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Stanoveni hliniku a organickych kyselin s nizkou
molekulovou hmotnosti ve viné a vzajemny vztah téchto
slozek

Souhrn

Hlinik (Al) je prvkem, ktery postrada biologickou funkci a jeho koncentrace ve viné
by mohla pfi nadmérném uzivani, potencialné zpisobit vazna onemocnéni. Z tohoto divodu
se prace zaméfila na vyzkum obsahu Al ve ving, s konkrétni vaznosti na organické kyseliny,
které predstavuji vyznamnou, vysoce reaktivni slozku vina.

Celkem bylo provedeno méfeni na 15 vzorcich vina, kde byla pozorovana koncentrace
Al v rozmezi 624-2302 pg/l. V Cerveném viné se obsah pohyboval v rozmezi 624-1614 ug/l
a v bilém 696-2302 pg/l. Divodem vyssiho obsahu Al v porovnani s ¢ervenym je piedev§im
diky vyssi celkové kyselosti, ktera umoziuje piestup Al z bentonitu béhem vyroby vina, co
naznacuje i silna pozitivni korelace (r = 0,59).

V ramci organickych kyselin bylo stanoveno 10 z 13 ocekavanych kyselin, kdy
nejvyssi celkova koncentrace ve viné dosahovala az 3387 mg/l. V nejvyssim obsahu byly
zastoupené Kkyselina vinna (445-2040 mg/l), mlécna (54,7-1750 mg/l) a jable¢na
(3,62-1820 mg/l), méné uz kyselina octova (35-212 mg/l), stavelova (11,6-67,5 mg/l) a
galakturonova (6,50-24,8 mg/l), zatimco kyselina citronova (6,05-412 mg/l), mravenci
(0,24-1,70 mg/l), jantarova (17,1-406 mg/l) a fumarova (1,56-3,82 mg/l) nebyly pokazdé
stanoveny.

Simulovanim interakci realnych koncentraci Al avybranych organickych kyselin
pomoci programu Visual MINTEQ 3.1 se odhaduje, Ze Al muze piednostné, tvorit komplexy
zejména s kyselinou §tavelovou, citronovou a vinnou. S ptihlédnutim na vysokou koncentraci
a dobrou schopnost interagovat s hlinikem je v realném viné ocekavan i vznik komplexi
s kyselinou jable¢nou. Celkovy obsah hliniku vazaného na konkrétni organické kyseliny bude
vsak ovlivnén stabilitou komplexu, ktera bude zaviset od hodnoty pH vina.

Z experimentalnich stanoveni vypliva, ze hodnoty pH budou piedevsim ovliviiovat
vazani Al pti nizkych hodnotach pH (3,01) zejména na kyselinu mléénou, jantarovou
a octovou, méné se Vvliv tohoto pH projevi u kyseliny jableéné. ZvySenim pH (3,69) se vsak u
téchto kyselin zlepSuje schopnost stabilné Al vazat, coz se projevilo dodatenym poklesem
signalu méfitelnych molekul. U kyseliny jablecné a mlécné piiblizné o 24 %, jantarové o
43 % a octové az o 67 %. Kyseliny Stavelovd, vinnd a citronovd nebudou zménou pH
ovlivnény skoro viibec, jejich schopnost vazat stabilné hlinik se zméni jen 0 6 %.

Rozsah interakce Al s organickymi kyselinami bude primarné urcen hodnotou
disociacni konstanty kyseliny (pKa), ktera definuje schopnost molekuly udrzet negativni néboj
a setrvat v disociovaném stavu v zavislosti od podminek pH, kdy nizs$i hodnoty pKa budou
potencialné vazany Al zvySovat. Vyznamny faktor bude rovnéz pocet karboxylovych skupin v
molekule, diky ¢emu bude Al daleko silnéji vazan na molekulach se dvéma nebo tfemi
karboxylovymi skupinami. Bez ohledu na hodnotu pH vina bude Al ve zna¢né mife vSak
vazan na organické kyseliny.

Klic¢ova slova: hlinik; organické kyseliny; pH; vino.



Determination of aluminum and low molecular mass
organic acids in wine and the relationship of these
components

Summary

Aluminium (Al) element lacking a positive biological function and its high content in
wine could cause some serious diseases if consumed in excess For this reason, the aluminium
content in wine, with a specific link to organic acids, which represent an important highly
reactive component of wine was investigated in this work.

