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'H NMR chemometricky model pro Klasifikaci vlastnosti

Ceskych vin

Souhrn

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je unikatni nedestruktivni analytickou
metodou vhodnou pro zkouméni chemického slozeni vina, od né¢hoz se odviji senzoricky a
aromaticky profil dané¢ho vina. Cilem této diplomové prace bylo testovani hypotézy, zda
odezvy chemickych sloucenin v NMR spektru, jako jsou napiiklad aminokyseliny, organické
kyseliny nebo vyssi alkoholy, koreluji se senzorickymi vlastnostmi vina, konkrétné s jejich
aromatickym profilem, a zda je mozné jednotlivé aromatické deskriptory na zakladé obsahu
téchto sloucenin predikovat.

Analyza byla provedena u sta vitéznych vin soutéze Salonu vin pro rok 2021. Poté byly
zmeéteny na NMR spektrometru Bruker Advance III a diky programu Chenomx bylo anotovano
32 sloucenin namétenych v bilém a Cerveném vin€. Na zakladé Pearsonovy korelace (r>0,50)
byla zjisténa zavislost mezi aromatickymi profily a jednotlivymi koncentracemi sloucenin.
Nejsilné€jsi korelace (r=0,68) byla zaznamenana u Cerveného vina, a to mezi alaninem a
barikovym aroma. Bylo vyhodnoceno porovnani prumérnych aromatickych profilt, a to ze
dvou nejvice zastoupenych odrid bilého vina (Ryzlink rynsky, Ryzlink vlassky) a odrad
cerveného vina (Rulandské modré a Merlot). Diky porovnani lze tvrdit, ze Cervené vino ma
komplexnéjsi aromaticky profil. Dale byla hodnocena analyza hlavnich komponent v zavislosti
na kategoriich obsahu cukru véetné zbytkového cukru. Vysledna data prokazala, ze u bilych
vin ovliviiuje obsah cukru nejvice glukoza a fruktdza a u Cervenych vin citrat, fenylethanol,
asparagin a gallat.

Hypotéza, ze odezvy sloucenin v NMR spektru koreluji se senzorickymi vlastnostmi
vina a jejich aromatickymi deskriptory a lze je na zakladé téchto slouCenin predikovat, byla

tedy potvrzena.

Klicova slova: 'H NMR spektroskopie, vino, kvalita vina, profilovani vina, falsovani



TH NMR Chemometric Models for Classification of Czech

Wine Properties

Summary

Nuclear magnetic resonance (NMR) is a unique non-destructive analytical method
suitable for the research of the chemical composition of wine affecting sensory and aroma wine
profile. The goal of this thesis was to test the hypothesis stating that responses of chemical
components within the NMR spectrum, such as amino acids, organic acids, or higher alcohols,
correlate with sensory properties of wine, specifically its aroma profile, and that individual
aromatic descriptors may be predicted based on the content of these compounds.

An analysis was performed with 100 winning wines from the Wine Salon competition
2021. They were subsequently measured using a spectrometer Bruker Advance III, and owing
to a Chenomx program, 32 compounds detected in white and red wine were annotated. Based
on Pearson correlation (r>0,50), a dependency between aroma profiles and particular compound
concentration has been discovered. The strongest correlation (r=0,68) has been detected in red
wine between alanine and barrique aroma. A comparison of average aroma profiles of the two
most represented white wine varieties (Ryzlink rynsky, Ryzlink vlassky) and red wine varieties
(Rulandské modré and Merlot) has been assessed. Owing to this comparison, red wine can be
claimed to have a more comprehensive aroma profile. Furthermore, an analysis of the main
components dependant on the category of sugar content, including residual sugar, has been
assessed. The outcome data have proved glucose and fructose to affect sugar content in white
wine, while citrate, phenylethanol, asparagine, and gallate affect the sugar content in red wine.

The hypothesis stating that compounds ‘responses within the NMR spectrum correlate

with sensory properties of wine and their aromatic descriptors, and can be predicted based on
these compounds, has been confirmed.

Keywords: 'H NMR spectroscopy, wine, wine quality, wine profiling, adulteration
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1. Uvod

Vino je po staleti spoleCnosti povazovano za vzneSeny napoj, ale také 1ék. Historie
vinaistvi saha az do starovéké Ciny, kde byla réva poprvé vypéstovana (Norrie 2019).
Z hlediska chemického slozeni jde pak o vysoce komplexni produkt, a proto se vyznacuje
rozmanitosti aromatickych profila (Samphao et al. 2018).

U vSech fazi vyroby vina je provadéno analytické méfeni (Ruiz-Altisent et al. 2010), a to
kvuli zajisténi bezpecnosti vysledného produktu. Analyzy odhaluji nékolik zasadnich aspekta
ovliviiujicich vyrobu vina, jimiz jsou naptiklad mikrobiologické a chemické procesyrozpoznat
chemické slozeni, ale i senzoricky profil (de Villiers et al. 2012). Mezi nejCastéji vyuzivané
analyzy patii nuklearni magneticka rezonance a hmotnostni spektrometrie spojena s plynovou
chromatografii (Skogerson et al. 2009).

Nuklearni magneticka rezonance je pokrocilou metodou, ktera se vyuziva ke stanoveni
molekularni struktury na atomarni Grovni vzorkd (Krishnan 2019). Jelikoz se jedna o
nedestruktivni a selektivni metodu, lze ji vyuzit v nékolika odvétvich, a d& se proto nazyvat
metodou multidisciplinarni. Jednim z téchto védnich obori je enologie. V pfipadé zkoumani
slozeni vina dokaze NMR odhalit napiiklad fazi sklizné, geograficky pivod a v neposledni fade
i falSovani. Metoda analyzuje vzorky pomoci NMR spektra, jez je vytvoreno na zaklade
koncentraci jednotlivych slozek ve viné zastoupenych (Larsen et al. 2006).

Pravé vytvoreni chemometrického modelu pro klasifikaci vlastnosti Ceskych vin pomoci
metody 'H NMR se vénuje tato prace, pfi¢emz primarnim objektem vyzkumu byla vitézn4 vina
ze soutéze Salon vin Ceské republiky. Teoreticka East se zabyva historii vina, dale chemickym
slozenim, senzorickymi vlastnosti a metodami chemické analyzy. Prakticka Cast potom
zaznamenava prubéh experimentu a prezentuje statistické vyhodnoceni vysledka.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace je vytvorit databazi '"H NMR profiléi riznych vin a s pomoci algoritmi
strojového urCeni najit klasifikatory odrid. Dale se prace zabyva vyvojem nastroje na urceni
podobnosti vina vyuzitelné na kontrolu identity Sarzi.

Nasi hypotézou je, ze vybrané odezvy sloucenin v NMR spektru, napt. aminokyseliny,
organické kyseliny, vyS$§i alkoholy apod., koreluji se senzorickymi vlastnostmi vina, tzv. aroma
profilem a je mozné je na zakladé obsahu téchto slouceniny predikovat.



3. Literarni reSerse

Vino je vysoce komplexni produkt vyznacujici se Sirokou rozmanitosti aromatickych
profila ovlivnénych nékolika faktory, které poté zasahuji do celkového slozeni konecného
produktu. Z fady divodu je vino je eminentni komoditou. Spole¢nost zajima rozmanita Skala
odrud, terroir vinic, tedy misto rastu bobuli, ptida a mikrofléra. Centrem zajmu je také Siroké
spektrum roc¢nikt a techniky pro vyrobu vina. Neodmyslitelnou soucasti konzumace vina je
blahodarny ucinek na zdravi spotfebitele, ktery je znam jiz od davnych dob.

3.1. Historie vina

Vinafstvi neboli péstovani révy vinné udajné zapocalo v Gruzii asi pred 9000 lety. Odtud
se rozsifilo do vSech velkych kultur na Blizkém vychodé, pres feky Tigris a Eufrat do
Mezopotamie a poté do Persie. Presto, ze kazda z té€chto kultur ma svij vlastni mytus o ptivodu
vina, laska k nému je spojuje. Legenda pravi, ze v Persii (dne$nim Iranu) vino objevila milenka
krale Jamsheeda, ktery mél hrozny tak rad, ze si je nechal skladovat ve sklenicich, aby je mohl
jist po cely rok. Jednoho dne hrozny v né€které z nadob zkvasily, a ztratily tak svou sladkou
chut’. Jamsheed predpokladal, ze nova tekutina na dné nadoby je jedovata a sklenici proto
nalezité oznacil. Jeho pani vSak trpéla tmornymi bolestmi hlavy a rozhodla se skoncovat se
zivotem vypitim , jedovaté™ tekutiny z nadoby. Vino ji pfineslo nejen ulevu, ale také vyrazné
zmirnilo bolest a uvedlo ji ke spanku. Kdyz kral Jamsheed uslySel o tomto zazracném léku, sam
,jed* vyzkousel a vino si uzival natolik, ze bajecné tonikum dostalo nazev , Kralovska
medicina“. Vina si nasledn¢ Persané zacali vazit pro jeho 1éCivé ucinky, a proto také vzniklo
nejstarsi poustni pislovi: ,,Kdo ma zdravi, ma nad¢ji a kdo ma nadéji, ma vSechno.“ Vino bylo
tedy volbou privilegovanych (Norrie 2019).

Dnes je ono tvrzeni zapovézeno. Dle vyzkumd totiz historie vina zapo&ala v Ciné a je
datovana do doby o pét set let diive nez v Gruzii. V neolitickém archeologickém nalezisti Tia-
chu (Jiahu) v Cin& byly spolu s piktogramy a kosténymi flétnami nalezeny i keramické stiepy
a fragmenty nadob, které se rozhodl zkoumat profesor Patrick E. McGovern. Pfi rozboru bylo
zjisténo, ze v nadobé se nachazela medovina, ovocné vino z hlaholu, ryzové vino a domorodé
¢inské vino. Nutno podotknout, ze tyto napoje byly vyrobeny dfive nez Cinsky Caj, konkrétné o
vice nez Ctyfi tisice let. Knihy ¢inského lékatstvi dokladaji, Ze vino zastavalo ve spolecnosti
vyznamnou roli. Bylo soucasti ¢inské Materia Medica (1€kopis 1é¢ivych rostlin a 1éCiv) ¢i jako
médium pro piipravu jinych 1éki. Cervené vino diky své barvé také figurovalo pii
nabozenskych obtfadech, protoze ptipominalo krev (Poo 1999).

Cinska Materia Medica piSe o michani vina s [é&ivymi rostlinami. Kupiikladu opium bylo
bézné miseno s vinem. Do vina se pfidavaly nejen byliny, ale také Casti zvirat, které mély
vytvortit zazracné napoje. Jednou z 1éCivych smési, kterda meéla napriklad predchazet potratu,
bylo vino s jestéfimi jatry, kizi kobylky a cikadami. Standardné se do vina pfidavalo maso
zmije, nebo se cely had umistil do galonu vina, jenz musel byt zapecetén a zakopan na jeden
rok pod koriské stani. Vysledkem byla tekutina 1éCici apoplexii (mrtvici), bolest zaludku,
koliku, bolest srdce, hemeroidy, plynatost nebo krvaceni stiev. Osli placenta namocena ve viné



m¢éla napravit alkoholismus a jatra ¢erné kocky v bilém viné zase napomohly s I1é¢bou malarie.
Proti nachlazeni bylo pouzivano vino ze sovy. Sova byla udusena, oskubana a uvarena a jeji
kosti byly spaleny, rozemlety a zamichany do vina. S vyjimkou homeopatie se vSak tyto
experimenty dnes nepraktikuji (Halpern 2008).

Hua Tuo byl nejvyznaméjsim chirurgem ve starovéké Cing. Proslavil se svym napadem
smichat silny hasi§ a kvalitni vino pro vyvolani narkozy pred operaci, takze pacient citil pouze
malou bolest. O ving jako o 1é¢ivu je vSak celou dobu spekulovano (Norrie 2019).

Dokumentaci vina zajistovali pisafi, jez byli zaroveni 1ékafi. Ti dlouha léta rozsahle
popisovali medicinské ucinky vina. Pravidelna konzumace byla podle tehdejSich lékara
nejucinnéjsi prevenci a vino mélo snizovat umrtnost. Dle dat, ktera jsou nyni dostupna, opravdu
hovotime o blahodarném népoji, jenz dokaze predejit mnoha kardiovaskularnim onemocnénim,
které snizuje az o padesat procent. Vyznacuje se také svym pozitivnim ucinkem na centralni
nervovou soustavu, pusobi totiz jako relaxant. Spolu se zdravym zivotnim stylem, pohybem a
kvalitni stravou miiZe mit vino mnoho benefiti pro nase télo (Li & Schmiedebach 2015).

P1i pohledu do historie mimo jiné zjistime, Ze vino se pouzivalo i k a¢elim antiseptickym
— infekce byla v minulych staletich nejcCastéjsi pficinou umrti. Naopak v dnesni dobé se vino a
jeho stfidma konzumace povazuje za pozitivni diky obsahu antioxidantd. Mirna konzumace
vina maze potencialné prodlouzit Zivot az o nékolik let. Cervené vino obsahuje vice
antioxidantt oproti bilému vinu, zdravotni pozitiva jsou vSak pfipisovana obéma variantam. Pfi
vyzkumnych pracich védci jasné€ prokazali, ze bilé vino ma stejné antioxidacni vlastnosti jako
vino Cervené. Bylo totiz zjisténo, ze dva monofenoly — tyrosol a hydroxytyrosol vznikaji ve
viné béhem fermentacnich procesti a nenachazi se v hroznu pfirozen€. Jedna se o velmi malé
molekuly, které se na rozdil od polyfenoli snaze ucastni chemickych reakci, a tim padem
pomahaji pfi hojeni srdecni tkdné po infarktu a tkan posiluji. Klinické studie ukazaly, ze
cervené vino snizuje LDL:HDL v krvi (Fehér et al. 2007).

Osmnacté stoleti bylo pro vinafstvi zlomové. V roce 1787 totiz vyplula prvni flotila
z Anglie do Australie a vino slouzilo jako 1€k a zdroj vitamint pro namotniky. Diky vinu bylo
mozné prezit dlouhou plavbu na mofi. Tento fakt se stal odrazovym mistkem pro dnesni
vyzkumy hledajici souvislosti mezi konzumaci vina a lidskym zdravim (Mansvelt et al. 2002).

