ochranou znamku ,,Ceské
pivo“. (Marova, 2011) V Ceské republice je pivo povazovano za narodni napoj a soudast
kulturniho dédictvi. Od ostatnich piv se Ceské pivo odliSuje specifickymi senzorickymi
vlastnostmi, které jsou dany specifickou vyrobni technologii a vyuzitim jedinecnych lokalnich
surovin. Nejslavnéjsim ¢eskym pivem je pivo plzeniského typu, které ziskalo své diilezité
postaveni na celosvétovém trhu. Chrdnéné zemépisné oznadeni ,,Ceské pivo™ nesmi pouzivat
vsechny pivovary vafici pivo na uzemi Ceské republiky, ale pouze jen ty pivovary dodrzujici
postup a suroviny uvedené v zadosti psané Evropské unii. Bylo zjisténo, ze Ceské pivo obsahuje
odlisné spektrum polyfenolt, t€kavych sloucenin a profiltt aminokyselin. (Olsovska, 2014)
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3.5.2 Chemické sloZeni piva

Pivo je po chemické strance, velmi slozity produkt, ve kterém je nejvice zastoupena voda,
ethanol a kombinace riznych sacharidi. Kvalita tohoto fermentovaného napoje se hodnoti
senzoricky, a to na zakladé organoleptickych charakteristik, mezi které patii barva, chut’,
celkovy vzhled a aroma. (Rodrigues, 2011b) Studium chemického slozeni piva je velmi
vyznamné jak pro hodnoceni kvality piva, tak pro vyvoj novych produkti. Obsah sacharidi,
ptevazné zkvasitelnych jako je gluko6za, maltéza, maltotrioza, rizné dextriny a arabinoxylany
jsou zavislé na typu vafeného piva. Je tedy rozdil mezi pivy spodné a svrchné kvasenymi. Tyto
slouceniny maji vliv na chuté, které vnimame v tstech. Témito chutémi je chut’ sladka, kysela
a hotka. Za chut piva jsou mimo jiné zodpovédné fenolové slouCeniny, mezi které patii kyselina
skoficova, kyselina benzoova, dale katechiny a flavonoly.

Bilkoviny a aminokyseliny ovliviiuji stabilitu pény a mnozstvi zakali v pivu.
V zanedbatelném mnozstvi byly v pivu nalezeny mastné kyseliny se stfednim fetézcem,
vitaminy, t€kavé latky, hotké kyseliny a biogenni aminy. Nejcastéji zastoupené slouceniny jsou
acetaldehyd (i hydratovana forma), kyselina octova (i acetaty), adenosin, inosin, alanin,
kyselina citronova, cytosin, ethyl ester, kyselina mraven¢i, GABA, kyselina gallova, histidin,
isobutanol, isopentanol, kyselina mlécnd, kyselina jablecnd, prolin, propanol, kyselina
pryrohroznova, kyselina jantarova, tryptofan, tyrosin, uridin, zkvasitelné cukry, lipidy a
polyfenoly. (Duarte, 2002)

3.5.3 Druhy piv

3.5.3.1 Piva spodné kvasena

Pro kategorii piv spodniho kvaseni je typické pouziti kvasinek Saccharomyces
pastoranus, které podle historickych pramenti v zimnich mésicich klesly na dno kvasnych kadi
a tim ziskaly vétSi Sanci na preziti. Proto spodné kvasSend piva kvasi pii nizkych teplotach.
V Evropé€ pochazi ptevazna ¢ast lezakl z pivnich velmoci, kterymi jsou Némecko, Francie a
Ceska republika. Anglické lezaky jsou dnes jednémi z nejzadanéjsich piv na trhu. Nejspis kviili
niz§imu obsahu alkoholu, svéZi a Cisté chuti, kterd vznika diky ptidavku ryze. U americkych
lezaka se také vyuziva piidavku ryZe nebo v nékterych pripadech kukufice. Tyto pfiméesi davaji
priblizit chuti plzeniského piva. Dullezitym charakteristickym znakem je vysoka nasycenost
oxidem uhli¢itym.

Na pocatku 40. let 19. stoleti vznikl v Plzni typ piva, pro ktery je charakteristicky
dekok¢ni zplisob rmutovani. Plzenisky lezak ma zlatou barvu, vyrazné aroma a lehce hotkou
chut’. Tomuto lezaku je dosti podobny vidensky lezak, ktery je velmi popularni v Némecku na
pivnim festivalu Oktoberfest. Ma tmavsi barvu, vyraznou chut’ po prazeném sladu a ma také
vys$si obsah nez Plzen.