In total, measurements on 15 wine samples determined the Al content in the range of
624-2302 pg/l. In red wine its concentrations ranged from 624—-1614 pg/l and in white wine
they reached 6962302 pg/l. The reason for the higher Al content in white wine compared to
red wines is due to the higher total acidity, which allowed transfer of Al from bentonite during
the processing and is indicated by strong positive correlation (r = 0.63).

Content of 10 of the 13 expected organic acids was subsequently determined, with the
highest total acid concentration in the sample reaching 3387 mg/l. The most abundant were
tartaric (445-2040 mg/l), lactic (54.7-1750 mg/l) and malic (3.62-1820 mg/l) acid, lower
content was observed for acetic (35-212 mg/l), oxalic (11.6-67.5 mg/l) and galacturonic
(6.50-24.8 mg/l) acid, while citric (6.05-412 mg/l), formic (0.24-1.70 mg/l), succinic
(17.1-406 mg/l) and fumaric (1.56-3.82 mg/l) acid were determined only in some samples.

By simulating the interactions of realistic concentrations of Al with selected organic
acids using Visual MINTEQ 3.1, it was shown that in selected samples, Al will form
complexes predominantly with oxalic, citric and tartaric acid, but if the abundance and
reactivity of malic acid is also taken into consideration, formation of complexes with malic
acid will is also expected to occur in real wine. Total Al content bound to specific acids will
be influenced by the complex stability, which will depend on pH level of wine.

From experimental results is obvious, that pH value will mainly influence Al bonding
at low pH (3.01) especially for lactic, succinic, and acetic acid, less so for malic acid. On the
other hand, increase of pH (3.69) will lead to drastic improvement in ability to bond the
aluminium, as addiotional decrease in measurable molecule content was observed. For malic
and lactic acid by 24 %, succinic acid by 43 % and acetic acid by 67 %. Oxalic, citric and
tartaric acids won’t be influenced by pH significantly, as their ability to interact with Al
changed only by 6 %.

Scale of Al interaction with organic acids will be given by value of acid dissociation
constant (pKa), which defines the ability of molecule to retain the negative charge and remain
in dissociated (reactive) state depending on pH value. Lower the pKa, higher potential for Al
bonding. Other important factor is the number of carboxyl groups in molecules, where Al
bonding will be much greater with organic acids with two or three carboxyl groups.
Despite the pH value of wines, the content of organic acids bound Al will be significant.

Keywords: aluminium; organic acids; pH; wine.
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1. Uvod

Vino patii z kulturniho 1 historického hlediska mezi nejvyznamnéj$i népoje.
Podle odhadi Mezinarodni organizace pro vinnou révu a vino (OlV) dosahla svétova spotieba
tohoto moku zavratnych 234 miliont hektolitr. Z toho jen v Ceské republice se konkrétng
zkonzumovalo cca 1 %, coz ptedstavuje asi 2,1 milionu hektolitri (Karlsson & Karlsson
2021), tj. pramémé 20 litri vina na obyvatele (Cesky statisticky Giad 2021), bez ohledu na
vek.

Jednim z duvodu, pro¢ konzumace vina dosahuje celosvétove takového mnozstvi, je dle
¢etnych studii poznatek, ze sttidma konzumace vina piiznivé ovlivituje zdravi a dlouhovékost
(Doll et al. 1994; Gronbaek et al. 1995). Vino ¢lovéku poskytuje kyseliny vinnou, citronovou
nebo jable¢nou, povazované za zdravi prospé$né, a soucasné lidskému organismu piispiva
esencialnimi prvky jako K, Ca, Mg, Cr, Co, Fe, F, I, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Zn (Eschauer &
Neeb 1988).

Na druhé strané je ve viné obsazen také hlinik, ktery nema biologickou funkci
(Exley & Mold 2014) a v ptirod¢ jsou znamy spise jeho negativni vlivy. V lidské medicing je
nejcastéji davan do souvislosti se vznikem Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. I pies tyto
informace legislativa jen malokdy pozaduje monitoring koncentrace tohoto potencialné
toxického prvku, a to navzdory skuteCnosti, ze prokazatelné¢ ovliviiuje stabilitu vina.
Koncentrace piiblizn¢ nad 3 mg/l hliniku mtze vést k tzv. hlinikovému zakalu (Massey &
Taylor 1989).