3.2. Chemické slozeni vina

Chemické slozeni vina je velmi rozmanité. Jedna se totiz o smes nékolika set
slouCenin zastoupenych v riznych koncentracich. Hlavnimi slozkami je voda, ethanol,
glycerol, glukoéza a jiné sacharidy a organické kyseliny. Glukdza a ethanol se nejvice
odrazi na kvalité a chutovém profilu vina. Proto je pii produkci nutna pravidelna kontrola
jejich pritomnosti pfi fermenta¢nim procesu. Uhlik z glukozy je zdroj energie pro
kvasinky, které metabolizuji cukr na ethanol. Zbytkova glukoza ovliviiuje sladkost vina
(Goriushkina et al. 2009). Kazdy z téchto hlavnich komponentt pak zasadn€ piisobi na
vlastnosti vina. Nesmime v§ak opomenout slou¢eniny méné koncentrované, které vino
rovné€z zasadnim zpusobem ovliviiuji. Jedna se o vyssi alkoholy, methanol, estery



organickych kyselin, aminokyseliny, tékavé aromatické latky, polyfenoly nebo mineralni
latky (Samphao et al. 2018).

vwvr

3.2.1. Ethanol, methanol a vyssi alkoholy

Ethanol je zasadni slozkou vina, je vytvafen kvasinkami rodu Sacchromyces,
které produkuji tento alkohol v zavislosti na obsahu glukézy v hroznu a druhu kvasinek
pouzitych pro fermentaci. V poslednich dvou desetiletich narostla koncentrace ethanolu
ve viné o prumérné 2 % ve vétsin€ vinarskych oblastech. Stalo se tak ziejmeé kvuli
klimatickym zmé&nam. Snaha omezit mnozstvi ethanolu je podle Varela & Varela (2019)
zapricinéna pozadavky urcitych skupin spotiebitell, jako jsou napfiklad t€hotné Zeny Ci
fidi¢i. Vysoky obsah ethanolu negativnim zpisobem ovliviiuje profil vina, zvysSuje
vnimani horkosti, sviravosti a dochazi k maskovani t€kavych sloucenin. Ethanol také
nepfispiva lidskému zdravi a pfi zhodnoceni ekonomické stranky problému je nutno
podotknout, ze s vy$§im mnozstvim ethanolu ve ving roste i dan (Canonico et al. 2019).
Obsah ethanolu ve viné se udava pramérn€ okolo 70 az 100 g/I. Strategii ke snizeni
koncentrace vinného alkoholu by meély byt vinohradnické postupy — jako je sniZeni
pomeéru listové plochy k hmotnosti plodu, aby se snizila koncentrace cukru v bobulich,
postupy predkvaSovani a vyroby vina, v€etné fedéni a odstrafiovani cukru z hroznového
mostu, mikrobiologické strategie — jako je pouziti kvasinek, které vyrabi méné ethanolu,
postfermentani postupy a technologie zpracovani, a v neposledni fadé odstranéni
alkoholu po fermentaci (Varela et al. 2015). Kvasinky typické pro produkci mensiho
mnozstvi ethanolu byly Siroce pouzivany ke zlepSeni aroma, chutového profilu vina a
kontrole nezadouciho rastu mikroorganismu (Canonico et al. 2019).

Methanol je ve viné€ identifikovan v nizkych koncentracich, i pfesto vSak
evokuje v mnoha lidech obavy. Jeho koncentrace je omezena a kontrolovana
legislativou. Pfi vyzkumu bylo zjisténo, ze obsah methanolu v hroznovém ving je
pfiblizn€ stejny jako obsah methanolu v Cerstvé vylisovanych nepasterizovanych
ovocnych §tavach, pokud jsou po vylisovani urcitou dobu skladovany. Pfi srovnani
regulacnich limiti bylo zjisténo, ze methanol ve viné nemuze predstavovat zadnou
hrozbu spojenou s bezpecnosti potravin. Pokud by meélo dojit k ohrozeni zdravi z otravy
methanolem pfi konzumaci, musel by ¢lovék vypit mnoho litri v rozmezi jedné hodiny
a vino by muselo obsahovat nejvyssi pfipustny limit methanolu. Tento alkohol vznika
alkoholovou  fermentaci pfi  hydrolyze  pektinG  pektinovymi  enzymy
(pektinmethylesteraza), které se pfirozené vyskytujici v ovoci. Vice methanolu vznika
pii fermentaci mostu na slupce hroznl, proto jsou zaznamenany vys$$i koncentrace
v Cervenych vinech nez v rizovych a bilych (Hodson et al. 2017).

Vyssi alkoholy, jako je n-propanol, iso-butanol, iso-pentanol, methionol nebo
izoamylalkohol jsou produkovany v pribéhu fermentace hroznové stavy a znacné se
lisi jejich mnozstvi dle pouzitych kvasinek. Jejich obsah ve ving €ini 140 az 420 mg/1.



3.2.2.

3.2.3.

Senzoricky profil vina ovliviiuji negativné podobné jako ethanol. Vys§i alkoholy
vyrazné tlumi ovocné nebo dievnaté tony. Komplexy vys$Sich alkoholti s mastnymi
kyselinami a jejich ethylestery, acetoin, diacetyl a acetaldehyd vytvaii specificky
zapach, ale v tak slozité smési nelze pachové nuance rozeznat. Pti vyss§i koncentraci
téchto komplext se v nékterych pripadech negativni pachové vjemy snizuji a nedochazi
ke zméné (De-La-Fuente-Blanco et al. 2016). 2,3-Butandiol je hlavni dialkohol
nachazejici se ve viné a je vedlejSim produktem fermentace, ziejmé kyseliny
pyrohroznové nebo redukce acetoinu. Niz§i hladina 2,3-butandiolu indikuje akumulaci
acetoinu, coz zpusobuje negativni senzorické vlastnosti, zplisobuje nizky prah chuti a
viné. Obecné se neocCekava, ze by 2,3-butandiol ovliviioval senzoricky profil
alkoholickych napoji vzhledem k jeho vysoké prahové hodnoté priblizné 150 mg/I.
Koncentrace ve ving je vSak od 0,2 g/l do 3 g/l, tudiz lze tvrdit, Ze m4 tato latka ve viné
vyznamny vliv na senzoricky profil, dava vinu hotkou chut’ a viskozitu téla (Son et al.
2008).

Glycerol

Glycerol je po ethanolu a vode€ nejvice zastoupenou slozkou ve viné. Je
charakteristicky pro mnoho dalSich potravin, jako jsou napfiklad rostlinné oleje, pivo,
tabak ¢i med. Bylo zjisténo, ze glycerol je uziteCnym indikatorem kvality. Jeho
stanoveni je zajimavé ztoho divodu, ze slouzi jako indikator fermentace a jeho
produkce souvisi s pfitomnosti mikroorganismi v potravin€. Vysoké koncentrace
glycerolu produkuji kvasinky rodu Saccharomyces ceverisiae. Mnozstvi vzniklého
glycerolu pfi fermentaci, coz je asi 1:10 oproti vytvorenému ethanolu, je ovlivnéno
odridou hrozni, stupném zralosti, teplotou kvaseni, koncentraci SO2, pH hroznového
mostu, slozenim dusiku, provzdusfiovanim ¢i kmenem kvasinek a Urovni zaoCkovani.
Jeho koncentrace v suchém ving je obvykle 4 az 10 g/1, u botrytickych vin nepfesahuje
hranici 20 g/l (Gamella et al. 2008). Botrytické vino je unikatni diky svému vzniku.
Hrozny zistavaji na vinicich, dokud je nenapadne plisen Seda (Botrytis cinerea), ktera
zpusobi sesychani hrozni a zahus$tovani obsahu. Vino je velmi lahodné a ma
charakteristické chutové vlastnosti (Ky et al. 2012).

Glycerol zapfi¢ifiuje jemnost vina a oxidaci vznika glycealdehyd, kyselina
glycerova ¢i kyselina pyrohroznova (Gamella et al. 2008).

Sacharidy

Volné sacharidy ve vin€ jsou tvofeny piedev§im monosacharidy, cukernymi
alkoholy, cukernymi kyselinami a disacharidy. Nékteré z nich jsou pfirozenou slozkou
mostd, jiné vznikaji jako vysledek fermentace. NejCast€ji je studovana pritomnost
glukozy, galaktozy, fruktozy, manozy, arabinozy, rhamnozy (Cataldi & Nardiello
2003).



3.24.

Vinné cukerné alkoholy se skladaji z linearnich polyalkoholti a cyklitold.
Erythriol, ribitol, xylitol, sorbitol, mannitol jsou hlaSeny ve vétSin€ vin, pii mé studii ale
nebyly zjistény. V piipadé cyklitol, ve viné se standardn€ vyskytuje myo-inositol,
ktery byl detekovan i v mych vzorcich, dale scyllo-inositol nebo chiro-inositol.
Kvercetol je zaznamenan pouze u vin, jez zraji v kontaktu s dubovym dievem, nikoli ve
sklenénych lahvich (Estrella et al. 1986).

Dalsi sacharidy, které lze ve viné studovat, jsou cukrové kyseliny, jez maji
zvlastni vyznam u vin postizenych ptisobenim ,,uslechtilé hniloby“, ktera napada hrozny
v prostiedi s vysokou vlhkosti a zptsobuje produkci vys$siho obsahu cukru a kyselin.
Konkrétné se jedna o kyselinu glukonovou a galakturonovou (Ruiz-Matute et al. 2009).

Pfi kvaSeni vina jsou v hroznovém mostu pfitomny hlavni dva cukry, glukoza a
fruktodza, které jsou spolu fermentovany na ethanol a oxid uhlicity, vedlejsi produkty a
metabolity. Glukéza a fruktéza ovliviyji sladkou chut vina (Lee 1987). NezkvaSeny
most obsahuje pfiblizné€ stejné mnozstvi dvou hexoz, tedy glukozy a fruktozy, ale
vyrobci vina se potykaji po prokvaseni s vysokymi koncentracemi fruktozy (>2 g/l).
Kvasinky Saccharomyces preferuji glukdézu pred fruktéozou. Fruktoza je priblizné
dvakrat sladsi, tudiz mize byt pficinou nezadouci sladkosti suchého vina. Dalsi rizika
spojena s vysokym obsahem frukt6zy ve vin€ jsou mikrobialni kontaminace a nasledné
zkazeni vina a nizsi vytézek ethanolu (Berthels et al. 2004). Ackoliv se Saccharomyces
cerevisiae obecné jevi jako glukofilni, jiné druhy kvasinek, jako je Candida stellata
nebo Zygo saccharomyces, preferuji jednoznacné fruktéozu (Trabalzini et al. 2003).
Dulezité je také soustiedit se na podminky prostiedi, které rapidné ovliviiuji preferenci
dané hexdzy. Dle Berthels et al. (2004), hladina ethanolu a dusiku nejvice ovliviuje tyto
preference kvasinek. Vysoké mnozstvi ethanolu ve vin€ inhibuje vyuziti cukru
kvasinkami. Zajimavosti ale je, ze vyuziti fruktozy se zda byt inhibovano zavaznéji za
podminek vysoké koncentrace ethanolu. Asimilovany dusik muze stimulovat
fermentaci fruktozy prednostné tim, ze vice pusobi proti degradaci nosi¢i hexozy
s vy§$i afinitou k fruktoze. Celkoveé bylo v této studii pozorovano vyssi vyuziti cukri
v mostu s vys§im obsahem dusiku (Berthels et al. 2004).

Organické kyseliny

Vyzkum Marunaka (2018) odhalil, Ze pravidelny piijem slabych organickych
kyselin zlepSuje inzulinovou rezistenci tim, ze zvySuje snizené pH intersticialni tekutiny
u diabetes mellitus. Vino je jednim ze zasadnich zdroja organickych kyselin, které jsou
zodpovédné za organoleptické vlastnosti a esteticky charakter. Piesto je dulezité
nepiekraCovat piijatelnou uroven Kkyselosti v konkrétni fazi procesu vinifikace.
Mnozstvi kyselin musi byt v souladu s mnozstvim cukru, a proto je dalezité mit metody
schopné precizné stanovit a kvalifikovat tyto organické kyseliny (Robles et al. 2019).

Kvantitativni stanoveni organickych kyselin muze slouzit jako kontrola kvality
vina, jako indikator znehodnoceni v dusledku skladovani nebo zrani (tfidy a obsah
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organickych kyselin dodavaji vinu charakteristickou chut’) nebo dokonce ke stanoveni
pravosti a k zjisténi toho, aby potraviny mohly byt bezpecné konzumovany (Jurado-
Sanchez et al. 2011). Organickeé kyseliny jsou dilezité pro stabilitu vina, a proto je jejich
analyza ve vin€ neodmyslitelnou souc¢asti. Zkoumani probiha v riznych fazich vyroby
vina, pocinaje hroznovou §t'avou a dale procesem alkoholového kvaseni a stabilizaci,
protoze vyznamné zmény ve viné by byly zji§tény zménami v obsahu kyselin (Robles
et al. 2019). Organické kyseliny ve viné pasobi jako pufr v procesu, kdy se pH méni
s teplotou. Plni funkci antioxidantd, zabrariuji oxidaci lipidd u nékterych pigmenta.
Jejich dulezitou ulohou je fungovani jako konzervant (Cliff & Pickering 2006).

Kyseliny délime na ty, které se pfirozené vyskytuji v hroznech, tedy kyselina
vinna, jable¢na a citronova, a ty, které primarn€ pochazeji z fermentacnich procesu, tedy
kyselina jantarova, mlécna ¢i octova. Do vina lze legalné pfidavat kyselinu vinnou,
citronovou a jablecnou. Kvantifikace kyseliny citronové je dulezita, protoZe vina urena
pro Evropu musi spliiovat pfedpisy, které stanovi, Ze obsah kyseliny citronové ve viné
musi byt nizsi nez 1,0 g/l. Hladina kyseliny jable¢né je peclivé sledovana. Mnoho vin
totiz prochazi procesem zndmym jako malolakticka fermentace (MLF), kterd vino
zjemiiuje, protoze se kyselina jable¢na méni na kyselinu mléénou. Koncentrace kyseliny
jablecné je ptipustna v rozmezi 0 az 4,0 g/l a u kyseliny mlécné je to 0,1 az 3,0 g/I. Tato
fermentace je provadéna cilené u Cervenych vin, u nékterého typu bilych vin a u
Sumivych vin. Jedna se o biochemicky proces, u kterého se méni kyselina jable¢na na
kyselinu mlécnou a vznikad oxid uhli¢ity. Pfi takovém druhu fermentace se snizuje
kyselost vina. Dochazi k dekarboxylaci levotocivé kyseliny jable¢né na pravotocivou
kyselinu mlécnou, snizuje se acidita a vino se tak stava jemnéjsim. Latka zastavujici Ci
potlacujici takovouto reakci se nazyva kyselina jantarova, taktéz pfirozené se
vyskytujici kyselina ve viné. Tuto reakci lze ovlivnit i fyzikalnimi faktory, naptiklad
chladem, vysokou kyselosti nebo silnym sifenim zptsobujicim nevyhovujici prostredi
pro tuto reakci (Sumby et al. 2019). Kyselina vinna zapficinuje kovovou chut ve ving a
ma relativné agresivni charakter. Jeji koncentrace se pohybuje v rozmezi 1,5 az 4,0 g/1.
Pti dlouhodobém zrani vina muze byt vysrazena do vinného kamene, tedy do vinanu
draselného. Fermentace se neucastni kvasinky, protoze je velmi odolna a rozlozit ji
dokazou pouze nékteré druhy Lactobacillus. V tom piipadé jde ale o vadu vina z davodu
jableCno-mlécného kvaseni a jednd se o zvrhnuté vino. Maselna pachut vina je
zpusobena fermentaci bakterii mlééného kvaseni a kyseliny citronové. V takovéto
reakci vznika diacetyl. Kyselina octova je vedlejSim produktem primérniho i
sekundarniho kvaseni. Je to tékava latka, ktera pfi vysokych koncentracich zptsobuje
vady vina. Limitni koncentrace kyseliny octové je >0,2 g/l (Regmi et al. 2012).

Tyto organické latky s nizkou molekulovou hmotnosti mohou dramaticky
ovlivnit pH a maji také dopad na biologickou stabilitu, senzorické vlastnosti a barvu
vina. Profily téchto polarnich sloucenin lze pouzit pro diferenciaci, klasifikaci,
identifikaci pivodu nebo mozné falSovani napoji (Regmi et al. 2012).
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3.2.5.