Lezacké pivo typu Bock jehoz hlavnim rysem je sladsi, lehce chmelena chut’ a vyssi obsah
alkoholu (kolem 6,5 % objemovych). Bock zahrnuje né€kolik podtyput, pfi¢emz nejznamé;jsi
jdou dva. Prvnim je pivo Dopplebock, ktery je stejn¢ chmeleny jako Bock, ale ma vyssi obsah
alkoholu. Poprvé toto pivo uvafil fad Paulani v Mnichov€. Druhym podtypem je specialita
severniho Bavorska pivo Eisbock, ktery je unikatni ¢astecnym zmraZenim Bocku. Ze kterého
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se takto odstrani prebytecnd voda a pivo dostane silné€jsi chut’ a zvysi se obsah alkoholu. Pti
opakovaném mrznoucim procesu se lze dostat az na 30 % objemovych alkoholu. (Mosher,
2017)

3.5.3.2 Piva svrchné kvasena

Svrchné kvasena piva neboli piva typu Ale, vyuzivaji rod kvasinek Saccharomyces
cerevisiae, které zkvasuji mladinu na povrchu za vyssich teplot. Piva typu Ale nemaji svézi a
Cistou chut’ jako lezéky, ale je pro n¢€ spis typicka chut’ ovoce a koieni, kterd po napiti v ustech
dlouho pietrvava. Svrchné kvaSena piva se dé€li do tii podskupin podle mista vyroby, a to na
prvni podskupinu Evropskou, druhd podskupina zahrnuje Anglii, Skotsko a Irsko a posledni
podskupina patii Americe.

Evropské podskupina piv typu Ale z nejvétsi ¢asti zahrnuje piva belgickd, némecka a
francouzska. Némecka psSeni¢na piva jsou kalna, z divodu vysokého obsahu pSeni¢nych
bilkovin. PSenice v tomto druhu piv musi zaujimat minimaln¢ padesat procent z celkového
mnozstvi obilnin. Pro piva francouzskéd a belgicka, je typicka bohatd a tézka ale celkové
vyvazena chut’.

Do némecké podskupiny patii piva typu Sour Ale, pro které je typicka kyselad chut’. Kyseléd chut’
téchto piv je zpisobena diky divokym kvasinkam rodu Lactobacillus (pfipadné Bettanomyces),
které produkuji kyselinu mlé¢nou. Obsah alkoholu pro tento typ neni pfesné vymezen.

Belgicka podskupina piv, je charakteristickd vysSim obsahem alkoholu, ktery je od 6 do
12 % objemovych. Belgicky Ale mlize na konzumenta pusobit stejnym dojmem jako vino, a to
diky chuti a aroma, které je zptisobeno pridanim susené¢ho ovoce, naptiklad Svestek ¢i rozinek.
Piva z Anglie, Skotska a Irska si jsou svymi vlastnostmi velmi podobné.

Anglicky Ale je rozmanity a patii sem je¢né vino, pivo Imperial Stout, ale také typ
Robust Porter. V dobach, kdy pattila Indie k britskym koloniim, bylo potieba aby pivo piezilo
dlouhy transport na lodich. Proto se Britové uchylili vy§§imu ptidavku chmele a také zvysili
obsah alkoholu, coZ vedlo k prodlouZzeni doby skladovani. A jelikoZ toto pivo mélo v dasledku
pouziti svétlého sladu svétlou barvu a vyvaZzelo se do Indie, vznikl styl piva nesouci nazev India
Pale Ale (IPA). Dalsim zajimavym stylem piva, ktery pavodné vznikl jako napoj k uhaseni
zizné dé€lniki v lodénicich nese nazev Porter. Dfive se pro piipravu tohoto piva vyuzival slad
prazeny nad ohném, a déaval tak pivu tmavou barvu, koufovou chut’ a aroma. S pfichodem
prumyslové revoluce nastala zména pii vareni tohoto piva, ktera se udrzela az do dneSni doby.
Dnes se pfi ptipravé Porteru vyuZziva ¢okoladovy slad a praZzeny je¢men. Diky tomu je pro toto
pivo charakteristickd tmaveé hnéda aZ erna barva, silné pfichut sladu, ale objevuje se také chut’
pod ktery patii nejvice uznadvané pivo Guiness. Charakteristicky chmelovou chut’ ziskava toto
pivo diky pfidavku chmele jiZ na zac¢atku vyroby.