PredevS§im vSak v zemich jako jsou USA, Francie a Italie, které patii mezi
nejvyznamnéjsi konzumenty vina (30 % celosvétové spotieby), muize tato potravina
pfedstavovat nepfehlédnutelny zdroj konzumovaného hliniku. Tématu obsahu hliniku ve viné
by vSak méla byt vénovana vé&tsi pozornost mj. proto, Ze organické kyseliny, kterym je
pfi¢itdn prosp&Sny vliv a zaroven predstavuji neodmyslitelnou slozku vina, s timto
potencialné toxickym prvkem velice ochotné tvofi hlinité komplexy (Morrison & Rabellotti
2017).



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem ptredkladané diplomové prace je v laboratornich podminkach zkoumat vzajemny
vztah mezi organickymi kyselinami s nizkou molekulovou hmotnosti a hlinikem obsazenym
ve vin€. V prubéhu prace budou ve vzorcich kvantitativné a kvalitativné stanoveny organické
kyseliny pomoci kombinované metody iontové chromatografic ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Stanoveni hliniku provedu pomoci emisni optické spektrometrie S induk¢éné
vazanym plazmatem. Prostfednictvim izotachoforetické analyzy blize specifikuji interakce
mezi ionty organickych kyselin a hliniku.

Mou snhahou bylo potvrdit sledovanou védeckou hypotézu, ze speciace hliniku v mirné
kyselém prostiedi bohatém na organické ligandy bude fizena dostupnosti téchto ligandu
a stabilitou vznikajicich komplex. Onou hypotézou je mira korelace mezi tvorbou hlinitych
komplexti zptsobenych zvySenou koncentraci organickych kyselin s pfistupnymi ligandy.
Zjistovala jsem celkovy obsah ligandotvorného hliniku ve vzorcich, obsah jednotlivych
kyselin ve vzorcich a nasledné korelace této hypotézy.

Zkoumana hypotéza byla potvrzena prokézanou reaktivitou hliniku s obsazenymi
organickymi kyselinami, kdy dochézelo k jednozna¢nému poklesu koncentrace organickych
kyselin v pribéhu komplexotvorné reakce. Nejvyssi reaktivita byla prokazana v piipadé
kyseliny citronové a kyseliny Stavelové.
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3. Literarni reSerse

3.1 Historie a sou¢asnost vina na tizemi Ceské republiky

Vinna réva je na Moravé péstovana ptiblizn€ od 3. stoleti naseho letopoctu, kdy byly na
Musov pod Palavou, odkud se péstovani révy rozsifilo po celé jizni Moravé (Patek 2001).
Jeale mozné, e na naSe uzemi dovazeli révu nékolik stoleti pfed Rimany jiz Keltové.
Podle Rageot et al. (2019), pili Keltové vino na uzemi dne$niho némeckého regionu
Baden—Wiirttembergsko (jihozapadni Némecko), jiz v dobé zelezné, tedy dlouho pied
pfichodem Rimand. Hroznové vino bylo pravdépodobné dovezeno ze Stiedomoii, dilkaz
0 vyrob¢ vina v8ak nebyl potvrzen. Zda se pravdépodobné, Ze Heunebergsti Keltové pili vino
dovezené bud’ z Recka, ¢ pravdépodobngji z feckych kolonii v jizni Italii nebo Francii
(Millar 2019).

Kofeny vyluéné¢ cCeského vinafstvi jsou spojeny predevSim s  Sifenim
kiestanstvi. Z klasternich dokumenti se dozvidame, ze hrozny byly v 10. a 11. stoleti
péstovany nejen na tzemi Velké Moravy, ale také v okoli Mé&lnika, Lovosic, Zernoseka,
Litoméfic, Zalhostic a Loun (Sev&ik 1999). Prvni domaci pisemna zminka o viné pochézi ale
az od Kosmase, ktery ve své kronice z pocatku 12. stoleti zmifiuje, jak Libuse a Piemysl pili
spole¢né vino.