3.2.6.

Polyfenoly

Jednou ze slozek hrozna z pohledu chemického slozeni jsou polyfenoly. Do této

skupiny charakterizované pro vino lze zaradit fenolové kyseliny, flavonoidy, taniny,
stilbeny, kumariny, ligandy a analogy fenylethanolu. Polyfenoly nelze opomenout
hlavné diky velkému vyznamu pii senzorickém hodnoceni vina. Zodpovidaji totiz za
vuni, chut, hotkost a sviravost (Garrido & Borges 2013).
Znalost vztahu mezi kvalitou konkrétniho vina a jeho fenolovym slozenim je
v soucasnosti jednou z vyzev enologického vyzkumu. Je totiz mozné vytvofit urcity
antokyanovy fingerprint pro urCitou odridu vina a tento otisk muze slouzit jako
analyticky néstroj pro certifikaci pravosti vina. Snahou je zabranit falSovani vina a
vytvorit komplexni a udrzitelny nastroj pro snadné vyhodnoceni (Garrido & Borges
2013).

Fenolové slozeni vina zavisi na mnoha faktorech, napfiklad odrideé, zralosti
hroznt, dilezité jsou rovnéz faktory prostiedi, jako je klima, pida, zrani nebo sanitarni
faze, a technologie vyroby vina, podminky kvaseni a zrani (Fang et al. 2008).

Dle vyzkumu na zakladé fenolového slozeni hrozna a vina je mozné vytvorit jeden nebo
vice biomarkert specifickych pro konkrétni typ vina, coz umoziuje posoudit chemicky
vyvoj béhem ristu a zrani a je zde moznost vytvorit kvalitativni i kvantitativni metody
pro monitorovani t€chto procest. Analyza fenolovych sloucenin je vyuzivana za ucelem
oveéfovani, a tim padem brani spotfebitele pred klamavymi informacemi o vyrobku
(Anastasiadi et al. 2009).

Polyfenoly, znamé a Casto propagované antioxidanty, jsou neopomenutelnou skupinou
latek pfirozené se vyskytujicich ve vin€. Nutno ale poznamenat, ze vedlejsi produkty
pfi technologii vyroby vina obsahuji mnohem vétsi mnozstvi polyfenoll (Silva et al.
2018).

Polyfenoly mohou slouzit jako antimikrobialni latky, diky svym vlastnostem a stabilité
pfi ¢innosti mikroorganismu. Mohou mit antibakterialni aktivitu proti Grampozitivnim
mikroorganismim, které jsou pro technologii vyroby vina Casto nezadouci. Nabizi se
myslenka vyuzit polyfenoly jako piirodni konzervacni latky (Silva et al. 2018).

Aminokyseliny a biogenni aminy

Aminokyseliny se ve viné nevyskytuji ve vysokych koncentracich, ale velmi
zasadné ovliviuji mnoho faktorti. Aminokyseliny maji rizny ptivod, vznikaji degradaci
hroznovych bilkovin, metabolismem kvasinek a bakterii mlécného kvaSeni. Jejich
obsah muze byt ovlivnén odriidou hrozni, klimatem, vinohradnickymi postupy a
technikami vyroby vina, predev§im dobou macerace. Nejvice zastoupené jsou
aminokyseliny prolin, jehoz koncentrace se zvySuje s dobou zrani, dale arginin a
glutamin (Tuberoso et al. 2015). Senzoricky profil vina maze byt do jisté miry ovlivnén
mnozstvim aminokyselin, jelikoz patii k senzoricky aktivnim molekulam (Sartor et al.
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3.2.7.

2021). Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem jako je leucin, izoleucin nebo valin se
preméfuji na slouCeniny pfispivajici ke sladké, ovocné pfichuti. Katabolismem
aromatickych sloucenin, coz je fenylalanin, tyrosin nebo tryptofan, se vytvari kvétinové,
chemické a fekalni prichuté. Kyselina asparagova je katabolizovana do maselnych
ptichuti a sirné aminokyseliny, methionin nebo cystein jsou pievedeny na slouceniny
prispivajici k chuti vafeného zeli, vajec, masové ¢i ¢esnekové piichuti (Ardo 2006).

Slouceniny dusiku jsou nezbytné pro rust a metabolismus kvasinek. Pokud dojde
ke snizeni mnozstvi aminokyselin ve vin€, dojde také kontinualné ke zpomaleni
kvaSeni. Naopak néekteré slouceniny dusiku mohou zapficinit vznik karcinogennich
latek, napfiklad ethylkarbamétu. Aminokyseliny jsou dale metabolickymi prekurzory
vyssich alkohold, které tvoii hlavni slouCeniny aromatu vina (Valero et al. 2003).

Jak jiz bylo zminéno, volné aminokyseliny jsou nezbytné pro rust
mikroorganisma v prabéhu alkoholového kvaseni. Jejich omezeni by v§ak mohlo zvysit
riziko pomalé a uvizlé fermentace. V opa¢ném pfipadé u vin s vysokou koncentraci
zbytkovych aminokyselin hrozi mikrobiologicka nestabilita a tvorba biogennich amint
(Wang et al. 2014). Aminokyseliny jsou prekurzorem biogennich amind, zakladnich
dusikatych slouCenin syntetizovanych v celém zivém organismu metabolickymi
cestami, které obvykle zahrnuji dekarboxylaci aminokyselin. Nékteré biogenni aminy
jsou pritomny jiz v mostu. V hroznech byl nalezen napftiklad putrescin nebo kadaverin
(Tuberoso et al. 2015). Nejcastéji se vSak vyskytuji aminy histamin a tyramin, které jsou
Skodlivé pro lidské zdravi (Pefia-Gallego et al. 2012).

Ostatni makronutrienty

Vitaminy jsou zdkladnimi slou€eninami, které jsou soucasti metabolickych drah
kvasinek, vCetné aminokyselin, mastnych kyselin a alkohold, coz naznacuje jejich
pozoruhodnost implikace v prubéhu fermentace, stejn€ jako vyvoj aromatickych latek
ve vin€. Vitaminy optimalné fidi né€kolik hlavnich metabolickych drah a z tohoto
divodu jsou primordialni pro urCeni fyziologické funkce kvasinek. Bylo zjisténo, ze
nedostatek vitamint zpisobuje zpomaleni fermentace a zhorSeni rustu kvasinek (Evers
et al. 2021).

Kyselina askorbova, tedy vitamin C, plsobi jako hlavni antioxidant
v metabolickych systémech. Ma schopnost pohlcovat vzdusny kyslik, tudiz zabrariuje
oxidacni reakci fenolovych sloucenin. Kyselina askorbova funguje jako oxidacné-
reduké¢ni Cinidlo a jeji nestabilni oxidovanou formou je kyselina dehydroaskorbova.
Diky chemickym reakcim mohou tyto slouceniny prispivat k redukci urcitych slozek
vina. Oxidace kyseliny askorbové vede k tvorbé peroxidu vodiku a ten muze ovlivnit
chemické vlastnosti vina Pozitivni je protektivni u€inek proti oxidaci hroznového mostu
(Bradshaw et al. 2001).

Thiamin, vitamin B1, je ve vodé rozpustny a fadi se do B-komplexti. Cervena
vina obsahuji vice thiaminu nez vina bila. Je tomu tak proto, ze exokarp a semena
obsahuji vice této latky nez duzina a stava. Béhem alkoholového kvasSeni obsah
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thiaminu téméf uplné mizi. Jak vyzkumy prokazaly, ve viné je pouze 3—5 % koncentrace
puvodniho thiaminu, nez bylo v ptivodni hroznové §tave (Perli et al. 2020).

Riboflavin, vitamin B2, existuje ve dvou metabolicky aktivnich formach,
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD). (Combs & McClung
2017). Pozoruhodné vysledky studie dokazaly, ze riboflavin neni extrahovany
zpevnych Casti sklizeného hroznu, ale je produktem fermentace kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Riboflavin je schopny fotosyntézy, a proto muize uz pfi zrani
vina dojit k vyCerpani jeho hladiny. Z toho vSak vyplyva, ze v bilych vinech dochazi
k této degradaci mnohonasobné rychleji nez ve vin€ Cerveném. Proto se miZeme se
domnivat, ze ¢ervené vino ma urcity protektivni u¢inek proti degradaci riboflavinu a je
na n¢j bohatsi nez vino bilé (Evers et al. 2021).

Myo-inositol je vitamin rozpustny ve vodé, jehoz koncentrace v hroznovych
moStech je hlasena od 340 do 710 mg/l. Pfi procesu fermentace dojde k
jeho vyznamnému snizeni. Inositol je stabilni sloucenina, avSak pifi mikrobialni
fermentaci nebo jable¢no-mlécném kvaseni dochazi k jeho vymizeni (Lopez-Malo et al.
2015).

V prabéhu vyroby vina vinaii obohacuji hroznovy most naptiklad thiaminem
nebo kyselinou askorbovou. Davodem je zamezeni vyCerpani téchto latek pfi
fermentaci, a tim padem eliminace nutri¢nich nedostatkd s naslednymi nezadoucimi
dopady na vino. V neposledni fad€ posiluji antioxidacni vlastnosti mosta (Evers et al.
2021).

Bilkoviny jsou zodpovédné za senzoricky profil vina v mnoha ohledech.
Ovliviiyji chut, stabilitu a hlavné Cirost. Chitindzy a proteiny podobné thaumatinu
pretrvavaji béhem procesu vinifikace a zplisobi zakal a usazeniny v lahvovych vinech
(Flamini & de Rosso 2006).

3.3. Senzorické vlastnosti vina

Jednim z nejdilezitéjSich parametrti pii hodnoceni vina je senzoricka analyza.
Tato védecka metoda je podstatna pro zjisténi vysledného charakteru vina, jez je ovlivnén
klimatickymi podminkami, odridou, polohou vinice a technologiemi zpracovani.
Souhrnny nazev pro pfirodni podminky ovliviiujici vysledny produkt je terroir. Zahrnuje
vlivy geologického podlozi, slozeni pudy, vlhkost, srazky, nadmoiskou vysku a také
tradici a schopnost vinafe. VSechny tyto faktory se rapidné€ promitaji v charakteru vina
(Koundouras 2018).

Pro senzorické hodnoceni vina vyuzivame lidské smysly, tedy chut, zrak, €ich,
hmat a sluch. V dfivéjsich dobach byli k tomuto hodnoceni zvani vyskoleni odbornici,
kteti byli schopni posuzovat vlastnosti vina. Dnes se vyuziva hodnoceni senzorickym
panelem, coz je povazovano za spolehlivéjsi a objektivnéjsi nez hodnoceni zku§enym
profesionalem. Na rozdil od panelu muze totiz lidsky faktor ovliviiovat vysledky méteni
dle svych osobnich preferenci (Robinson et al. 2014).

14



3.3.1. Vizualni posouzeni vina

Zrak, jeden zpéti lidskych smysla, je dulezity jak pro orientaci, tak pro
rozpoznavani podnétl. Pti senzorické analyze se jedna o prvotni vjem pii posuzovani
produktu. Z tohoto divodu mu prikladame velkou vahu. V oku se nachazi zrakové
receptory — tyCinky a Cipky. Jednd se o svétlocitlivé butiky vytvarejici nervovou
stimulaci na zaklad¢ absorbance fotonu dopadajiciho na sitnici. TyCinky jsou burky, jez
reaguji na niz§i intenzitu osvétleni, diky ty&inkam vnimame kontrasty. Cipky jsou
citlivé na svétlo rizné barvy, tedy rizné vinové délky, intenzity a sytosti barev. Zajistuji
fotopické videéni a jsou zodpoveédné za zrakovou ostrost (Atchison & Thibos 2016).

Barvu vina zpasobuji pigmenty, které se prirozené vyskytuji v hroznech.
Pigmenty jsou slozité¢ a velmi reaktivni molekuly, jejichz vlastnosti jsou ovlivnény
oxida¢nimi reakcemi a také starnutim, bisulfitovym bélenim ¢i zménou pH. Barvivo
1ze extrahovat ze slupek béhem fermentace. Technologicky jsou pigmenty nejdilezitéjsi
pro ¢ervené vino, jemuz dodavaji jak barvu, tak i organoleptické vlastnosti. Tudiz Ize
tvrdit, ze rozdil mezi Cervenym a bilym vinem je ovlivnén také mimo jiné i timto
faktorem. Chemické zmény téchto slouCenin zpusobuji zrani vina. (Hakansson et al.
2003). Pravdou je, ze zastoupeni pigmentt je pro kazdé vino charakteristické, tudiz na
zakladé chemického profilu téchto latek mize dojit k zamezeni fal§ovani vina (Bridle
& Garcia-Vigueraab 1996).

Barva je jednou z nejdulezitéjsich organoleptickych vlastnosti vina, hodnocenou
hlavné u vina Cerveného. Tento faktor také dost rapidné ovliviiuje hodnoceni kvality
produktu (Bimpilas et al. 2016). Anthokyany ve formé kationtu flavylia produkuji
Cervenou barvu vina. Nejsou vSak jedinou slozkou zpusobujici tuto rudou barvu. Je
nutno, aby ve vin€ byly slozky jednotlivych forem anthokyant zastoupené v danych
pomeérech, jmenovité kationty flavylia, fialové chinonoidni baze, sulfitové adukty ci
zluté chalkony (Gutiérrez et al. 2005). Na zacatku skladovani vina jsou slozky
zastoupeny v urcitych pomeérech, které ale postupem c¢asu, a hlavné zranim vina meéni
své zastoupeni a dochazi k barevnym zménam. Tomuto procesu se fika kopigmentace a
cilem tohoto procesu je ustalit a optimalizovat barvu vina (Liu et al. 2018).

Moznosti, jak zabranit oxidacnim zménam barvy vina, jsou peclivé zkoumany.
Fenomén kopigmentace je zpisoben molekularnimi asociacemi mezi pigmenty a jinymi
organickymi molekulami pfitomnymi ve vin€. Takovéto latky zpusobuji stabilizaci
barevnych forem anthokyant a zvyraziuji jejich barvu. Mezi kofaktory fadime rizné
slouCeniny, jako je naptiklad fenolova kyselina, flavonoidy (derivaty flavonold,
flavontl), aminokyseliny, alkaloidy a samotné anthokyany (Rustioni et al. 2012). Pfi
meéteni mladych vin je zaznamenano 30-50 % kopigmentace barvy a béhem skladovani
a zrani je zaznamenan rapidni pokles. V takovém procesu narustaji polymerizované
formy kofaktori a ke zménam dochazi ve vSech odridach témér totozné. Jsou
zaznamenavany barevné zmeny produktu (Bimpilas et al. 2016).