Posledni skupinou piv typu Ale jsou piva americka. Pfevazna Cast piv uvarena na uzemi
Ameriky nepfichazi s zddnym novym zplisobem vareni piva a Cerpa tak z evropskych receptur.
Kdy recepturu dodrzuji, nebo vytvaii kombinaci evropskych styli. Nejcastéji se Ameri¢ané
pousti do anglického piva typu IPA. Americka verze Porteru je ¢asto obohacovéna o extrakty
ze studené kavy ¢i kakaovych bobt, aby doslo k zesileni téchto latek ve vysledném produktu.
(Mosher, 2017)
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3.5.4 Trapisticka piva

V dob¢ stiedovéku na tizemi tehdejsi Francie vznikl fad Trapistickych mnichd, kde si
mnisi V klaSterech vafili pivo pro mistni komunitu. (Mosher, 2017) Tento produkt je znamy
svou vysokou kvalitou, ¢imz si na svétovém trhu udrzuje dilezité postaveni. Proto Trapisticka
piva dostala ochrannou znamku. Pivo musi byt vafeno na tzemi jednoho z klastert Radu
Cistercianu, za dodrzeni piisnych kvalitativnich a tradi¢nich norem majici dlouhou historii mezi
klasterni komunitou. (Mannina, 2016b)

Jednou z podminek pro toto pivo je, ze musi byt uvatreno v Trapistickém klastete, kdy jej
musi varit sami mnisi, nebo na samotnou vyrobu musi alespon dohlizet. Dalsi podminkou je,
ze vyroba piva nesmi byt primarnim prostiedkem k obziveé. Mnisi si tak musi nechat penize
Z prodeje pouze na pokryti jejich zivotnich potieb a vse co si vyd¢€laji navic, vénuji na charitu.
Pokud nejsou dodrzeny tyto podminky nesmi byt pivo prodavano pod nazvem Trapista, ale l1ze
toto pivo s podobnymi vlastnostmi oznacit jako Abbey Ale. (Mosher, 2017) Aby nedochazelo
K zneuzivani této ochranné znamky, zalozili mnisSi Mezinarodni trapistickou asociaci, ktera
sdruzuje 20 z celkovych 175 klastert. Pii dodrzeni vSech kvalitativnich a tradi¢nich standardi,
lze pivo oznacit jako ,Origindlni Trapisticky produkt®. Z 20 klastert, které patii do
Mezinarodni trapistické organizace smi vafit pivo pouze 12 klasteri (Mannina, 2016b), které
maji povoleni vafit a prodavat pivo pod nazvem Trapista ¢i Trapisticky Ale. (Mosher, 2017)

Nejstarsim Trapistickym pivovarem, ktery zacal vafit pivo jiz v roce 1595 leZi na tizemi
dnesni Belgie a jmenuje se Basserie du Rochefort. (Mosher, 2017) Na uzemi Belgie se jich
nachdzi Sest, a to klaSter Achel, Scourmont Lez Chimay, Westvleteren, Orval, jiZ zminény
Rochefort a Westmalle. Dva jsou v Nizozemsku Koningshoeven v Tilburgu, Maria Toevlucht
v Zundertu, jeden v Rakousku Stift Engelszell a jeden také ve Francii Mont des Cats. V italském
Rimé je klaster Tre Fontane a ve Spojenych statech Americkych je to klaster St. Joseph ve
Spenceru. VSech téchto dvanact klastert vafti své pivo, jen francouzsky klaster Mont des Cats

nemuze své pivo oznacovat ochrannou znamkou jako originalni trapisticky produkt. (Mannina,
2016b)