Vinafstvi na Moravé posléze zaznamenalo od 13. stoleti velky rozvoj diky podnikani
mestant, S ¢imz je spojovan zacatek vzniku nejvétsich moravskych vinaiskych center, jako
jsou Zidlochovice, Mikulov, Hustopete, StraZnice a Znojmo. Zejména kralovska péce
Karla IV. piispéla k rychlému rozvoji vinafstvi (Kraus 2005), kdy vroce 1358 nafidil
vysadbu vinné révy na uzemi Prahy, KarlStejna a Mé&lnika, a pozd¢ji zavedl vinatsky rezim,
dohled nad vinem, dovozni kvéty a dalsi piedpisy (Sevéik 1999; Patek 2001).

V obdobi pied rokem 1618 (pied tficetiletou valkou) dosahuje ceské a moravské
vinafstvi dal§iho velkého rozmachu, kdy vinice na Moravé a v Cechach pokryvaly plochu asi
20 000 a 15 000 hektart (Sevéik 1999). Vinice byly poté znaéné zdevastovany tiicetiletou
valkou, ¢esko-mad’arskymi a napoleonskymi valkami.

Ve druhé poloving 19. stoleti je zaznamenavan v naSich oblastech opétovny rozkvét
a kolem roku 1886 dosahuje vrcholu. Tehdy rozloha vinic jen na Moravé zaujimala plochu
30 260 hektart. Nedlouho poté vsak vinice zacali decimovat rozto¢i a choroby, coz zna¢né
snizilo vynosy a ziskovost (Patek 2001). Na pocatku 20. stoleti moravsti vinaii Celili silné
konkurenci rakouskych vinail, ktefi se snazili kvalitu ceského vina zdiskreditovat.
Prvni svétova valka (1914-1918) prerusila jakykoli pozitivni vyvoj. Situace ve vinafstvi Se
zlepsila az po roce 1918 se vznikem tehde;jsi Ceskoslovenské republiky (Kuttelvaser 2003).

K vyznamnému rozvoji doslo na konci 20. stoleti, kdy restituce vinic a privatizace vedly
k obnové rodinnych vinafstvi i vzniku novych firem. Velké zmény pfinesl vinafsky zékon
z roku 1995 a jeho pozdgjsi propojeni s legislativou Evrospké unie po vstupu Ceské republiky
do unie v roce 2004. Soucasné ¢eské vinafstvi vyuziva moderni Setrné technologie a orientuje
se na vyrobu vin, kterd se fadi mezi svétovou Spicku, coz dokazuji mnohd ocenéni
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Vinafstvi potvrzuje skutecnost, ze se v roce 2020 sklidilo ze 16 000 hektarti produkénich vinic
68 tisic tun vinnych hroznt, z nichZ se vyrobilo 480 tisic hektolitrii vina.

Podle statistickych tdaji ¢inila spotieba na jednoho obyvatele CR v roce 2020
prumérné mezi 21 a 19,6 litry vina, tj. ¢étyfikrat vice nez v roce 1963 (Karlsson & Karlsson
2021). Domaci produkce vina pokryla spotfebu pfiblizné¢ z jedné Ctvrtiny, dovezeno bylo
kolem 1,4 miliont hektolitrt vina piedevsim z Italie, Mad’arska a Spanélska (Lhotska 2021).

3.2 Chemické sloZeni vina

Vino v zakladni mife pfedstavuje smés vody, etanolu a jinych sloué¢enin. Obsah vody ve
ving, ktery muze byt az 90 %, udava podminky pro slouceniny rozpustné, nebo misitelné
s vodou, V jejichz souladu vino ziskava své charakteristické atributy. Zakladni chut’ vina vSak
podminuje 20 nebo vice sloucenin. Jemné rozdily, které odliSuji jednotliva vina, vSak zavisi
na jeSté vétsim poctu latek (Jackson 2014).

3.2.1 Etanol

Tento dvouuhlikovy alkohol pochazi z metabolické aktivity kvasinek. Je jednim
z hlavnich produkti fermentace. Za standardnich podminek muize etanol dosahovat obsahu
14 az 15 %. Postupnym piidavanim cukru Vv prib&éhu fermentace lze dosahnout i vyssiho
obsahu (max 17 %). Hlavni faktory, ovliviiujici produkci etanolu, jsou obsah cukru, teplota
kvaseni a pouzity kmen kvasinek.

Etanol ve viné ma rozhodujici vliv na stabilitu, starnuti, senzorické vlastnosti
a vystupuje jako dulezité rozpoustédlo pro extrakci nepolarnich aromatickych latek z hrozn.
Etanol muze také zvysit intenzitu hotkosti, sniZit sviravost tfislovin a ovlivnit tékavost
aromatickych sloucenin. Spolu s dal§imi alkoholy pomalu reaguje s organickymi kyselinami
za vzniku esterti (Jackson 2014).