U bilého vina je nutno soustfedit se na derivaty xanthylia, coz jsou zluté az
oranzové pigmenty s mustkem kyseliny glyoxylové vzniklé dimerizaci flavonold, které
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3.3.2.

vznikaji oxidativnim §t€penim kyseliny vinné (Buhrle et al. 2017). Béhem skladovani a
zrani se mohou objevit zmény a vady, vCetné ztraty charakteristickych vini a
nezadoucich barevnych zmén. Dochazi k takzvanému hnédnuti vina, tento jev ve
zpusoben oxidaci polyfenolt zahrnujici enzymatické a neenzymatické hnédnuti (Es-Safi
et al. 2003). Prestoze je vyzkum zaméfeny na oxidacni stabilitu barvy vina ekonomicky
zajimavy, fada mechanismu zustava neprozkoumana (Clark et al. 2007). Oxidace vede
ke vzniku chiont, které se ucCastni polymeracnich procest. Flavanoly, napfiklad
katechin a epikatechin, souvisi s barevnymi zménami ve viné (Curiel et al. 2010). D¢gj
probiha reakci flavanolti a latek nefenolickych — aldehydd. Kyselina glyoxylova,
oxidovany zbytek kyseliny vinné, obsahuje aldehydovou skupinu a vznikd pfi
skladovani vina. S pfitomnosti kovovych iont kontinualn€ narastaji i oxidacni procesy
(Es-Safi et al. 2000). Katechin tvofi zluté pigmenty v pfitomnosti kyseliny glyoxylové.
Takovymto slou¢eninam se fika xanthyliové derivaty (Guo et al. 2017).

Vuné vina

Cich je u ¢lovéka velmi ddlezity smysl pro vybér potravy a rozpoznavani chuti.
Pii zvykani a polykani je vzduch plny zapachu vytlaCovan ze zadni casti dutiny tstni
k ¢ichovym receptorim, coz vyvolava mnoho chutovych vjemu, které lidé obvykle
pfisuzuji chuti. Je tak ale zpisobeno diky vnimani viini a zapacha (Marifio-Sanchez et
al. 2010).

Moderni metodou hodnoceni viné vina je detekce aromatickych sloucenin
elektronickym nosem v porovnani s lidskym senzorickym panelem. Elektronicky nos je
zalozeny na tenkovrstevnych polovodicovych senzorech a byl vyvinut s cilem porovnat
vykon pfi detekci prahu a kvantifikaci koncentrace s vySkolenym lidskym senzorickym
panelem, aby bylo mozné demonstrovat pouziti elektronického nosu k posouzeni
enologtl, z divodu Casné detekce prahovych hodnot nékterych chemickych sloucenin,
které zpusobuji defekty vina. Byly zkoumany prahové hodnoty typickych sloucenin
cerveného vina jako je cis-lakton a slou€enin bilého vina, jako je 3-methylbutanol.
Elektronicky nos detekoval koncentraci az desetkrat nizsi, nez lidsky panel a spravné
identifikoval kazdou urovén koncentrace, tudiz byl tento systém navrzen pro
kvantitativni aplikace (Santos et al. 2010).

Za charakteristické aroma vina jsou zodpovédné aminokyseliny ale pfedev§im
tékavé aromatické latky. Aroma vina je komplexni bilanci né€kolika tékavych latek,
pficemz délime aroma na takzvané ,,odrudové“, neboli primarni, kdy je snaha odlisit od
sebe vina na zakladé odridy hrozni typické pro danou oblast (Vilanova & Martinez
2007). Primarni aroma zpuasobuji predev§im terpeny, Cl3-norisoprenoidy, které
dodavaji ovocné nebo kvétinové tony ve vini (Arrhenius et al. 1996).

Sekundarni aroma neboli ,fermentativni“ je ziskano be&hem alkoholového
kvaSeni. Produkce téchto aromatickych latek souvisi s kvasinkami, které se na ni
podileji. Jedna se o vyssi alkoholy, estery, mastné kyseliny, karbonylové slou¢eniny a
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3.3.3.

tékavé fenoly. Dulezity fakt o t€kavych esterech pochazejicich z metabolismu kvasinek
je, ze prispivaji k chuti vina (Swiegers & Pretorius 2005).

Nejvice ale zalezi na tom, zda jsou dané slouceniny nad prahem vniméani.
Celkova koncentrace volnych forem t€kavych aromatickych sloucenin je vzdy vyssi nez
u forem vazanych. Tento jev, jak bylo zjisténo, ovliviluje faze zrani a také nékolik
aromatickych slouCenin, napfiklad geraniol zodpovédny za citrusové aroma (Diéguez et
al. 2003). U fermenta¢niho aroma by mohlo dochazet k nezadoucim senzorickym
vlastnostem, jelikoz dochazi k vysoké produkci vyssich alkoholt, acetatd, estert. Bylo
zjisténo, ze pokud jsou latky v nizkych koncentracich, tedy 300 mg/l, pfispivaji
k pozadované komplexnosti vina. Pokud ale dojde k prekroceni limitu 400 mg/l, vyssi
alkoholy maji negativni kvalitativni odezvu (Diéguez et al. 2003). S kvalitou vina je
spojovana napiiklad tékava sloucenina ethylacetat, jelikoz koncentrace 200 mg/l se
povazuje za pri¢inu negativniho aroma ve viné (Vilanova & Martinez 2007).

Chutovy profil vina

Nejdalezit€jsi organoleptickou vlastnosti vina je chut. Pro spotiebitele je
senzorické hodnoceni chuti mnohdy jediné, na co se zamétuje, tudiz je na toto téma
kladen vysoky diraz pfi hodnoceni. Jako u jinych produktd, spotiebitel o¢ekava, ze se
bude kvalita vina odvijet od ceny. Vino je zbozi, u kterého je vkus spotiebitele velice
heterogenni. Jednotlivci se nemusi mnohdy shodnout na tom, které vino preferuji, ale
dle vyzkumu je dokazana pozitivni korelace mezi prozitkem zvina a jeho cenou
(Goldstein et al. 2008).

Kazda latka obsazena ve vin€ zpusobuje riznorodé chutové vjemy. Jsou jimi
naptiklad sladkost, kyselost, hotkost a rizné vjemy v tstech, jako je mimo jiné
sametova, svrastéla a vysuSujici sviravost. Kvalitativni vniméani vina je fizeno
predev§im absenci defektniho aroma a sekundarné pfitomnosti netékavych slozek,
presnéji fenolickym slozenim, které je schopno modulovat vnimani kvality (Saenz-
Navajas et al. 2010).

K nejvice studovanym latkam, spojenym se senzorickym profilem vina, jsou
neté¢kavé molekuly, pfiCemz vétsina studii podrobné studuje slouceniny které prispivaji
k vnimani sviravosti (Saenz-Navajas et al. 2012).

Pfi zkoumani netékavych sloucenin Cerveného vina bylo prokazano, ze sviravost
je zapfi€inéna koncentracemi polymernich frakci vykazujicich molekulové hmotnosti
nad 5 kDa, pfi¢emz tento oralni vjem je zesilen kyselinami, jako je kyselina kaftarova,
gallova a furan-2-karboxylova. Dal§imi slozkami pfitomnymi ve viné a zpusobujicimi
sviravou chut’ jsou proanthokyanidiny a také obsah ethanolu. (Saenz-Navajas et al.
2011). Monomerni fenoly byly opakované popisovany jako adstringentni a hotké, bylo
ale zjisténo, Zze monomerni fenoly nejsou pfitomny v koncentracich nad jejich
senzorickym prahem, coz znamena, ze nemusi hrat vyznamnou roli v senzorickém
vnimani (Hufnagel & Hofmann 2008).
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Zatimco byla svirava chut zkoumdana velmi precizné, pouze malo studii se
zabyvalo chuti hotfkou. Horkost by méla byt zptsobena polyfenolovymi slouc¢eninami,
jako jsou polymerni frakce kyseliny tiislové a tanind, flavan-3-olovych monomert,
dimerd a trimert, coz ukazuje, ze vétsi molekuly maji tendenci byt méné horké a
sviravejsi. Dle Peleg et al. (1999) bylo zjisténo, ze (-)-epikatechin byl hoicejsi nez
stereoizomer (+)-katechin a ze obé¢ latky byly hotcejsi, nez prokyanidinové trimery.

Pfi studiu bilych vin byla prokazana vyznamna korelace hotkosti a koncentrace
vétSiny fenolickych sloucenin, zejména proanthokyanidinii a polymernich fenola. U
bilého vina bylo také dokazano, ze katechin vyvolava hotkou a sviravou chut’ (Gonzalo-
Diago et al. 2014)

Chemické slozeni ale také molekularni interakce mezi slozkami vina hraji
rozhodujici roli v chemické stabilité vina, a tudiz i jeho senzorickych vlastnosti (Saenz-
Navajas et al. 2010). Siroce publikovan byl také fakt, e ethanol zvy$uje vnimanou
horkost, muze ji ale také maskovat nebo potlaci sviravou chut fenoli (Oberholster et al.
2009). Zvysena kyselost zvySuje intenzitu sviravosti. Kyselina vinna je velmi dalezita
pro stimulaci kyselé chuti (Gonzalo-Diago et al. 2014).

Chutovy profil vina ovliviiuje mnoho faktord, jeden z nejzasadnéjSich je vSak
typ zrani. Konkrétné¢ zrani v sudech, kdy lihoviny prochazi smyslovymi zménami
v disledku uvoliiovani molekul viing a chuti. V dubovém dievé se nachazi netékavé
slouCeniny, takzvané kumariny. Dubové sudy nemaji na svédomi pouze hotkou a
sviravou chut, ovliviiuji také sladkost vina, diky uvolnéni triterpenoidi (Winstel et al.
2020).

3.4. Senzorické hodnoceni vina ELWIS

Systéem ELWIS (Electronic Wine System) je pocitaCovy systém hojné€ vyuzivany
pro hodnoceni vin. Narodni vinafské centrum jej vytvorilo za ucelem automatizace,
jednodussi organizace a veétSi efektivnosti soutéze vin. Systém je navrzen tak, ze
eliminuje chyby pfi souctu bodi. Degustator neni nucen scitat body, tudiz se zcela
koncentruje na senzoricky profil vina. Dal§i vyhodou tohoto systému je to, ze zamezuje
padélani vysledka a jelikoz je prostfednictvim online formy, je mozno jej vyuzit kdekoliv
(Krska Pavel et al. 2019).

Nejen, ze je tento systém propracovany pro vyhodnoceni soutézi, dokaze ale také
vytvofit profil struktury a mohutnosti vina a aromaticky profil (viz Tabulka 1, 2, 3) na
zakladé vlastnosti a deskriptort jiz diive zadefinovanych (Krska Pavel et al. 2019).

Mnohdy dochazi k mylnym pifedstavdm o tom, co znamena profil struktury a
mohutnosti vina. Jednim z klicovych senzorickych atributi vina je jeho télo, nebo
viskézni vlastnosti v ustech. Vnimané télo prispiva k taktilnimu pocitu v tstech a je
vnimano spolu s dal§imi pocity, jako je sviravost, hotkost ¢i syceni oxidem uhlicitym.
Rutinné se popisuje pomoci vyrazu vodnaté vino, tedy neni pfitomno télo, odborné
prazdné ¢i plné strukturované. Navzdory dualezitosti t€la pii definovani a senzorickém
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hodnoceni, posuzovani kvality vina a podobné, je presny ptuvod tohoto vjemu nejasny

(Skogerson et al. 2009).

Tabulka 1 Profil struktury a mohutnosti vina (Salon vin CR)

Vlastnosti

Hodnoceni

Intenzita vané

Nizka/ jednoducha/ vysoka/ bohata

Intenzita chuté

Nizka/ jednoducha/ vysoka/ bohata

Télo Prazdné/ plné strukturované
Komplexnost Neuplna/plné strukturovana
Rovnovaha Neharmonické vjemy/ harmonické vjemy
Potencial zrani Nizky/ vysoky
Tabulka 2 Aromaticky profil bilého vina (Salon vin CR)
Deskriptor aroma Specifikace

Kvétinové

sladky, lehky a lehce parfémovany dojem

spojeny s lipovymi kvéty, pomeranCovymi

kvéty, jablonovymi kvéty, bezovymi kvéty,
luénimi kvéty a rizemi

Tropické ovoce

sladka, kvétinova a ovocna aromata spojena
s bananem, ananasem, mangem, lici,
medovym melounem

Citrusové ovoce

kysela, svirava a mirn¢ Stiplava aromata
spojena s grapefruitem, limetkou,
pomeran¢em, mandarinkou

Jadrové ovoce

sladka, kvétinova a ovocna aromata spojena
s jablko a hruska

Peckové ovoce

sladka, lehce nakysla a ovocna aromata
spojena s broskvi, merurtikou, zeli

Bobulovité ovoce

sladka, lehce nakysla a ovocna aromatika
spojena s angrestem, bilym rybizem

Susené a kandované ovoce

sladka aromata bézné spojovana s tmavym
ovocem, jako jsou rozinky a datle
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Deskriptor aroma Specifikace

sladka a karamelova aromata bézné spojena s
medem, suSenkami, pralinkami, karamelem,

Karamelizované
sladem

., listy ¢erného rybizu, kopfiva, trava, zelené

Bylinné y fybizu, kopriva, ’
rajce, seno

Kofrenité bily pepft, nové koreni

. , dfevo, pryskyfice, cedr, vanilka, kokos,
Barikové , N

toast, kava, kour

Autolyzatové a laktatové smetana, maslo, drozdi, biskvit, brioska

Ostatni mineralni, pazourek, benzin

Tabulka 3 Aromaticky profil éerveného vina (Salon vin CR)

Deskriptor Specifikace
sladké, lehkeé s lehce parfémovany dojem
Kvétinové spojenym s riizemi, fialkami, pivorikami,
Sefikem
. . kvétinové, ovocné aroma spojené s
Ovoce bez jadra P . poJ
hruskami, jablky
C . sladké, kvétinové a ovocné aroma
Tropické ovoce C .
spojené s bananem

kyselé, ovocné a mirn¢ nahotrklé aromat
bézné spojované se Svestkami, tfeSnémi,

Peckové ovoce
vi$némi

kyselé, ovocné a lehce nahotklé aroma

Drobné svétlé ovoce bézné spojované s jahodami, malinami,
cervenym rybizem

, , sladka, kysela aromata spojena s ernym
Drobné tmavé ovoce . ky v 1 sp ,,J } y
rybizem, ostruzinami, borivkami, bezem

sladké aroma bézné spojované s
ovocnym salatem nebo Svestkovymi

Susené a varené ovoce
povidly
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Deskriptor Specifikace

sladka a karamelova aromata bézné
Karamelizované spojovana s karamelem, ¢okoladou,
medem, pralinkami

Korenité mleta paprika, Cerny pepf, skofice
Cerstvé byliny paprika, listy Cerného rybizu, mak, mata
SuSené byliny tabak, cerné olivy, seno

Barikové dfevo, pryskyfice, gedr, Varlilka, kokos,

toast, kava, kour
Ostatni animalni, kozené, lanyzové

3.5. Metody chemické analyzy vin

Chemicka analyza je nezbytna pro zajisténi bezpecnosti produktu a souladu
s regula¢nimi zakony, jimiz se fidi mezindrodni trh. Také diky témto metodam dochazi
k pochopeni zakladnich aspektd vyroby vina a také ke zlepseni vyrobnich procesti. Jedna
se o metody spektroskopicke a chromatografické (de Villiers et al. 2012).

Ve vsech fazich procesu vyroby vina jsou vyzadovana presna analyticka méfent,
pocinaje vinici, naslednou ptipravou mostu, béhem fazi kvaseni a zrani, pfi plnéni lahvi
a pii certifikaci. Tato méfeni jsou vyzadovana zdavodu poskytnuti informaci
vyzadovanych zakonem pro vyrobu a uvadéni té€chto produktt na trh (Ruiz-Altisent et al.
2010).