3.55 NMR analyza piva

NMR spektroskopie nam dava moznost zaméfit se pouze na pozadované informace a
muzeme tak nahlédnout do toho jaké jsou hlavni a vedlejsi slouc¢eniny. Dava nam také celkovy
otisk, ktery je pro kazdé pivo specificky. U Cerstvého piva je problém s interpretaci spekter
kvuli vodé a ethanolu, a to z divodu vétsiho piku nez sledovanych slouenin, které jsou
zastoupeny v mensim mnozstvi. Proto je nemozné ziskat pfesnou chemickou informaci o pivu
bez potlaceni rozpoustédla. K vyfeseni tohoto problému byly navrzeny postupy jako pulzni
sekvence umoznujici potlaceni jednoho nebo obou signali — lyofilizace vzorku ¢i vakuova
destilace, kdy dochazi k odstranéni rozpoustédla. (Jeong, 2017) Pied analyzou piva na NMR je
potieba vzorek pouze odplynit. Diky této analyze mizeme mit obsahlé informace o vzorku do
nékolika minut. Je vytvofena databaze sloucenin nalezenych v pivu. Jedna se hlavné o
sacharidy a aromatické slouceniny. Velké mnozstvi spekter piva, vede k piekryvani signala a
s tim vznikaji potize pii ziskavani podrobnych informaci o slozeni piva. (Almeida, 2006) Je
také mozné odhalit podvody s prodejem jinych znacek u tocenych piv, nez je deklarovano
vyCepnim a napojovym listkem. (Kuballa, 2018)
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NMR analyzou lze urcit ptivod potravin, coz ddvad moznost urcit konkrétni slouceniny
ovliviyjici kvalitu vysledného produktu. U piva bylo prezkoumavéano pouziti metody mistné
specifické ptirodni izotopové frakcionace NMR (SNIF-NMR). (Almeida, 2006) V dnesni dobé
se jiz (SNIF)-NMR pro rutinni analyzy piva nevyuziva a zadna databaze izotopovych poméra
nebyla vytvoiena. Piva vyrobena v Némecku, Francii a Belgii bylo mozné hrubé zemépisné
rozlisit na zakladé poméru D/H. (Kuballa, 2018) Studie piv pomoci NMR spektroskopie
zahrnovaly kvantifikaci organickych kyselin a aminokyselin, rozpoznani mezi pivy svrchn¢ a
spodn¢ kvasenymi, znackou a variabilitou dle mista vyroby. (Rodrigues, 2011a) Jako
potenciondlni nastroj pro kontrolu piva se vyuziva vicerozmérna analyza dat NMR a FTIR.
PCA u FTIR vedla k oddé&leni piva podle obsahu alkoholu, zatimco PCA u *H NMR vedla
k rozdéleni piv do Ctyf skupin. VétSina piv typu ale, lezaky a piva bez alkoholu byla
identifikovana podle jejich aromatického slozeni, které bylo identifikovano pomoci 2D NMR.
Latky, které byly identifikovany jsou derivaty nukleovych kyselin, tyrosin, prolin, kyselina
jantarova, kyselina mlééna, tyrosol a isopropanol, cholin a sacharidy. (Kidri¢, 2008)

'H NMR ma krom ethanolu vysokou detekci specifickych sloudenin a stava se tim jednou
Z nejstabilnéjSich spektroskopickych metod. Bylo prokazano, ze vicerozmérnd profilova
analyza 'H NMR dokéaze detekovat pravidelné zmény slozeni mezi lezaky, pivy typu ale a
nealkoholickymi pivy, a také mezi pivy u kterych byl pouzit pSeni¢ny nebo jeCmenny slad. Lze
také touto metodou kvantifikovat slozky piva, nejcastéji aminokyseliny a organické kyseliny.
(Almeida, 2006) NMR je v pivovarském prumyslu nejvice vyuzivano k rozpoznani a
kvantifikaci sloucenin ze sladu a chmele. Témito slozkami jsou polyfenoly, humulony,
lupulony a iso-humulony. (Lachenmeier, 2005) NMR byla u piva pouZita pro identifikaci ve
vodé rozpustnych arabinoxylanti a flavanolglukosidu z je¢mene a je¢menného sladu. Pro
charakterizaci piva byla pouzita NMR s vysokym rozliSenim a vicerozmérna analyza dat. Pro
identifikaci tyrosolu, tryptofolu a fenylethanolu byla pouzita LC-NMR nebo také MS. (Kidric,
2008) Almeida et al. provadéli kvantifikaci pomoci integrace signalu NMR s pouzitim
referencnich roztokd a ¢astecnou regresi nejmensich c¢tvercti (PLS). PLS zlepSuje piesnost
vysledkil a umoznuje manipulaci i s piekryvajicimi se signaly. Ziskané vysledky porovnaval
s vysledky analyzy na HPLC, kde stanovoval aminokyseliny a s vysledky z kapilarni
elektroforézy kde stanovoval organické kyseliny. (Almeida, 2006) Kombinace NMR analyzy
s kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii umoznilo rozpoznat oligosacharidy a
aromatické slouceniny. (Lachenmeier, 2005) V roce 2016 byla poprvé béhem vyroby piva, kdy
diky tepelné pfeméné glutaminu a kyseliny glutamové vznikla a byla identifikovana kyselina
pyroglutamova. (Mannina, 2016b)