Etanol ovliviiuje pfimo i aktivitu kvasinek. Je naptiklad inhibitorem rustu kvasinek v
relativné nizkych koncentracich, inhibuje bunééné déleni, snizuje objem bunék a specifickou
rychlost ristu nebo ovliviluje bunéény metabolismus a makromolekularni biosyntézu.
Reguluje také typy a mmnozstvi aromatickych slou¢enin produkovanych auvoliiovanych
béhem fermentace (Stanley et al. 2010).
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3.2.2 Cukry

Mnozstvi cukru ve ving, souhrnné nazyvany ,,zbytkovy cukr®, je podiizen pocate¢nimu
obsahu glukézy a fruktozy v bobulich, ktery podminuje rist a metabolismus kvasinek
Saccharomyces cerevisiae, nakolik tento druh ma jen omezenou schopnost fermentovat jiné
latky. Podle obsahu ,,neskvaseného* cukru, ktery tvoii hlavné fruktoza, se vina déli na:

e Sucha vina — obsah zbytkového cukru maximalné 4 g/1.

e Polosuché vina — obsah zbytkového cukru 4 az 12 g/l

e Polosladka vina — obsah zbytkového cukru 12 az 45 g/l.

e Sladké vina — obsah zbytkového cukru vice nez 45 g/l

e Ledova vina — obsah zbytkového cukru mezi 180-320 g/l
(Buresova & Pavlousek 2015).

3.2.3 Dusikaté litky

Ve vin¢ tyto latky tvofi hlavné amonné ionty, aminokyseliny, proteiny a polypeptidy
(Buresova & Pavlousek 2015). Komplexni organické slouceniny dusiku jako pyrimidiny,
proteiny nebo nukleové kyseliny, i kdyz nezbytné pro rist a metabolismus kvasinek, jen
ziidka pfimo pfispivaji k senzorickym vlastnostem vina. Na druhé strané estery, tvoii zaklad
ovocnych a kvétinovych vini, a proto maji velky vyznam (BureSova & PavlouSek 2015).
Vino také obsahuje malé mnozstvi netékavych biogennich amini, jako je histamin, tyramin
nebo fenylethylamin vznikajicich dekarboxylaci aminokyselin. Obvykle se vyskytuji
v mnozstvi nékolika mg/l. Jejich vyssi obsah je vSeobecné pozorovan v Cerveném viné, neb
zde existuje vetsi pravdépodobnost, ze budou podléhat jable¢no-mlééné fermentaci. Pri
vyrazné vysSich koncentracich mohou tyto latky u vnimavych jedinct zptisobit bolesti hlavy,
hypertenzi nebo alergické reakce. Biogenni aminy se vSak jen ziidka vyskytuji
Vv koncentracich schopnych samy o sobé tyto G¢inky vyvolat. Pfitomnost zakalu, ktery lze
ve ving také pozorovat, pak tvofi koloidy proteint (Jackson 2014).

3.2.4 Fenolové slou¢eniny

Tyto latky hraji hlavni roli v barvé vina. Ovliviwji Cirost, aroma a chut neboli
organoleptickou kvalitu vin, a zlepSuji stabilitu vina. Také maji vliv na barvu, hotkost
a starnuti vina. Fenolové sloucCeniny se dé€li na tfisloviny (taniny), flavony a flavonoly,
anthokyany, fenolové kyseliny (Michlovsky 2014).

Fenolové kyseliny a zejména derivaty kyseliny benzoové a skotficové jsou z hlediska
chuti a aroma povazovany za slouceniny, které nepfinaseji vyznamné zmény v chutovych
vlastnostech vina. Po jejich transformaci na t€kavé fenoly vSak pfinaSeji vinu pfijemné tony.
Specifickou skupinou derivata fenolovych kyselin jsou kumariny, které pochazeji
ze sudového dieva, nakolik se tyto slouceniny v hroznech nevyskytuji. P¥itomnost kumarind
I ve velmi malé koncentraci pfinasi vinu hotkost (Michlovsky 2014).
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3.25 Kyseliny