Analyzy se také pouzivaji k objasnéni zasadnich aspektd, jako jsou
mikrobiologické, genetické, fyziologické a chemické procesy spojené s vyrobou mostu a
samotného vina. Analyza nam pomuze pochopit chemické slozeni danych produktu.
Pouzité techniky se relativné lisi, ovSem to, ze nam chemické i instrumentalni metody
dokézi odhalit chemicky profil vina, senzorické vlastnosti a podobné, pfinasi nescetné
vyhody. Samoziejme, Ze s rostouci silou konkurence na produkty roste i konkurence
vyzkumu a metod chemické analyzy vin (de Villiers et al. 2012).

Hmotnostni spektrometrie spojena s plynovou chromatografii a nuklearni
magnetickd rezonancni spektroskopie jsou dva nejCastéji pouzivané nastroje pro
profilovani metaboliti a oba vytvareji uceleny soubor chemickych udaju. Nuklearni
magneticka rezonancni spektroskopie byva pouzita pii charakterizaci hroznt i vin pro
ucely autentizace a klasifikace a pti zkoumani chemického zakladu pro terroir (Skogerson
et al. 2009).
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3.5.1. Spektroskopicka analyza

Rychlé, levné a ekologické analytické metody maji zasadni vliv na udrzitelnost
mezinarodniho vinafského primyslu (de Villiers et al. 2012).

Spektroskopické metody pouzivané pii analyze vina a hroznt zahrnuji Sirokou
Skalu technik, jako je atomova absorpCni spektroskopie (AAS) a molekularni
spektroskopické metody, jako je infraCervend spektrofotometrie ¢i ultrafialova
spektrofotometrie, nuklearni magneticka rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie
(MS) (Grindlay et al. 2011). Tyto metody jsou vyuzivany po celém svété, konkrétné
nejroz§irené§i je NMR pouzivané pro autentizaci. Infracervend spektrofotometrie je
pouzivana pro nedestruktivni sledovani kvality hrozni. Neékteré vlastnosti
spektroskopickych technik, konkrétné ultrafialova-viditelna (UV/Vis)
spektrofotometrie a infracervena spektrometrie (IR) jsou atraktivni diky manipulaci
pouze s objemy nezbytné nutnymi. UV/Vis je pouzivana pro stanoveni barvy a urceni
fenolickych latek, které se ukazaly byt dilezitymi dle preferenci spotiebitele (Kosir &
Kidric 2002). Ackoliv se setkavame s piipady, kdy dojde k nadhodnoceni obsahu
polyfenolt, spektrofotometricka analyza zastava rychlou a levnou metodou (Ruiz-
Altisent et al. 2010).
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Obrdzek 1 Metody chemické analyzy vina — prirozend izotopovd frakcionace hroznt (Prevzato z Sun et al. 2021) (/CP-
MS (hmotnostni spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem), AS (absorpcni spektrometrie), LIBS (laserovy spektropetr),
HPLC (vysokoucinnd kapalinova chromatografie) Raman spektroscopy (Ramanova spektroskopie), NMR (nukledrni
magnetickd rezonance), Fluorescence spectroscopy (fluorescencni spektroskopie), IR (infracervend spektroskopie), HPLC-MS
(vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii), GC (plynovd chromatografie), HPTLC (vysokoucinnd
tenkovrstevnd chromatografie), IRMS (izotopovd hmotnostni spektrometrie)
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Na obrazku 1 lze vidét jednotlivé metody chemické analyzy vina rozdélené na
zakladé frakci, které je nutno analyzovat. Muzeme vidét, ze jednotlivé prvky lze stanovit
napfiiklad pomoci metody ICP-MS, tedy hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem, coz je ultrastopova analyticka metoda slouzici ke stanoveni obsahu
stopovych mnozstvi jednotlivych prvka ve vzorku. Pro aminokyseliny lze vyuzivat
Siroké spektrum metod, velmi oblibenou je Ramanova spektroskopie, coz je
nedestruktivni metoda pattici do elektromagnetické spektroskopie, tudiz je fazena do
vibracni molekulové spektroskopie. Je vhodna pro kvalitativni i kvantitativni analyzu.
Organické kyseliny je mozno stanovit vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS), coz je chromatografickd technika slouzici
k separaci slozek za ucelem stanoveni jejich pfitomnosti a koncentrace ve vzorku,
nasledné jsou slozky smeési izolovany. Jednotlivé analyty poté prochazi do
hmotnostniho spektrometru, ktery funguje na principu podilu hmotnosti ¢astice ku
naboji fragmentu, vysledkem je hmotnost Castice. Aromatické latky se stanovuji u vina
napfiiklad pomoci metody nuklearni magnetické rezonance, ktera vyuziva ke stanoveni
magneticky aktivni atomova jadra vhodnych izotoptu jako lokalnich sond v méfené
latce. Fenolové slouceniny lze snadno urcit naptiklad fluorescencni spektroskopii, coz
je metoda zaloZena na vzajemném pusobeni elektromagnetického zafeni a zkoumané
latky, pfi kterém dochazi k vyméné energie. Vzorek je prosvécovan a je meéfena
intenzita proniklého svétla vzorkem. Izotopy lze stanovit metodou IRMS (izotopova
hmotnostni spektrometrie), kterd je zalozena na principu konverze vzorku na plynné
produkty a nasledné dojde k jejich separaci. Ke konverzi dochazi spalovanim kyslikem
a nasledné probéhne redukce. Poté jsou latky prevedeny do hmotnostniho spektrometru
s magnetickym analyzatorem (Sun et al. 2021).

3.5.1.1. Vibrac¢ni spektroskopie

Vibra¢ni spektroskopie nabizi nékolik vyhod, je totiz nedestruktivni, dochézi
k nepfimému méfeni bez Cinidel a nevznika zadny toxicky odpad. Doba analyzy se
pohybuje v fadu sekund a technologie muize byt plné€ automatizovana, véetné zpracovani
a distribuce analytickych vysledki. Nevyhodou technologie jsou relativné vysoké
pocatecni naklady na pfistrojové vybaveni a narocné kalibra¢ni procedury, jez jsou ale
nezbytnym piedpokladem pro implementaci technologie. Cela technologie je zalozena
na méfeni frekvenci vibraci kovalentnich vazeb ve funk¢nich skupinach pti absorbanci
zateni v blizké infraervené a stiedni infracervené oblasti (Cerovic et al. 2008). Analyza
je uz témeért rutinni zalezitosti analytickych laboratofi urCenych pro vina. Pfistroj je
vybaven Michaelsonovym interferometrem a kyvetou, kterd je regulovana teplotou.
Spektra jsou generovana v transmisnim rezimu a vzorku je potfeba 30 ml. Pokud jde o
software, jsou k dispozici takzvané globalni kalibrace pro kvantifikaci Siroké Skaly
sloucenin a vlastnosti vina, v€etné hladin glukdzy, fruktdzy, organickych kyselin — jako
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je kyselina vinna, jableCna, octova, mlé¢na nebo glukonova, kyselina sorbova,
citronova, ethanol, hustota, oxid uhliCity, polyfenoly, glycerol, pH, Zelezo, méd,
ethylacetat a methanol (Versari et al. 2008). VSechny tyto parametry l1ze kvantifikovat
v jedné analyze, a to v Case i s pfipravou za méné nez jednu minutu (de Villiers et al.
2012).

3.5.1.2. Atomova spektroskopie

Atomova spektroskopie je pouzivana pro stanoveni mineralnich latek ve ving.
Byla popsana aplikace plamenové atomové absorpCni spektroskopie (AAS) a
elektrotermalni AAS pro analyzu kovl ve vin€. Naptiklad Coetzee & Vanhaecke (2005)
popsali techniku snimani otiska prsta pro klasifikaci vin dle geografického ptivodu na
zakladé elementarniho slozeni (Manley & Baeten 2018). Metoda vyuzivala
predpokladu, Ze piida je primarnim Cinitelem pfi ristu hroznd, a tim padem je odrazem
jejich chemického slozeni. Diky stopovym prvkim lze tedy klasifikovat vino dle oblasti
rastu. Cela metoda otisku je zaloZena na porovnani dané oblasti a koncentraci danych
prvku (de Villiers et al. 2012).

3.5.1.3. Chromatografické analytické metody

Nejb&znéjsi chromatografické metody, které se pouzivaji pro analyzu vina, jsou
plynova chromatografie (GC) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
Pouziti ostatnich separacnich metod se 1isi rutinni kvantifikaci slozek vina a
hloubkovym zkoumanim chemického slozeni (Coetzee et al. 2005). Pokroky ve
vyzkumu zpuasobily spojeni strojového vybaveni, a tim padem poskytovani
podrobnéjsich chemickych informaci. Jedna se zejména o spojeni plynové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a kapalinové chromatografie s
hmotnostnim spektrometrem (LC-MS) (de Villiers et al. 2012). Dochazi ke slouceni
klasickych metod spolu s pokrocilymi spektroskopickymi detekénimi systémy, jako
jsou tandemové hmotnostni spektrometry nebo nukledrni magneticka rezonance.
Neustaly vyvoj zpusobuje revoluci v chapani chemie vina, starnuti vina a kontroly
kvality (Vorster et al. 2010).

3.5.2. Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS)

Plynova chromatografie je separacni technika volend pro mensi tékavé a
polotékavé organické molekuly, jako jsou uhlovodiky, alkoholy a aromatické latky. Lze
ji vyuzit také pro identifikaci pesticidid, steroidi, mastnych kyselin ¢i hormona, tim
padem je dana technika vyuZivana hojné v mnoha oblastech — v prumyslu,
environmentalnim testovani ¢i pii urovani bezpec¢nosti potravin. V kombinaci s detekci
hmotnostni spektrometrie 1ze GC-MS pouzit k separaci komplexnich smési, kvantifikaci
analyt, identifikaci neznamych pik( a stanoveni stopovych mnozstvi kontaminantd.
Vzorky mohou byt pii této analyze kapalné, plynné ¢i pevné a dochazi nejprve k odpateni
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vzorku do plynné faze, kdy dojde k rozdéleni na rizné slozky pomoci kapilarni kolony
potazené stacionarni fazi. Slouceniny jsou pohanény inertnim nosnym plynem (helium,
vodik, dusik). Oddé€lené slozky smési eluuji z kolony kazda v jinou dobu na zakladé bodu
varu a polarity. Doba eluce je oznaCena jako retencni ¢as. Kapacita GC je az stovky
slouCenin za pomérné kratky €as (Profumo et al. 2020). Slozky, které opustily kolonu
jsou ionizovany a fragmentovany pomoci hmotnostni spektrometrie diky elektronové ¢i
chemické ionizaci. Ionizované molekuly a fragmenty jsou urychlovany pomoci
hmotnostniho analyzatoru, kterym je kvadrupdl ¢i iontova past. Zde dochazi k separaci
iontd na zakladé riznych poméri hmotnosti ku naboji (m/z). Data mohou byt ziskavana
v rezimu plného skenovani, tudiz je pokryt Siroky rozsah poméri m/z, nebo pouze ve
vybraném rezimu monitorovani iontd pro sbér dat pro konkrétni pozadované hmotnosti.
Poslednim krokem je detekce a analyza iontd, pficemz fragmentované ionty jsou
vyobrazeny jako pomér m/z. Oblasti piku jsou imérné mnozstvi odpovidajici slouceniny.
Pokud je komplexni vzorek separovan pomoci GC-MS, na spektru l1ze vidét mnoho
raznych pikt na plynovém chromatogramu a kazdy pik vytvafi jedine¢né hmotnostni
spektrum vyuzité pro identifikaci slouceniny. Pomoci rozsahlych komer¢né dostupnych
knihoven hmotnostnich spekter 1ze identifikovat a kvantifikovat neznamé slouceniny a
analyty (Marriott & Shellie 2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe, tato metoda je vyuzivana pii stanoveni pesticidu.
Stejné tomu tak bylo ve studii z Brazilie, kdy zkoumali simultanni stanoveni multirezidui
pesticidi ve viné pomoci SDME/GC-MS (jednokapkova extrakce a nasledna plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii). Bylo tomu tak ucinéno kvuli
obavam z pesticidii, kvili negativnimu vlivu na lidské zdravi a bezpecnosti spotiebitelti
kvuli toxikologickym rizikim (Garbi et al. 2010). Cilem studie bylo stanovit osmnact
rezidui pesticidl z riznych chemickych tfid, coz naznacuje, jak unikatni metoda je
pouzita pro tuto problematiku. Bylo detekovano jedenact rezidui pesticid, konkrétné
karbofuran, molunat, diazinon, disulfoton, malathion, endosulfan, ethion a jiné (dos
Anjos & de Andrade 2015). Pii tomto experimentu bylo navrzeno nékolik analytickych
metod pro stanoveni multireziudi pesticidi ve vodnych matricich, ale vyvoj; metod je
obtizny z divodu rtizné polarity, rozpustnosti a t€ékavosti latek (Filho et al. 2010). Kvuli
riznym rozdélovacim koeficientim oktanol/voda také dochazi ke ztizeni extrakce. Je
tedy nutné pii pfipravé vzorku pied instrumentalni analyzou absolvovat mnoho kroka
(Jin et al. 2012).

V tomto piipad¢ byla vyuzita SDME diky jednoduchosti pfipravy a malé financni
naro¢nosti. U SDME neni rovnéz potieba vyuzivat rozpoustédel. Tato technika je
zalozena na distribuci analytu mezi mikrokapkou organického rozpoustédla na §picce
jehly mikrostfikacky a vodné faze, coz je vzorek. Mikrokapka se vystavi vodnému
roztoku, ve kterém je extrahovan analyt. Po extrakci se mikrokapka vtdhne dovnitf
mikrostiikacky a je vstiiknuta do pfistroju pro plynovou chromatografii. Touto metodou
lze stanovit také fenolické latky, slouCeniny siry, kovy nebo aminy (dos Anjos & de
Andrade 2015).
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3.5.3. Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS)

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je Siroce
vyuzivana technika pouzivana v analyze potravin nebo ekologii, analyze 1éCiv,
metabolomice a podobné. Tato technika ma mnoho pozitiv — aplikuje se na Siroké
mnozstvi analytt a jde také selektivni, citlivou a pfesnou metodu. Ziskany biologicky
material prochazi laboratornimi Upravami, je nutno jej vycistit, koncentrovat,
ultrafiltrovat ¢i $té€pit. LC funguje na principu pruchodu vzorku kapilarami, kde dochazi
k separaci latek fyzikalné-chemickych vlastnosti. Z prutokového chromatografu
jednotlivé latky postupuji do MS, kde dochazi k ionizaci vzorkl a nasledné detekci.
Vysledkem jsou naméfend data v podobé fragmentacnich spekter, jez se porovnavaji
s teoretickymi spektry vytvorenymi na zékladé jiz zjisténych dat. Vysledkem je tabulka
s uritymi parametry, jako jsou napiiklad chemicko-fyzikalni vlastnosti. Tato tabulka
slouzi ke statistickému zpracovani (Trufelli et al. 2011). Vyuziva se pfi strukturni
identifikaci organickych latek (Kosir et al. 2004).

LC-MS se pouziva prevazné pro analyzu bilkovin vina spolu s dialyzou,
ultrafiltraci, vyluCovaci chromatografii ¢i elektroforézou. MS se také pouziva pro
studium vinnych bilkovin — tato technika je zalozena na separaci ionizovanych molekul
(plynnych iont) podle poméru hmotnosti k naboji (m/z). MS byla nejprve pouzita
samostatné a nasledné propojena s LC (Flamini & de Rosso 2006).