Na obrazku ¢islo 3 je vidét NMR spektrum piva na kterém dominuje voda a ethanol.
Pomoci presaturace byl zmirnén signal vody a dosahoval tak podobnych hodnot jako ethanol a
dale jiz nebylo potieba tyto signaly vice potlacovat. V oblasti 61,4—-3,2 ppm mtizeme pozorovat
slabsi signaly od organickych kyselin. Referen¢ni spektrum kyseliny pyruvové se nachazelo
Vv oblasti 61,58 ppm, které bylo pfifazeno methylové skupiné hydratované formy kyseliny
pyrohroznové. Hydratovana forma vznikd jednoduseji v kyselém prostiedi. JelikoZ byla tato
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kyselina pfitomna ve spektrech piva byla zahrnuta do signala ke kvantifikaci piv pomoci NMR.
Dobie pozorovatelné jsou oblastech 6 3,2—4,2 a4,5—5,5 ppm netékavé slouceniny a sacharidy.
V aromatické oblasti 6 6,5 — 8,8 ppm nachazime mnoho slabych signalii pochazejicich od
aromatickych aminokyselin, bazi nukleovych kyselin ¢i fenolovych sloucenin. (Nord, 2004)
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Obrazek 3. NMR spektrum piva (piejato z Nord,2004)

Rodrigues et al. se zaméfili na testovani piv po nuceném starnuti piva a ziskali vysledky
zmén ve slozeni. Piva starla pii 45 °C po dobu 18 dni. Starnuti piva se vétSinou studuje
s piihlédnutim k 3-7dennimu tepelnému oSetfeni (pti 37-45 °C). Proto prodlouzena doba
nemusi odrazet relativné presné podminky skladovani piva. V jejich praci byly vsak tyto
podminky pouzity zamérn¢, aby doSlo ke zlepSeni slozeni, coz mélo za vysledek lepsi
méfitelnost a reprodukovatelnost pomoci NMR. K vyhodnoceni pouzili vicerozmérnou analyzu
dat (MVA), konkrétn¢ analyzu hlavnich slozek (PCA) a ¢aste¢nou analyzu nejmensich ¢tverct
(PLS-DA). Udaje z NMR umoznily posouzeni hlavnich chemickych zmén profilu piv b&hem
starnuti, coz umoznilo identifikaci konkrétnich slouc¢enin. Byla také provedena 2D korela¢ni
analyza, ktera ma své vyuziti spiSe u vina. Ta potvrdila, Ze pfisluSené slouCeniny se béhem
starnuti méni. To poukazuje na specifické zmény jak chemické, tak biochemické b&hem
starnuti. (Rodrigues, 2011a)

Vysledkem jejich prace byl viditelny jasny trend, kdy Cerstvé pivo a pivo az do tietiho
dne stafi, vykazovalo vyssi hodnoty GABA, kyseliny gallové, linearni dextriny a bylo chudsi
na 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), vyssi alkoholy, kyselinu octovou, kyselinu mravenéi,
kyselinu pyrohroznovou a kyselinu jantarovou. Od ¢tvrtého do tfinactého dne starnuti se situace
otoCila a ptevazoval 5-HMF nad GABA. GABA se zda byt jako dulezity substrat pro
Maillardovu reakci, s ptimym dopadem na vznik kyseliny jantarové a kyseliny pyrohroznové.
(Rodrigues, 2011a)
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Tabulka 3. Systematicky prehled védeckych studii zamérenych na NMR analyzu piva