Kyseliny obsazené ve vin€ se obvykle dé€li na tékavé a vazané, a jsou ve velké mife
zodpovédné za chutovy vjem kyselosti. T¢kavé kyseliny neboli t€kava kyselost zahrnuje
kyseliny, které 1ze snadno odstranit destilaci parou, zatimco vazané kyseliny jsou jen malo
tékavé. Vsechny tékavé kyseliny maji svij vlastni zapach, ale obvykle se vyskytuji
na senzoricky detekovatelnych urovnich pouze u mikrobidln¢ zamofenych vin.
Kombinace obou kategorii udava celkovou kyselost vina, kterd mize byt vyjadiena
Vv ekvivalentech kyseliny octové, ptipadné v ekvivalentech jiné kyseliny (Robles et al. 2019).

Z kyselin organického plvodu ptedstavuje kyselina octova hlavni t€kavou kyselinu.
Ve viné se vyskytuje predevS§im jako vedlejsi produkt metabolismu kvasinek (rovnéz
| bakterii) (Jackson 2014). Z jinych skupin kyselin organického charakteru je mozné ve viné
pozorovat i sulfonové kyseliny (R-SO.OH).

Mimo organickych molekul, tvofi ve viné podstatnou ¢ast kyselin i ty anorganické.
Typicky se do vin dostavaji prirozené v dusledku alkoholové fermentace rozpousténim
plynného oxidu uhli¢itého (CO2), za vzniku kyseliny uhli¢ité (H2COs) a uméle b&hem
technologického procesu Sifeni pomoci oxidu sifi¢itého (SO2), za vzniku kyseliny sificité
(H2S03). Obe tyto kyseliny vSak nemaji vyznamny vliv na pH vina ani na jeho kyselost.
Kyselost mohou zpisobovat i jiné, obvykle slabsi funkéni skupiny jako -OH nebo -SH
skupiny v fetézci molekul (Stefecova & Cepicka 2001).

3.2.6 Organické kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti

Samostatnou kategorii kyselin, tvoii organické kyseliny Snizkou molekulovou
hmotnosti (dale jen organické kyseliny). Timto jsou z chemického hlediska oznacovany nejen
organické slouc¢eniny fazené mezi karboxylové kyseliny (R-COOH), ale konkrétné molekuly,
které obsahuji ve svém fetézci maximalné tii karboxylové skupiny (-COOH) a jejich atomova
hmotnost neni vyssi nez 300 g/mol (Fox 1995).

Obecné jsou organické kyseliny, na rozdil od téch mineralnich, slabymi kyselinami,
protoze ve vodé disociace jejich kyselého vodiku (H') podléha pH prostiedi
(LibreTexts Chemistry 2017). 1 piesto pfitomnost karboxylové (a hydroxylové) skupiny,
diky ptitomnosti negativniho naboje, proptjcuje témto latkam zna¢nou reaktivitu.

V piirod¢ jsou organické kyseliny pfitomny v mnoha matricich a hraji vyznamnou roli
v fadé biologickych procest, napt. meziprodukty vramci Krebsova (citratového) cyklu
(Velisek 1999). Je vsak mozné pozorovat je také mimo organismy, napiiklad v pade, kde
sehravaji rovnéz mnoho zésadnich funkci (Polék et al. 2019).

Svoje uplatnéni si nasli rovnéz v potravinaiské chemii, kde stale probihaji rozsahlé
vyzkumy, protoze tyto kyseliny ovliviiuji barvu, organoleptické vlastnosti potravin a napoju
nebo jejich trvanlivost, ¢i zdravotni ucinky (Velisek & Hajslova 2009).

Konkrétné ve viné jsou organické kyseliny dilezité pro jeho stabilitu. Jejich analyza
ve vinech je nutna pro kontrolu kvality, a také sledovani vyvoje kyselosti béhem vyroby
(poc¢inaje hroznovou st'avou, pokracujic procesem alkoholového kvaSeni a stabilizaci vina
konce). Dulezité zmény ve vin¢ lze odhadnout pravé na zakladé zmén v obsahu organickych
kyselin (Bauer et al. 2018).
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organické kyseliny pfimo z hrozni nebo organické Kyseliny vznikajici v procesech
fermentace.