Dle Kosira et al. (2004) byly identifikovany anthokyany ve vin€. Diky
kapalinové  chromatografii  prob&hla frakcionace jednotlivych  anthoykant
v glykosidové formé€ z methanolovych extraktd slupek Cervenych hroznt a extrakt na
pevné fazi Cerveného vina. Tato metoda byla kombinovana s nuklearni magnetickou
rezonanci a hmotnostni spektrometrii. LC je metoda umoziujici separaci nékolika
anthokyani pomoci linearniho gradientu methanolu ve vodé a pomoci kyseliny
mravenci jako modifikatoru (Pezet et al. 1994). V kombinaci s MS v tomto pripadé
doslo pro identifikaci anthokyani v jednotlivych frakcich LC. Udaje ukazaly, Ze
anthokyanovy profil Cerveného vina muze byt komplexni, ale pro kazdy studovany
kultivar zcela odlisny (Kosir et al. 2004).

Analyticka metoda LC-MS/MS, coz je technika tandemové hmotnostni
spektrometrie, je vysoce selektivni a citlivd metoda. Pfi vyzkumu doslo k identifikaci
polyfenolt, jejich chromatografické separaci, a tim padem bylo mozné ziskat izomerni
struktury analytd, jako je napfiklad katechin-epikatechin, kyselina cis-/trans-para-
kumarova nebo cis-/trans-resveratrol a to v jednom chromatografickém béhu (Jaitz et
al. 2010).
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3.6. Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance je pokrocila charakterizacni technika vyuzivana
ke stanoveni molekularni struktury na atomarni Urovni vzorku. Kromé molekularni
struktury mize NMR urcit fazové zmény, konformacni a konfiguracni zmeény,
rozpustnost a difuzni potencial (Krishnan 2019).

Primarné je vyuzivana k experimentiim na jadrech atomi, nikoli na elektronech.
Chemické prostiedi typickych jader 1ze zmapovat z informaci ziskanych pomoci NMR
spektrometrie (Sakellariou et al. 2000).

Koncept je zalozen na faktu, ze vSechna jadra jsou elektricky nabita a maji vice
spini. Vnéjsi magnetické pole diky tomu umoziiuje vnéjsi prenos energie, k Cemuz
dochazi obecné z nizSich urovni energie na vyS$si, zpravidla v jednom kroku. Takovy
prenos i absorbance je mozna na radiové frekvenci, ktera je nezbytna pro absorpci
energie. Absorpcni radiofrekvence zéavisi na chemickém prostiedi jadra. Zalezi na
ur€itém umisténi jadra v magnetickém poli, jez neni rovnomérné. Jakmile se spin jadra
vraci do své zakladni polohy, dochazi k emisi energie se stejnou frekvenci a tento pfenos
energie se shoduje se signalem, jez je detekovan nékolika zpusoby. Je ziskano NMR
spektrum odpovidajiciho jadra (Koshani & Jafari 2020).

Jelikoz vino predstavuje velmi slozity biochemicky systém, je jeho slozeni
v poslednich letech predmétem zvysSeného zajmu kvili pozadavku spotiebitelti na kvalitu
a autenticitu. S ohledem na autenticitu se k ziskani izotopového otisku ethanolu pouziva
metoda SNIF-NMR (mistné specificka frakcionace pfirozenych izotopd s nuklearni
magnetickou rezonanci) zalozena na izotopech, pomoci které se s vysokou presnosti
stanovuje pomeér deuteria a vodiku. Pomér téchto prvka zavisi na mnozstvi ethanolu a
typu a geografickém ptvodu hroznd. Touto metodou se neziskavaji Zzadné informace o
dalsich slozkach ve viné (Larsen et al. 20006).

'"H NMR je silnym nastrojem pro hodnoceni dal§ich slozek vina, jako jsou
aromaty, sacharidy a kyseliny, jez je mozné touto metodou detekovat a kvantifikovat.
Vysledna spektra jsou pomérné jednoducha ale komplexni, tudiz se doporucuje
analyzovat spektra vicerozmérnymi metodami (Larsen et al. 2006). Kvalitativni parametr,
jez je pro vino obzvlasté zajimavy, urCuje pomér jablecné a mlééné kyseliny, jez je
nezbytny pro kyselost a plochost. Pro pravu poméru mezi témito kyselinami pouzivaji
vinafi jableCno-mlé¢nou fermentaci. Tento proces je ale velmi obtizné zastavit, proto se
kyselina jablecna ¢asto méni zcela na kyselinu mléénou. Smichanim jable€no-mlécného
fermentovaného vina s nefermentovanym vinem se ziskd pozadovany pomér kyselin
(Hong 2011).

Schopnost chemometrickych metod sladit NMR spektra umoziiuje snazs§i a
spolehlivéjsi identifikaci slozek, a tim i lepsi kvantifikaci pomoci naptiklad faktorovych
modela parcialnich nejmensich ¢tverca (Larsen et al. 2006).

NMR je moderni metoda nyni hojné vyuzivana kvali falSovani. Vino je totiz
falSovano jiz od pradavna, byvaji do né€j pfidany rizné chemikalie zlepSujici jeho
vlastnosti, pficemz nejznaméjsi je asi skandal, kdy se do vina piidal diethylenglykol,.
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Dochazi rovnéz k fedéni ¢i nahradam drahych vin levnymi a chybnému oznaceni
(Cavicchi & Santini 2012). Pouze v roce 2019 doslo k desitkam hlaseni falSovani vina, a
to pouze v Evropské Unii, z tohoto divodu je dané téma velmi aktualni (Everstine et al.
2013). Vina vysoké hodnoty se maji po zrani uchovévat, pficemz n€ktera z nich se stanou
sbérnymi viny. Autenticita jako hodnoceni a dobra konzervace vin jsou proto dulezitymi
otazkami. Ekonomicka situace na strané jedné vede prodejce k falSovani udaju
(zemépisné, ro¢nikové ¢i odradove nespravné oznaceni) u takto cennych vin. Na strané
druhé, béhem dlouholetého zrani mohou korkové zatky vyschnout v disledku nedostatku
vlhkosti, coz zpusobi kromé uniku vina i kazeni a oxidaci. Proto se tyto dva aspekty
stavaji velmi vyznamnymi pro fizeni ¢asné degradace vina. Reeni je vyménit korek a
doplnit lahev podobnym vinem, tedy stejného ro¢niku a stejné vyroby. Vyrobce vina je
jediny, kdo ma licenci k provadéni téchto ukond, jez musi byt ale provedeny az po
kontrole pravosti vina. Proto je NMR velmi vyhodnou metodou, jelikoz je potieba
nepatrné mnozstvi vzorku potfebného pro analyzu (Gougeon et al. 2019).

SNIF-NMR je podle Solovyeva et al. (2021) jedinou analytickou metodou, ktera
dokaze odhalit pridavek fepného cukru pfed fermentaci. Tato kvalitativni metoda totiz
spoléhd na nestatistické rozdéleni deuteria ve vychozim cukru a jeho vysledny odraz
v podobé ethanolu po fermentaci. S vylepSenim technologie, zvySeni citlivosti
elektroniky, moznosti presné regulace teploty a vylepSeni fazové a zakladni korelace by
mohla byt tato technika aplikovana na vysoce reprodukovatelné stanoveni minoritnich
organickych slozek (Gnanasambandan Freiser 1982).

NMR profily poskytuji zcela vycCerpavajici reprezentaci chemického slozeni
vzorku bez nutnosti rozsahlych manipulaci. Korelaci mezi metabolickym slozenim a
puvodem vina nelze ale tak jednoznac¢né stanovit kvuli pfirozené variabilité chemického
slozeni a vyuziti riznych manipulaénich procest pii vyrobé (Imparato et al. 2011).

Kazdé NMR spektrum je jedinecny otisk vzorku vina a 1ze diky nému predikovat
vlastnosti vina, a tim padem lze vytvofit klasifikacni modely (Godelmann et al. 2016).
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Obrdzek 2 Typické protonové NMR spektrum vina bez suprese vody a ethanolu (Prevzato z (Solovyev et al. 2021))

Vétsina organickych sloucenin poskytuje slozité signaly diky spin-spinové vazbe,
coz ma za nasledek prekryv pikd, a tim padem hrozi nepfesné urceni ¢i neschopnost
danou latku identifikovat. Jak 1ze vidét na obrazku 2, piky vody a ethanolu jsou majoritni,
zatimco v porovnani s nimi jsou ostatni prvky minoritni. Je zde tedy riziko chybné
identifikace Ci prekryvu (Solovyev et al. 2021).

Analyza vina podle 'H NMR ma4 dva typy pfipravy vzorkd. Obé strategie vyzaduji
jednoduchy, ale nespecificky postup a maly objem vzorku. Analyza je pouzita bud’ pfima,
ktera byla pouzita i pfi méfeni dat vedenych v této diplomové praci. Druhym zptisobem
je lyofilizace vzorku kvili odstranéni vody a ethanolu, timto déjem je docileno odstranéni
velkych signalt, a tim padem se eliminuje piekryv pikt a nedojde k ovlivnéni ostatnich
slozek (Amargianitaki & Spyros 2017). Pokud jde o analyzu fenolickych sloucenin, je
nutno vzorky specificky extrahovat. Vino musi byt taktéz lyofilizované a k extrakci se
vyuzivaji rozpoustédla deuterova (D20). Dale je pfidan vnitini standard pro referenci
spektra (Solovyev et al. 2021). Referencnimi standardy stupnice chemického posunu
v ppm, které se bézn€ pouzivaji pro vodné vzorky v NMR spektroskopii, jsou kyselina
mravenci, kyselina 3-trimethylsilylpropionova (TSP) nebo 2,2-dimethyl-2-silapentan-5-
sulfonat (DSS) (Lopez-Rituerto et al. 2009).

'"H NMR spektroskopie je velmi rychl4 kviili ptirozené se vyskytujicimu izotopu

'H (99,9885 % hmotnostnich) (Holden et al. 2018). Méfeni trva nékolik minut, obvykle
mén€ nez 15 minut a pocet skent se pohybuje od 6 do 64 (Solovyev et al. 2021). Tato
metoda je vysoce reprodukovatelna a ma Siroky rozsah linearity. Umoziuje kvantifikaci
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Siroké Skaly metabolitd paralelné a predpovida cilové vlastnosti vzorku. Velkou
vyhodou je nedestruktivni métfeni. NMR spektrometry jsou obecné velmi robustni a ve
srovnani napiiklad s hmotnostnimi spektrometry jsou témeétf bezadrzbové (Pan &
Raftery 2007).

Nevyhodou této metody je nizsi citlivost ve srovnani s jinymi technikami,
napfiklad MS, a to pfiblizné o nékolik nanomolu pfi pouziti kryosond (Ralli et al. 2018).
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4. Metodika
4.1. Vzorky vina

V fijnu 2021 byly odebrany vzorky v Narodnim vinafském centru na zamku
Valtice z expozice soutdze Salon vin Ceské republiky. Jednalo se o 100 vit&znych vin
soutéze roku 2021. Vzorky byly odebrany plastovou stfikackou o objemu 10 ml,
anaerobné uchovany a po dobu transportu chlazeny pii 4 °C. Poté byly skladovany pii
- 80 °C.

Tabulka 4 Kategorizace odebranych vzorki ze soutéze Salonu vin CR

Cukr (véetné

Kategorie vina Typ vina zbytkového cukru) Pocet vzorku
[g/1]
A Vino bilé suc,he a 0-12 53
polosuché
B Vino bilé polosladké 12-45 11
Vino sladké nad 45 5

Vino ruzové a
klarety — suche,

D , 0-45 2
polosuché a
polosladkeé
E Vino Cervené suché 0-4 27
G Jakostni Sumivé vino - 2

4.2. Chemikalie

Pti ptipraveé vzorkl byly pouzity chemikalie Cistoty p.a. a vyssi. NaN3 (> 99,5
%), H3PO4 (99 %), dale byla pouzita sodna sul 2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonatu
(97%, DSS), KH2PO4 (99 %), D20 (99,9 % D>0) a HCI (36,5-38,0 %). Dané chemikalie
byly zakoupeny od VWR (Radnor, PA, USA).

4.3. Priprava vzorku pro analyzu

NMR roztok byl piipraven nasledujicim postupem. Do kadinky bylo navazeno
200 mg NaN3, 109,16 mg (MW 218,32 Da) a 20,41 g 1,5 M KH>PO4. Dale bylo do
kadinky odméteno 80 ml 5 mM D»O a roztok byl rozmichan sonikaci. pD roztoku bylo

31



upraveno na hodnotu 4,0. Roztok byl pfeveden do odmérné baiky a doplnén na objem
100 ml.

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo odpipetovano 540 ul vzorku daného
vina a pfidano 60 pul NMR roztoku. Vzorky byly vortexovany a prevedeny do NMR
kyvety o pruméru 5 mm (NORELL Inc., Morganton, NC, USA).

4.4. Méreni

Meéteni NMR spekter probéhlo na spektrometru Bruker Avance III 500,23 MHz (Bruker
Biospin GmbH, Rheinstetten, DE) pii teplot¢ 298K. Byla provedena standardni rutina:
kalibrace 90° pulsu, topshim, ladéni, zamykani. Kazdé spektrum bylo zméfeno pomoci
pulsnimu sekvence noesy1d se supresi signalu vody pii 4,70 ppm. Bylo snimano 128 scand pfi
Spektra byla zkalibrovana na standard TSP. Pomoci software Mnova 14.1.0 (Mestrelab
Research S.L, Santiago de Compostela, ES) byla provedena korekce faze a baseline, k cemuz
byl pouZit algoritmus Whittaker smoother.

4.5. Analyza dat

Spektra byla zpracovana diky software Chenomx NMR suite 8.6 (Chenomx Inc.,
Edmonton, CA), pfiemz v tomto programu byly také identifikovany metabolity. Veskera data
byla nasledné zpracovana v programu Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft Corporation,
Remond, WA, USA). Ke zjisténi vztahti mezi naméfenymi hodnotami koncentraci sloucenin a
senzorickymi profily byly vyuzity Pearsonovy korelace, na zakladé kterych byly nasledné
sestrojeny grafy zavislosti koncentraci dané slouceniny a konkrétniho aromatického znaku.
V grafech jsou barevné oddé€leny odridy a daty byla proloZena pfimka linearni regrese. Dalsi
tazi vyhodnoceni dat bylo vyuziti PCA analyzy (Principal Component Ananlysis), coz je
analyza hlavnich komponent, a PLS-DA analyzy (Partial Least Squares Discriminant Analysis),
coz je CasteCna diskriminacni analyza nejmenSich Ctverci. Tyto analyzy byly vyhodnoceny
diky webovému rozhrani MetaboAnalyst 5.0, které je implementovano na zaklade technologie
JavaServer Faces s vyuzitim knihovny PrimeFaces (v11.0) (Chong et al. 2019).