Potet - Priprava Statisticka N
o Pivo pred NMR pH analyza Kvantifikace Vysledky
Autor vzorki ,
analyzou dat
(Nord, 58 lezak odplynéni v Bruker DRX 600 1,93 PCA, PLS | alanin, histidin, fenylalanin, Kvantifikované organické kyseliny a aminokyseliny davaji
2004) ultrazvukové vybaveny 5 mm (£0,18) tyrosin, valin, k. octova, signaly v regionech pivniho spektra relativné volné od
lazni trojitou rezonanéni k. citrénova, k. mlécna, ostatnich sloucenin, a proto byly vybrany pro kvantifikaci
inverzni sondou, k. jable¢na, v pivu pomoci NMR. Integrace téchto signali a pouziti
standardni pulzni k. pyrohroznova, referen¢nich spekter umoznilo kvalitativni stanoveni téchto
sekvence pro k. jantarova sloucenin ve v§ech 58 vzorcich piva. NMR kvantifikace se
presaturaci, korelovala s kvantifikaci z HPLC (aminokyseliny) a
akvizi¢ni Cas 2,7 s, kapilarni elektroforézy (organické kyseliny).
doba relaxace 1,0 s. Dobré korelace vychazely u aminokyselin a k. mlé¢né.
Spatna korelace u k. jable¢né byla odiéivodnéna slabymi
signaly. Pomoci NMR zle detekovat aminokyseliny jiz v
koncentracich 5-10 mg/L, mez detekce by se dala snizit
nejméné o faktor 10, pouzitim vyssi intenzity pole ¢i
vyuzitim technologie kryoprobe. U organickych kyselin je
mez detekce ptiblizné 30 mg/ml.
14 lezak odplynéni v Bruker Avance DRX 1,90 PLS1 k. octova, k. citronova, PLS1-NMR je vhodna pro kvantifikaci organickych kyselin.
(Rodrigue ultrazvukové | 500 s pouZitim pulzni | (£0,03) NMR k. mlééna, k. jable¢na, Piima PLS1-NMR/CE je vhodna pro stanoveni kyseliny
s, 2010)

lazni sekvence noesyprld,
presaturace HO.
(presaturace Et-OH)
nebyla pouzita,
Akvizi¢ni ¢as 2,0 s,
doba relaxace 5 s.
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k. pyrohroznova,
k. jantarova

octové a mlééné. Nepiima PLS1-NMR/CE pro k. jable¢nou,
k. pyrohroznovou a jantarovou. Enzymaticka PLS-NMR je
vhodna pro k. citronovou.



Potet . Piiprava Statisticka N
o Pivo pred NMR pH analyza Kvantifikace Vysledky
Autor vzorki ,
analyzou dat
(Almeida, 27 lezak odplynéniv | Bruker Avance DRX- 4,21 - PCA K. mléena, k. pyrohroznova, | Byl zjistén rozdil mezi obsahem k. mlééné a k. pyruvové v
2006) (4% obj | ultrazvukové 500 pracujici pii 4,53 tyrosin, uridin, zavislosti na misté vyroby. Je mozny vliv kvasinek a jejich
alkohol.) lazni 500,13 MHz. Potlaceni adenosin/inosin, vitalita. U piv A a C bylo zji§téno vice rozvétvenych
H>0 a Et-OH pomoci K. jantarova, histidin dextrinti naproti tomu piv B bylo vice linedrnich
2D NOE, nerozvétvenych dextrinu. Obsah dextrinu muze byt ovlivnén
Akviziéni ¢as 1,95 s, pii vyrobé sladu ¢i rmutovani a vyslednou enzymatickou
doba relaxace 8,0 s aktivitou.
Vsechna tii mista (A, B, C) byla Gspésné rozlisena podle
obsahu adenosinu/inosinu, tyrosinu/tyrosolu
a 2-fenylethynolu.
(Duarte, 50 lezak odplynéni v spektrometr Bruker 4,16 PCA propanol, isobutanol, PCA vedla k rozpoznani piv podle jejich zakladni vlastnosti.
2004) (94,9 ultrazvukové Avance DRX-600, isopentanol, k. citronova, PCA spektra FTIR poskytla pfimé informace o obsahu
%), lazni 600 MHz pulsni k. jable¢na, k. pyrohroznova, ethanolu, pficemz se povedlo rozpoznat piva s vys$§im
ALE sekvence k. octova, k. sukcinova, obsahem alkoholu nez 6 % od ostatnich piv.
(25,9 NOESYPR1DSP. alanin, prolin, tyrosin, PCA u *H NMR poskytla krom ethanolu informace o
%), Potlaceni H,O i Et-OH, fenylalanin, glukdza, sacharidech a dokazala piva rozpoznat podle obsahu
nealkoho ¢as akvizice 1,95 s, maltoza, nukleosidy dextrinu, maltézy a glukdzy. Mimo jiné byla nalezena také
lické Cas relaxace 1,6 S nepiima korelace mezi profilem sacharidd a obsahem
pivo ethanolu, coz odrazi riizné technologické procesy. V
(<0,5 %) alifatické oblasti byla zvlasté citliva a rozpoznala lezak, ale i
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Potet . Piiprava Statisticka N
o Pivo pred NMR pH analyza Kvantifikace Vysledky
Autor vzorki ,
analyzou dat
233 svrchné | odplynéni v Spektrometr Bruker N/A PLS-DA acetaldehyd, k. octova, Poprvé identifikovana k. pyroglutamova.
(Mannina, kvasena | ultrazvukové AVANCE 600, adenosin, alanin, cholin, V trappistickych pivech bylo vice kyseliny mravendi,
2016b) lazni pracujici pfi k. citronova, cytidin, neznamé slouceniny X4 a k. pyrohroznové. V ostatnich
600,13 MHz, vybaven ethylacetat, k. mravenci, pivech bylo vice neznamé slouceniny X6, K. octové a
vice jadernou inverzni k. fumarova, GABA, alaninu.
sondou Bruker. Pouziti k. gallova, histidin, U piva typu Rochefort byli vyssi hladiny k. mravenci,
pulsni sekvence 'H isobutanol, isopentanol, K. pyrohroznové, isopentanolu a propanolu.
NMR, zalozené na k. mlé¢na, fenylalanin,
experimentu 1D 2-fenylethanol, prolin,
NOESY, se supresi propanol, tyrosin, uridin,
H>0 a Et-OH, relaxa¢ni k. pyruvova
Zpozdéni 6, 3 S
s aplikaci
modulovaného
tvarovaného pulsu pro
presaturaci mimo
rezonanci.
(Rodrigue 27 lezak odplynéni v Bruker Avance DRX 1,90 PCA, PLS- | V Cerstvych pivech bylo vice Cerstva piva (do 3.dne) obsahovala vice GABA,
s, 2011a) ultrazvukové 500 s 5 mm inverzni (£0,03) DA vysSich alkohold k.gallové a méné 5-HMF, vysSich alkohold, k. octové,
lazni sondou pii 300 K, (isobutanol, isopentanol, k. mravenci, k. pyrohroznova, k. jantarova.