Hlavni organické kyseliny obsazené ve vin¢ (Tabulka ¢. 1) jsou: kyselina $tavelova,
vinna, mravenéi, jableCnd, octova, citronova, fumarova, jantarova, gallova a mlécna.
Nespravnou fermentaci miize vznikat i kyselina maselna. VSechny tyto kyseliny pochézeji:

e piimo zhrozni (vice nez 90 % organickych kyselin obsaZzenych v hroznech
je zastoupeno kyselinami jable¢nou, vinnou a citronovou) (Yilmaz & Toledo 2004);

e vznikaji v disledku metabolismu mikroorganismu, pfeménou sacharidi v pribéhu
fermentace (kyselina mlécna, octova a jantarova);

e piipadné jsou do vina ptidavany v procesu vyroby (kyselina sorbova a benzoova).
(Velisek & Hajslova 2009)

Tabulka ¢. 1a. Charakteristika vybranych organickych kyselin, pfitomnych ve ving.

Molekulova
Organické kyseliny hmotnost Vzorec
(g/mol)
O
Kyselina mravenci 46,02 J
N
H” ™ OH
//O
Kyselina octova 60,05 H3C—C\
OH
CHj
Kyselina mlécna 90,08 HO OH
@)
0]
Kyselina sorbova 112,13
HsC NN OH
O
Kyselina benzoova 122,12 OH
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Tabulka ¢. 1b. Charakteristika vybranych organickych kyselin, pfitomnych ve viné¢.

Molekulova
Organické Kkyseliny hmotnost Vzorec
(g/mol)
0O~_-OH
Kyselina gallova 170,12
HO OH
OH
Q OH
Kyselina stavelova 90,03 H
HO O
0O
Kyselina fumarova 116,01 HON\OH
0]
O
Kyselina jantarova 118,09 HO\H/\)‘\OH
O
O OH
Kyselina jable¢nd 134,09 HO/“\/H‘/OH
0
OH O
Kyselina vinna 150,09 HO\H/'\‘/U\OH
O OH
(@) OH
O @)
Kyselina citronova 192,13 m
HO OH
OH

Zdroj obrazka: www.p-lab.cz
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3.2.6.1 Kyselina mravenci

Je bezbarva, jedovata kapalina s vysoce korozivnimi vlastnostmi a pronikavym zapachem.
Ma konzervacni G¢inky proti houbam a plisnim. Vyskytuje se ptirozené v jablkach i v dalsim
ovoci, anebo v sekretu mravenct. Vyuziva se jako konzervant (E236).

V Ceské republice (a celé Evropské unii) neni piidavani kyseliny mravenéi do potravin
povoleno. Napf. v Australii je zakdzana, ale v USA kyselina mravenci obdrzela status GRAS
(generally recognized as safe - tzn. latka je povazovdna za bezpeCnou) a je povolena
(Winter 2009). Ve viné mize vznikat jako vedlejsi produkt fermentace (Hohl & Joslyn 1941).

3.2.6.2 Kyselina octova

Kyselina octova je zirava organickd kyselina s charakteristickym ostrym zipachem
a palivou chuti (Kroschwitz et al. 1996). Zaroven je také nejbéznéjsi karboxylovou kyselinou
Vv potravinach. Vyskytuje se bézné v rostlinach ve formé volné kyseliny, i ve form¢ soli
(octanil). Vznika disledkem mikrobidlni premény sacharidii, anebo oxidaci etanolu
Vv kvasicim ovoci.

Kyselina octova se pouziva jako potravinaiska ptisada S ¢iselnym koédem E260.
Pouziva se jako okyselujici prostfedek a pochutina, ptisobi vSak také jako konzervant.
Pro potravinarské ucely se vyrabi stale tradi¢nim biotechnologickym zplisobem. Pro jeji
vyrobu je vyuzivana skupina gram-negativnich bakterii, které jsou schopny oxidovat etanol
na kyselinu octovou. Ve viné vznika pfirozen¢ v prub¢hu fermentace a patii mezi nejtékave;si
vinné kyseliny.

Primérna koncentrace kyseliny octové ve viné je 0,5 g/l, celkové by méla zlstat pod
koncentraci 1,2 g/l. Vysoky obsah kyseliny octové ve vin€ negativné ovliviiuje jeho
vlastnosti. Dochazi ke zméné€ celkové kyselosti a rovnéZ ke zméné senzorickych vlastnosti
vina (Vilela-Moura et al. 2010).