Slou€eniny byly anotovany a kvantifikovany pomoci software Chenomx (verze 8.4,
Chenomx, Edmonton, CA). Celkem se jednalo o 32 sloucenin. Analyza dat byla provedena
pouze u vin bilych a Cervenych, data naméfena u vin Sumivych, rizovych a klaretd byla
vytazena. Anotované slouceniny a jejich chemické posuny jsou vyobrazeny v Tabulce 5.
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Tabulka 5 Seznam anotovanych sloucenin a jejich chemicky posun

Sloucenina Chemicky posun (ppm)
2,3-butandiol 1,13; 3,71

p-hydroxyfenylacetat 3,44, 6,48;7,17

Acetat 2,05

Alanin 1,49; 3,79

Asparagin 2,73;2,95; 4,10; 6,90; 7,60
Katechin 2,55;2,90; 4,24; 6,00; 6,09; 6,84; 6,93
Cholin 3,19; 3,51; 4,06

Citrat 2,70; 2,90

Epikatechin 2,77;2,93;4,33; 6,09; 6,92; 7,03
Ethanol 1,17; 3,65

Ethylacetat 1,24;2,07; 4,13

Formidt 8,3

Fruktosa 3,55; 3,69; 3,80, 3,88

Gallat 7,15

Glukosa 3,20; 3,40; 3,50; 3,70; 3,80; 3,90; 4,60; 5,20
Glycerol 3,55;3,65;3,76

Histidin 8,65;7,39;4,04; 3,34
Isobutanol 0,88; 30,5; 3,35

Isopentanol 0,88; 1,43;1,65; 3,63

Laktat 1,4;4,16

Methanol 3,35

Myo-Inositol

3,27;3,53;3,61; 4,04

Fenetylalkohol 2,86;2,91; 3,84; 7,30, 7,37

Fenylalanin 3,12; 3,28; 4,00; 7,32; 7,40

Fenylethanol 1,45;7,38

Prolin 2,02; 2,34; 3,34; 3,41; 4,12

Sukcinat 2,65

Trigonelin 4,43; 8,08; 8,83; 8,84, 9,13

Turanosa 3,40; 3,605 3,70; 3,80; 4,0; 4,105 4,20; 4,3; 5,2; 5,3
Tyrosin 6,88; 7,18

Uracil 5,78;7,52

Xantin 7,98
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S. Vysledky a diskuze

Hodnoty deskriptort aroma profil byly pomoci korelacni analyzy statisticky porovnany
se zastoupenim metabolitu v NMR profilu, pficemz prezentovany jsou nejsilngjsi korelace
r>0,50. Z aromatickych profili ziskanych panelem hodnotitelit Salonu vin byly vytvoreny
prumérné pavucinové grafy pro jednotlivé nejzastoupengjSi odridy. Na zakladé
kvantifikovanych slouc¢enin byly vzorky vina porovnany spomoci vicerozmérnych
statistickych metod a byly identifikovany slouceniny odlisné mezi bilymi a Cervenymi viny, ale
i v ramci bilych vin mezi jednotlivymi kategoriemi cukru.

5.1. Analyza bilého vina dle aromatickych profila

U bilého vina byla prokazana signifikantni korelace nad r=0,5 s danym deskriptorem
aroma profilu u ¢tyf sloucenin. Tabulka 6 znazorfiuje korelacni matici, ze které jsou znatelné
vzajemné pozitivni statisticky vyznamné korelace s velmi silnou zavislosti (r>0,5).

Pozitivni korelace byla prokazana u glycerolu a aroma suSeného a kandovaného ovoce
a také u karamelizovaného aroma. Dal§i znazornéna pozitivné statisticky vyznamna korelace
byla u myo-inositolu a aroma tropického ovoce. Negativni statisticky vyznamna korelace je
mezi prolinem a citrusovym aroma.

Grafy (Obrazek 3) znazornuji zavislost chemické latky na aroma, data jsou rozdélena
dle danych odrid a je jimi prolozena linearni regrese, ukazujici zavislost aroma na koncentraci
slouCeniny. V grafech jsou jednotlivé odridy odliSeny barevné, coz umoziuje posoudit, zda
korelace neni ovlivnéna nerovnomérnym zastoupenim aroma mezi odridami.

Tabulka 6 Signifikantni korelace s danym aromatickym profilem u bilych vin

Sloucenina Korelace Korelacni Aroma
koeficient (r)

Glycerol Pozitivni 0,52 Aroma suseného a kandovaného ovoce
Glycerol Pozitivni 0,52 Karamelizované aroma

Prolin Negativni -0,51 Citrusové aroma

Myo-Inositol Pozitivni 0,50 Aroma tropického ovoce
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Obrdzek 3 Grafy koncentraci sloucenin v zdvislosti na aromatickych profilech bilych vin
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Glycerol, ktery pozitivné koreloval pfi naSem vyzkumu saroma suSené¢ho a
kandovaného ovoce a karamelizovanym aroma, je produkovan kvasinkami rodu
Saccharomyces cerevisiae. Ptfispiva k jemnosti, sladkosti a komplexnosti vina (Escribano-
Viana et al. 2018) a jeho koncentrace je ovlivnéna kmenem kvasinek, pH, teplotou (Roberts &
Acree 1995). Podle Lubbers et al. (2001) bylo ale zjisténo, ze k vytvoreni detekovatelného
zvySeni sladkosti je potfeba koncentrace glycerolu nad 5,2 g/l, coz je relativné vysoka hodnota,
koncentrace glycerolu v bilém viné se pohybuje mezi 0,4-5 g/l (Goubet et al. 1998). Toto
tvrzeni vypovidd o neutrdlnim vlivu glycerolu na aromaticky profil bilého vina. Neni ale
vyvraceno, ze spolu s t€kavymi a jinymi chemickymi latkami aroma neformuje. Posouzeni
korelace v naSem vyzkumu je tedy diskutabilni a nelze jednoznacné ji potvrdit ani vyvratit.
Prolin je latka, jejiz koncentrace ve viné je urCitym biomarkrem odrid (Cataldi & Nardiello
2003). Prolin hraje vyznamnou roli v kinetice fermentace a produkci aromatickych slouc¢enin
(Hernandez-Orte et al. 2005). Mnozstvi prolinu se zvySuje v prub€hu dozravani hroznt
(Ortega-Heras et al. 2014). Klicovym faktem je, ze aminokyseliny obecné zapficifiuji ovocné a
hotké tony vina ((Hernandez-Orte et al. 2005), ale korelace mezi prolinem a citrusovym aroma
je vnasem piipadé silné negativni. Vysledky experimentu tak nejsou v souladu s danymi
zjisténimi.

Pro detailngjsi predstavu primémeého aromatického profilu byly diky pavucinovym
grafim vyobrazeny dvé€ nejzastoupenéjsi odrudy bilého vina, tedy Ryzlink vlassky a Ryzlink
rynsky. V grafu (Obrazek 4) pro Ryzlink vlassky lze vidét aromaticky profil a kladnou a
zapornou smérodatnou odchylku. Lze predikovat, ze dana odrida vykazuje vyrazné kvétinové
aroma, citrusové aroma, aroma su§eného a kandovaného ovoce a karamelizované aroma. Diky
tomuto modelu je mozno také tvrdit, ze Ryzlink rynsky téméf nevykazuje znamky barikového
¢i kotenitého aroma. Aromaticky profil Ryzlinku rynského je pomérnée komplexné&jsi, tudiz lze
tvrdit, ze chut’ tohoto vina je vyvazenéjsi. Ryzlink rynsky neobsahuje prakticky barikové ani
autolyzatové a laktatové aroma.

Pti prekryti téchto dvou modelti (Obrazek 5) 1ze tvrdit, ze shoda nastava u barikového
aroma, kdy je profil u obou odrid prakticky totozny, obé odridy téméi nevykazuji znamky
tohoto aroma. Aroma citrusového a tropického ovoce je shodné u obou odriid ve vysoké mife.
Znacny rozdil nastava u kotenitého, bylinného aroma a také aroma bobulovitého ovoce. Dle
tohoto porovnani lze predikovat odli§nost aromatickych profila pro jednotlivé odrudy.
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Obrdzek 4 Pavucinové grafy aromatickych profill Ryzlinku viasského a Ryzlinku rynského
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Obrdzek 5 Pavucinovy graf aromatického profilu Ryzlinku rynského v porovndni s Ryzlinkem vlasskym

Podle Knoll et al. (2012) maji ryzlinky obecné ovocné a kvétinové aroma, toto tvrzeni je
shodné daty vyobrazenymi v grafech (Obrazek 4,5). Aromaticky profil vSak ovliviiyje
kombinace nékolika faktord, jako jsou klimatické podminky, terroir, zralost hroznt, sklizer,
technologie vyroby, druh kvasinek pouzitych pro fermentaci nebo zpisob zrani (Gonzalez-
Barreiro et al. 2015). U ryzlinku rynského bylo zji§téno vyrazné ovlivnéni aromatického profilu
témito faktory. Samotna vinifikace ovlivnila profil viin€ a chutové znaky prevazné v zavislosti
na bakteridlnich kmenech vyuzitych pfi vyrobé. Jednalo se o Oenococcus oeni, tento kmen
vyrazné prispél k posileni ovocného aroma (Knoll et al. 2012). Barikové aroma je téméft
nezaznamenatelné u bilych vin, coz mize byt zapfic¢inéno zranim v nerezovych tancich nebo
kratkou dobou zrani u ryzlinka (Genovese et al. 2007).
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5.2. Analyza cerveného vina dle aromatickych profili

Pfi statistickém vyhodnoceni Cerveného vina byla jasné prokdzana korelace Sesti
slouCenin s konkrétnimi aromatickymi profily.

Korela¢ni matice v tabulce (Tabulka 7) znazoriuje statisticky vyznamné korelace mezi
aromatickym profilem a zkoumanou slouceninou (r>0,5). Alanin pozitivné koreloval
s barikovym a ostatnim (animalnim, kozenym, layzovym) aroma. Pozitivni korelace byla
zaznamenana také u laktatu a aroma Cerstvych bylin, prolinu a aroma peckového ovoce,
trigonelinu a barikového a ostatniho (animalniho, kozeného, lanyzového) aroma. Negativni
korelacni zavislost myo-inositolu byla dokdzana u aroma tropického a jadrového ovoce,
karamelizovaného aroma, aroma Cerstvych bylin, barikového aroma a ostatniho aroma.

V grafech (Obrazek 6,7) lze vidét grafické znazornéni signifikantnich korelaci mezi
slouCeninami a jednotlivymi aromatickymi profily, daty je prolozena pifimka linearni regrese.
Data jsou rozdé€lena podle vybranych odrid, aby mohla byt predikovana zavislost odrady a
aromatického profilu.

Tabulka 7 Signifikantni korelace mezi danym aromatickym profilem u cervenych vin

Sloucenina Korelace Korelacni Aroma
koeficient (r)

Alanin Pozitivni 0,68 Barikové aroma

Alanin Pozitivni 0,62 Ostatni (animalni, kozené, lanyZové) aroma
Laktat Pozitivni 0,52 Aroma Cerstvych bylin

Fenylalanin  Pozitivni 0,56 Barikové aroma

Prolin Pozitivni 0,51 Aroma peckového ovoce

Trigonelin Pozitivni 0,58 Barikové aroma

Trigonelin Pozitivni 0,52 Ostatni (animalni, kozené, lanyZové) aroma
Myo-Inositol Negativni -0,54 Aroma tropického a jadrového ovoce
Myo-Inositol Negativni -0,53 Karamelizované aroma

Myo-Inositol Negativni -0,51 Aroma cerstvych bylin

Myo-Inositol Negativni -0,55 Barikové aroma

Myo-Inositol Negativni -0,65 Ostatni (animalni, kozené, lanyZové) aroma
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Obrdzek 6 Grafy koncentraci sloucenin v zgvislosti na aromatickych profilech cervenych vin
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Dle Mandla et al. (2017) je alanin produkovan kvasinkami, pokud je v hroznovém
mostu k dispozici kyselina pyrohroznova spolu s amoniakem a to prevazné pii zrani
v nerezovych tancich. Pti fermentacnich procesech s nartistem ethanolu koncentrace alaninu
klesa (Lopez-Rituerto et al. 2009). Barikové aroma je ale zptsobeno zranim v dubovych sudech
a dlouhodobym zranim, je charakterizovano jako dfevita, vanilkova nebo kokosova ving, a
podle Frank & Schieberle (2018) koreluje intenzita barikového aroma pouze s cis-
whiskeylaktonem, vanilinem a fenolovymi latkami v ¢erveném viné. Na zaklad€ téchto
informaci se 1ze domnivat, ze vyznamnou korelaci mezi alaninem a barikovym aroma nelze
povazovat za smérodatnou.

Esencialni aminokyseliny zpisobuji nezadouci aroma ve vin€, napfiklad
masové/animalni aroma nebo vuni po kysaném zeli (Tian et al. 2021), tudiz by se dalo tvrdit,
ze vysoka koncentrace alaninu zapfiCifiuje znaky ostatniho aroma. Laktat podle (Shkotova et
al. 2008) zpusobuje specialni aroma ve ving, a to jak pii fermentaci kvasikami, tak i pfi
sekundarnim zpasobu vzniku, a to z glutamatu a alaninu. Je produkovan piedevsim kvasinkami
rodu Lachancea thermotolerans a stejné jako acetoin, jez je povazovan za slouceninu, ktera ve
vysSich koncentracich muze zpasobovat maslovou prichut (Escribano-Viana et al. 2018).
Aroma bylinné zapficinuji zpravidla alkoholy a aldehydy, muaze ale dochazet k pridavku bylin,
a to pravé kvuli ziskani pozadovaného aroma (Lakicevi¢ et al. 2022). Vysledkem jsou
aromatizovana vina, ktera voni po pelytiku, anyzu, skofici ¢i 1ékofici (Comuzzo et al. 2006).
Na zakladé téchto informaci nelze korelaci laktatu a aroma Cerstvych bylin vysvétlit.

Prolin je charakteristicky sladkou chuti a je zodpovédny za plnéjsi t€lo a mouthfeel vina
(Waterhouse et al. 2016). Pokud je hrozen na vinici vystaven velkému mnozstvi svétla, zvysuje
se koncentrace prolinu (Robinson et al. 2014). Diky zjiSténym informacim lze potvrdit vztah
prolinu k aromatickému profilu peckového ovoce. Fenylalanin je prekurzorem kvétinové a
ovocné vané ve vin€, dava vzniku pfijemnému aroma a dochazi tomu diky fermentaci
kvasinkami v hroznovém moStu (Trinh et al. 2010). Existuje ale také korelace mezi
fenylalaninem a hotkou trpkou chuti ve vin€ (Portu et al. 2015). Jelikoz je barikové aroma
pfisuzovano zrani v dubovych sudech, dala by se tato pozitivni korelace potvrdit, pokud
bychom znali pfesné informace o pribéhu zrani.

Trigonelin je alkaloid vyskytujici se v zelenych ¢astech rostlin a mé pfirozené hotkou
chut’. Koncentrace trigonelinu ve hroznové stavé se odviji od klimatickych podminek v dané
oblasti, kde jsou hrozny péstovany. Je prokazano, ze mista, kde je nizka expozice slunce a
vysoké srazky signifikantn€ koreluji s koncentraci trigonelinu ve viné (Son et al. 2009). Neni
tedy jednoznacné prokazatelné, ze se zvysSujici se koncentraci trigonelinu roste animalni ¢i
barikové aroma. Pokud je myo-inositol plné fosforylovan, vznika z n& kyselina fytova, ktera
vytvaii klastry zachycujici kovy (Papaleo et al. 2009). Jelikoz u této latky byla zaznamenéana
pouze negativni korelace, a to u péti aromat (aroma tropického a jadrového ovoce,
karamelizované aroma, aroma Cerstvych bylin, barikové a ostatni), je méné téchto chuti
detekovano. A to proto, ze se ve viné€ nachazi mensi koncentrace myo-inositolu. Dala by se tedy
predpokladat souvislost mezi koncentraci myo-inositolu ve ving€, kyselinou fytovou a
pfitomnosti kovll a naslednym senzorickym profilem. Myo-inositol by mél byt pficinou sladké
chuti, a to pfi své prahové koncentraci 17,7 mol/l. Pokud je hodnota niz§i, nez prahova
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koncentrace, muze zpusobovat vady vina. V kombinaci s 1,2-propandiolem a D-mannitolem
pomahaji utvaret mouthfeel a télo vina (Hufnagel & Hofmann 2008).