pulzni noesyprd
sekvence s presaturaci
H.0
(presaturace Et-OH
neprobéhla),
akvizi¢ni ¢as 2,0 s,
doba relaxace 5,0 s

propanol, tyrosol,
fenylethanol), ethanol,
organické kyseliny
(k. octova, k. citronova,
k. mlééna, k. jablecna,
k. pyruvova, k. jantarova),
aminokyseliny (GABA,
alanin, prolin, tyrosin,
fenylalanin), zkvasitelné
cukry (maltoza, trehaléza),
nukleosidy (cytidin, uridin)
k. gallova, k. mravendi,
5-HMF
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Od 5. dne se zvysuje obsah 5-HMF spolu s organickymi
kyselinami a méné GABA.

V poslednich stadiich (13. a 18.den) dochazi k poklesu
k. octové, k. pyruvové, k. jantarové. 5-HMF je v této fazi
nejvyznamnéj$im makrem starnuti (linearni zvyseni béhem
starnuti).



Potet . Piiprava Statisticka N
o Pivo pred NMR pH analyza Kvantifikace Vysledky
Autor vzorki ,
analyzou dat
6 lezak, odplynéni Spektrometr Bruker N/A DOSY U asijskych lezakt chybi Piva z je¢mene vykazovala hlavni frakci nesubstituovaného
(Petersen, asijsky | opakovanym | 800MHz DRX s TCI fragmenty B-glukant, u D-xylopyranosylu a mirn€ mensi frakci
2014) lezék, michanim a CryoProbe a 18,7 T ostatnich typti rizné hladiny | 2,3-disubstituovanych D-xylopyranosylovych skupin pouze
bezalkoh | uvolfiovanim | magnetem pracujici pfi fragmentt B-glukanu. s malou frakci 3-substituovanych skupin. Byly
olicky CO., 37 °C / Bruker DRX U lezaki se vyskytoval identifikovany strukturalni motivy na §tépnych mistech u
dansky lyofilizace | 600 MHz s teplomérem B-(1-3) glukopyranosyl. Skrobu, B-glukanu a arabinoxylanu, jez ukazuji riizny rozsah
lezak, mistnosti BBO Frakce tiech a specifitu enzymatického $té€peni polysacharidi béhem
dansky SmartProbe, substituovanych vyroby piva.
ale, akviziéni ¢as 1,63 s, xylopyranosylovych skupin
porter, doba relaxace 3 s byla vyssi u pSeni¢nych piv.
organick
a plzen
23 lezak, 1)odplynéni Spektrometr Bruker 3,9- PCA/PLS propanol, isobutanol, 10 lyofilizovanych vzorku piva typu ale vykazovalo
(Jeong, piva typu Vv Avance 111 Ascend ™ 4,5 isopentanol, ethanol, podobné piky, a i jejich intenzitu, az na slouéeniny v kyselé
2017) Ale ultrazvukové | 400 MHz pri teploté k. mléén4, prolin, k. octova, oblasti a mnozstvi adenosinu. 13 vzorku lyofilizovanych
lazni 298 K s potla¢enim K. pyruvova, GABA, lezakl vykazovalo témé&f stejné mnozstvi i zastoupené
2)lyofilizace H,0, relaxaéni K. jantarova, glukoza, chemickych sloucenin, az na alkohol. Lyofilizace vzorkd
vzorkl zpozdéni 1 s. dextrin, uridin, cytidin, ¢ini multivariani analyzu efektivnéjsi kvili lepsi Citelnosti
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adenosin, tyrosin, histidin,
2-fenylethanol, tryptofan,
polyfenol