Pavucinové grafy (Obrazek 8) porovnavaji pramérny aromaticky profil dvou nejvice
zastoupenych odriid Eerveného vina ze soutéze Salonu vin Ceské republiky pro rok 2021.

Odrada Rulandského modrého dle nasledujiciho grafického znazornéni, zalozeného na
prumérnych hodnotach, kladnych a zapornych smérodatnych odchylkach, vyznacuje ovocny
aromaticky profil. V této odradé je nejvice zastoupeno aroma tropického ovoce, drobného
svétlého ovoce, drobného tmavého ovoce, suSeného a vafeného ovoce, ale také Cerstvych bylin
a suSenych bylin. Naopak nejnizsi hodnoty vykazovalo aroma ovoce bez jadra, kofenité aroma
a barikové aroma. U odridy Merlotu lze sledovat znatelné aroma tropického, peckového,
drobného svétlého, drobného tmavého ovoce a suSen¢ho a vareného ovoce a Cerstvych bylin.
Naopak opacny trend lze sledovat u barikového aroma ¢i aroma ovoce bez jader.

Pfi porovnani Rulandského modrého a Merlotu (Obrazek 9) je zretelné, ze Merlot ma
pomeérné komplexnéjs§i aromaticky profil. Shodu lze pozorovat u aroma tropického ovoce,
drobného svétlého ovoce a Cerstvych a suSenych bylin.

Aromaticky profil Rulandského modrého

Kvétinové
Ostatni ”
{animaini,.. Ovoce bez jadra

Barikové - Tropické ovoce

Sugené byliny . ‘ Peckové ovoce

®  Drobnésvétié

Cerstvé byliny ovoce

' Drobné tmavé
ovoce

Kofenité

Sugené a vafené

Karamelizované
ovoce

= Rulandské modré

Obrdzek 8 Grafy aromatického profilu Rulandského modrého a Merlotu

Porovnani aromatickych porfild Rulandského modrého a Merlotu
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Obrdzek 9 Pavucinovy graf aromatického profilu Rulandského modrého v porovndni s Merlotem

42



Aromaticky profil vina je ovlivnén nékolika faktory, od klimatickych podminek az po
zpusob zpracovani a zrani (Evans et al. 2019). U odridy Rulandského modrého ma aroma
rapidni dopad na kvalitu vina. V chladné oblasti v Kalifornii bylo produkovano Rulandské
modré s privlastky Cerstvych bobuli, dzemem z bobulovitého ovoce, tfeSnémi a kofenitym
aroma, navzdory tomu v tepl§im udoli se tato odrida vyznacovala atributy rostlinného aroma,
aroma kutize a koute (Longo et al. 2021). Odrada Merlot byla zkoumana na zakladé teploty zrani
a pouziti riznych druhti kvasinek. Analyza jasné ukazala, ze zrani pti 25 °C snizuje aromaticky
profil a zrani pii 15 °C aromaticky profil zvySuje a je spojeno s deskriptory ¢erveného ovoce,
kvétinového aroma, bananu a mirn€ nahotklé chuti. Nelze tedy potvrdit hypotézu, ze na zakladé
aromatického profilu dokazeme rozpoznat odrudy, jelikoz do procesu zasahuje pfili§ mnoho
faktort ovliviiyjicich kone¢né aroma vina.
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5.3. Analyza hlavnich komponent dle kategorii obsahu cukru vcetné

zbytkového cukru

Metoda PCA a PLS-DA byla provedena na zaklad¢ kategorii vin dle cukru vcetné
zbytkového cukru (A, B, C, E). Kategorie byly porovnany mezi sebou.

A)
Scores Pl
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a :’ - % - ° 0 |
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= &, ° ° .
oy e §
o © @ y
o =]
| o™

B)
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Obrdzek 10 Analyza hlavnich komponent vin kategorizovanych do jednotlivych kategorii dle cukru vcetné zbytkového cukru -

model s bilymi a cervenymi viny (A) a pouze s cervenymi viny (B). Kategorie A: vino bilé suché a polosladké (cukr vcetné

zbytkového cukru 0-12 g/l), kategorie B: vino bilé polosladké (cukr véetné zbytkového cukru 12-45 g/l), kategorie C: vino sladké

(cukr véetné zbytkového cukru nad 45 g/l), kategorie E: vino cervené suché (cukr véetné zbytkového cukru 0-4 g/l)

Byl vytvoten ordina¢ni diagram proménnych (Obrazek 10). Na obrazku A) sledujeme

96 promeénnych, tedy vin ¢ervenych a bilych dohromady. Hodnota rozptylu je 51,7 %. Vzorky

jsou rozdéleny do jednotlivych klastri podle variability a osa PC1 rozd€luje vina bilé od

cervenych a PC2 rozdé€luje vina podle obsahu cukru vcetné zbytkového cukru. Obrazek B)

znazorfiuje PCA analyzu 69 bilych vin, soucet hodnot PC1 a PC2 je roven 33,8 % variability.

PC1 déli vina podle barvy a PC2 podle obsahu cukru.
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Obrdzek 11 PLS-DA analyza vin kategorizovanych do jednotlivych kategorii dle cukru vcetné zbytkového cukru u
bilych vin. Kategorie A: vino bilé suché a polosladké (cukr véetné zbytkového cukru 0-12 g/l), kategorie B: vino bilé polosladké
(cukr véetné zbytkového cukru 12-45 g/l), kategorie C: vino sladké (cukr véetné zbytkového cukru nad 45 g/l).
R?Y=0,79; Q*=0,66

PLS-DA je supervizovana analyza, jejiz model byl sestaven zvalidovanych dat.
Validaci modelt byly zjistény rozpoznavaci a predikéni schopnosti. Jednalo se o interni
validaci, tzv. cross-validaci. Procentualni Gispésnost spravné zarazenych vzorka analyzovaného
souboru do pfislusné skupiny se nazyva rozpoznavaci schopnost. Predikéni schopnost je udaj o
procentualni uspésnosti spravného zarazeni noveé testovaného vzorku.

Kvalita modelu PLS-DA analyzy bilych vin (Obrazek 11) byla hodnocena na zakladé
hodnot komponentnich vektorti R?X (podil variability proménnych X) a R%Y (podil variability
proménnych Y) a Q? (parametr prediktivni schopnosti). U bilych vin vysla rozpoznavaci
schopnost 79 % a predikéni schopnost 66 %. Model je hrani¢né signifikantni, je nutno
podotknout, ze jednotlivé kategorie maji mezi sebou vyraznou spojitost skrze obsah cukru ve
ving, tudiz model v tomto pfipadé nemuze byt nikdy zcela diskriminac¢ni, proto hodnotime tento
model jako velmi piesny.

Obrazek VIP scores (variable importatnt projection) je vytvoren pro komponent 1, ktery
je vyobrazen na obrazku Scores Plot na ose x. Ukazuje nam, jaké proménné jsou zodpoveédné
za separaci v komponentu 1. Nejdualezitéjsi v separaci je glukoza, ktera byla majoritni u vin
kategorie C (sladka vina), minoritni u vin kategorie A (sucha vina). Druhou vyznamnou
slouCeninou, ovliviiujici obsah cukru ve viné je dle modelu fruktdza, kterd opét dominuje u vin
kategorie C, sladkych vin a je v nejmensi mife v kategorii A, u vin suchych. Treti nejdulezitéjsi
parametr pro sestaveni modelu byl zvolen glycerol, ale rozdil mezi hodnotami glukozy a
fruktozy v porovnani s glycerolem je rapidni. Tudiz glycerol ovliviiuje obsah cukru ve viné
v men§i mife. Nejvyssi obsah acetatu a formiatu maji dle modelu vina kategorie C, jelikoz
sladka vina jsou nejvice profermentovana, takze vznika nejvétsi koncentrace kyseliny octové a
mravenci. Obsah ethanolu byl nejvyssi u kategorie A a nejnizsi u kategorie C. U obrazku Scores
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Plot na ose y jsou komponenty, které rozdeluji vzorky v ramci jednotlivych kategorii, rozptyl
pak interpretujeme jako vlastnosti, které se li§i v ramci kategorii. Komponenty 2 jsou
ortogonalni ke komponentu 1.
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Obrdzek 12 PLS-DA analyza vin kategorizovanych do jednotlivych kategorii dle cukru vcetné zbytkového cukru u cervenych i
bilych vin Kategorie A: vino bilé suché a polosladké (cukr véetné zbytkového cukru 0-12 g/l), kategorie B: vino bilé polosladké
(cukr véetné zbytkového cukru 12-45 g/l), kategorie C: vino sladké (cukr véetné zbytkového cukru nad 45 g/l), kategorie E: vino
Cervené suché (cukr véetné zbytkového cukru 0-4 g/l); R2Y=0,87, Q?=0,90

Na obrazku 12 sledujeme PLS-DA analyzu provedenou pro klasifikaci bilych a
cervenych vin dle obsahu cukru véetné zbytkového cukru. Model je mnohem prediktivnéjsi,
jelikoz ma rozpoznavaci schopnost hodnoty 87 % a predikéni schopnost 90 %. Je to proto,
jelikoz vyobrazuje analyzu bilych i Cervenych vin. VIP scores vyobrauje komponent 1.
Nejdtlezit&jsi diskriminaéni proménna, ktera rozliduje Cervena a bila vina, je citrat. Cervena
vina maji nejméné citratu, coz je rozhodujici parametr. Trend také urcuje koncentrace
phenylethanolu, nejméné této slouCeniny opét obsahuji Cervend vina v porovnani s bilymi.
Zajimavym zjist€énim je vysoky obsah galatu v Cervenych vinech. Ostatni markery nejvice
piispivajici k odliSeni jsou napfiklad frukt6za, metanol, nebo isobutanol. Z diagramu je patrné,
Ze na ose x jsou rozdélena vina dle kategorii na bilé a Cervené, a na ose y vyobrazuje komponent
2 zavislost obsahu cukru ve ving.
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6. Zavér

Zamérem prace bylo zanalyzovat sto vzorkd vin pomoci metody NMR. Na zaklade
vychozich spekter, jez udavaly koncentrace jednotlivych analytt, bylo zjistovano, zda je mozné
klasifikovat odrady jednotlivych vin. Anotovano bylo 32 sloucenin. U bilych vin korelovaly tfi
slouCeniny (glycerol, prolin, myo-inositol) se Ctyfmi aromaty, napiiklad aroma susené¢ho a
kandovaného ovoce a karamelizované aroma bylo asociovano s pritomnosti glycerolu. U
cervenych byla vyhodnocena korelace Sesti sloucenin (alanin, laktat, fenylalanin, prolin,
trigonelin, myo-inositol) s Sesti aromatickymi deskriptory, napfiklad nejsilné;si korelace byla
mezi alaninem a barikovym aroma. Negativni korelaci vykazovala slou€enina myo-inositol, a
to v péti piipadech u aroma tropického a jadrového ovoce, karamelizovaného aroma, aroma
Cerstvych bylin, barikového a ostatniho aroma. Vyhodnocené korelace byly relativné silné,
hodnota korelacniho koeficientu byla r>0,5. I pfes silu korelace neni jednoznaéné prokazatelné,
zda snizeni ¢i zvySeni koncentrace slouc¢enin odpovida danému aromatickému profilu. Prace
vsak potvrdila, ze je NMR vhodnou metodou pro analyzu vina, jejimz prostfednictvim lze do
jisté miry predikovat jeho senzoricky profil.

Dale byly sestrojeny pavucinové grafy porovnavajici primérny aromaticky profil na
zakladé specifikace dle odrady. Vybrany byly dvé nejzastoupenéjsi odrady jak pro bilé, tak
cervené vino. U bilého vina se jednalo o odridy Ryzlink vlassky a Ryzlink rynsky. Z grafu
jasné vyplyva, ze u Ryzlinku vlasského dominuje aroma kvétinové ¢i aroma suSen¢ho a
kandovaného ovoce, u Ryzlinku rynského pfevazuje aroma kotenité a aroma peckového ovoce.
Komplexngjsi aromaticky profil pfisuzujeme Ryzlinku rynskému. Nejzastoupené)§imi
odridami Cerveného vina bylo Rulandské modré a Merlot, mezi nimiz sledujeme vyrazné vétsi
podobnost, nez je tomu u vybranych odrid bilého vina. Faktem je, Ze Rulandské modré a Merlot
maji primérny aromaticky profil zalozen na ovocném aroma a aroma bylinném.

Posledni analyza probéhla na zakladé porovnani kategorii vin dle obsahu cukru a
hlavnich komponent vin. Bylo zjisténo, ze klasifikaci pro dané vzorky bilych vin ovliviiuji
nejvice slouCeninami glukoza a fruktoza, které dominuji svym obsahem u vin kategorie C
(sladka vina). Pfi porovnani Cervenych a bilych vin byly zjistény Ctyfi chemické latky nejvice
ovliviiujici kategorizaci dle obsahu cukru. Jsou jimi citrat, fenylethanol asparagin a gallat.

Jelikoz byla zjisténa urcita podobnost prumeérnych aromatickych profild, Ize predikovat

schopnost kontroly identity Sarzi. Prace tak muze slouzit jako nastroj pro vytvoreni databaze
"H NMR profilti pro klasifikaci odriid.
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8. Seznam pouzitych zkratek a symboli

NMR - nuklearni magneticka rezonance

SO» — oxid sifiCity

pH — zaporna dekadicky logaritmus

MLF — maloakticka fermentace (jablecno-mlécné kvaSeni)

FMN - flavinmononukleotid

FAD - flavinadenindinukleotid

NaNj3 — azid sodny

MW — molarni hmotnost (molar weight)

KH>PO4 — dihydrogenfosfore¢nan draselny

D>0O - oxid deuteria (t€zka voda)

HCI - kyselina chlorovodikova

kDa — kilodalton

AAS — atomova absorpcni spektroskopie

NMR - nuklearni magneticka rezonance

MS — hmotnostni spektrometrie

UV/Vis — ultrafialova-viditelna spektrofotometrie

IR — infraCervena spektrometrie

GC - plynova chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatogratie

GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

LC-MS - kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

HPLC-MS - vysokou¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
m/z — pomér hmotnosti k naboji

SDME/GC-MS - jednokapkova mikroextrakce s naslednou plynovou chromatografii spojena
s hmotnostni spektrometrii

SNIF-NMR - mistné specificka frakcionace prerozenych izotopd s nuklearni magnetickou
rezonanci

TSP - kyselina 3-trimethylsilylpropionova

DSS - 2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat

ELWIS - Electronic Wine Systém

PCA - Principal Component Ananlysis (analyza hlavnich komponent)

PLS-DA - Partial Least Squares Discriminant Analysis (Castecna analyza metody nejmensich
Ctvercl)
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