b aromatické oblasti spektra.



Potet Piiprava Statisticka
ocet Pivo pred NMR pH analyza Kvantifikace Vysledky
Autor vzorki .
analyzou dat
17 lezak, odplynéni v Spektrometr Bruker 3,7- PCA acetaldehyd, k. mlécna, Spektra 17 vzorkt piv dokazuji, Ze mohou piva lisit. Jeden
(Duarte, piva typu | ultrazvukové Avance DRX-600, 4,4 k. jable¢na, k. octova / vzorek lezaku obsahoval mnohonésobné vice glukozy oproti
2002) Ale lazni pracujici pfi acetaty, adenosin / inosin, ostatnim. Vysledky PCA ukazuji, Ze piva typu ale a lezaky

599,87 MHz, pouzita
sekvence impulzi 1D
NOESY,
signaly H.O a Et-OH
potlaceny,
relaxacni
zpozdéni 1,5 s

maltdza, maltotridza,
dextriny, prolin, alanin,

k. citronova, cytosin,
propanol, ethanol, ethylester,
k. pyrohroznova, diacetyl,
k. mravendi, k. jantarova,
GABA, tryptofan, kovova
kyselina, histidin, tyrosin,
isobutanol, uridin,
isopentanol
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jsou rozdilna ve sloZeni aromatickych latek.
Lze té rozpoznat zemépisny pivod, technologii vyroby a je
reprodukovatelny v riznych pivovarskych lokalitach.



4 Zavér

Tato bakalaiska prace se zamétila na novou perspektivni metodu nuklearni magnetickou
rezonanci (NMR), ktera ziskava na popularité a vyuziva se k detekci falSovani potravin nebo
také kurCeni geografického ptvodu, Chranéného zemépisného oznaceni ¢i Chranéného
oznaceni puivodu. NMR nenici analyzovany vzorek a nepotiebuje kalibraci pomoci standardi.
Z vysledného NMR spektra lze rozpoznat jak kvalitativni, tak kvantitativni zastoupeni
chemickych sloucenin. Vice se vyuziva kvantitativniho zastoupeni chemickych sloucenin. K
nejcasteji falSovanym komoditam patii vino, pivo, med a olivovy ole;j.

Pomoci NMR spekter Ize u vina identifikovat 30-50 slou¢enin. NMR analyzy potravin
maji vysokou reprodukovatelnost a presnost. Vzijemné poméry a zastoupeni chemickych
slou¢enin mohou byt markerem urcité odridy, nebo vinaiské oblasti a lze tak s pfesnosti
rozpoznat i vina nesouci chranéné oznaceni. Kazd4 vinatska oblast je ovlivnéna svym terrior,
ktery ma tak specifické zastoupeni slou¢enin. Aminokyselina prolin se zda byt vhodnym marker
pro urceni zralosti, klimatickych podminek na vinohradu pfi zrani hroznt a poté i u vina.

Dalsim casto falSovanym napojem je pivo. VétSina nalezenych studii se zabyvala z
nejvetsi casti, zdali je NMR spektroskopie schopna rozpoznat rozdil mezi pivy svrchné a spodné
kvaSenymi. Stejné jako u vina byla metoda NMR schopna rozlisit piva z riiznych regiond. *H
NMR spektroskopie dokaze detekovat zmény slozeni mezi lezaky, pivy typu ale a
nealkoholickymi pivy, a také zdali byl pouZzit pSenicny nebo je€menny slad. NMR je
V pivovarském primyslu nejvice vyuzivana k rozpoznani a ur€eni mnozstvi sloucenin ze sladu
a chmele. NMR analyzam Ceského piva se z4dna studie nevénovala.
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