3.2.6.3 Kyselina mlé¢na

Kyselina mlééna je bezbarva kapalina bez zapachu. Pouziva se jako antioxidant,
konzervacni latka a rovnéz jako regulator kyselosti (E270). Vznika v potravinach fermentacni
pfeménou sacharidd mléénym kvaSenim. Ve vin€ vznikd jableCno-mlécnym kvaSenim,
kdy bakterie mlécného kvaSeni metabolizuji kyselinu jableCnou na kyselinu mléénou
(Jackson 2014; Buresova & Pavlousek 2015).

Tato fermentace vyznamné ovliviiuje kyselost, chut’ a mikrobiologickou stabilitu vina.
Ve viné zlepsuje chutnost snizenim kyselé chuti kyseliny jableéné a zvysuje komplexnost
aroma. Hladinu kyseliny mlééné je i piesto nutno monitorovat, aby nedoslo ke znehodnoceni
vina. MlzZe zplsobit nadmérné okyseleni s ndslednym dopadem na mikrobialni kaZeni, tvorbu
nezadoucich biogennich amind, ¢i ethyl-karbamatu (Bae et al. 2006; Gil-Sanchez et al. 2019).
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3.2.6.4 Kyselina sorbova

Kyselina sorbova je bilou krystalickou slouceninou s pronikavym zapachem.
Svym slozenim patii do skupiny ,,organickych kyselin s nizkou molekulovou hmotnosti®,
avsak ve vin€ se pfirozené nevyskytuje a je tudiz pridavana béhem vyrobniho procesu jako
konzervant (E200), zlepSujici trvanlivost. Mimo vina byva piidavana do napoju, piva, kecupu,
masla nebo majonézy (Velisek & Hajslova 2009).

3.2.6.1 Kyselina benzoova

Kyselina benzoova je nejjednodussi aromatickou jednosytnou karboxylovou kyselinou.
Jedna se o bilou krystalickou slou€eninu. V pfirod¢ se vyskytuje volné i ve slouceninach,
ale k primyslovému vyuZziti se musi uméle syntetizovat. Dnes se pfipravuje hlavné
dekarboxylaci anhydridu kyseliny ftalové v pfitomnosti katalyzatoru (oxid zinecnaty).
Pouziva se v potravinaiském prumyslu jako konzervacni latka (E210). Tato kyselina se
nejcasteji pridava do kyselych ovocnych napojt, vina, piva, tabdkovych vyrobki, dzemd,
kecupu a sladkosti (bonbony, Zvykacky, zmrzlina) (Hawley 2007).

3.2.6.2 Kyselina stavelova

Kyselina stavelovd je nejjednodussi dikarboxylova kyselina. Je to pevnd, bezbarva,
ve vodé¢ rozpustna krystalickd latka, ktera je jedovatd a ma leptavé ulinky.
Je béznou kyselinou v mnoha rostlinnach, jako je Spenat (356-780 mg/100 g), rebarbora
(260-620 mg/100 g) a fepny kofen (97-121 mg/100 g). Stavelan pii téchto koncentracich
funguje jako u¢inny antioxidant (Kayashima & Katayama 2002). Mezi viny je hladina
Stavelanu vys§i v Cerveném viné nez v bilém viné, jeji obsah je vSak relativné nizky
(Siener et al. 2017).

3.2.6.3 Kyselina fumarova

Kyselina fumarova je organicka bila krystalicka latka bez zapachu, s ovocnou chuti a je
Spatn¢ rozpustnd ve vodé. Neni toxicka, ale vysoké davky mohou mit po dlouhodobém
uzivani toxicky vliv na ledviny. Cista kyselina fumarova ma drazdivé uginky. Je to také velmi
ucinny inhibitor bakterii mlécného kvaSeni, ktery je Siroce pouZivan v potravinafském
primyslu (E297). Jeho pouziti k inhibici jable¢no-mlécné fermentace bylo neddvno povoleno
Mezinarodni organizaci pro révu a vino (OIV) (Fernandez-Vazquez et al. 2021).
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3.2.6.4 Kyselina jantarova

Kyselina jantarova je nasycena dikarboxylova kyselina. Jednd se o bilou krystalickou
slouceninu, ktera je snadno rozpustnd ve vod¢. Bézné se nachazi v ovoci, fepé, piicemz
ve viné vznika jako vedlejsi produkt metabolismu kvasinek béhem alkoholové fermentace.
Kyselina jantarovd ma vyuziti v potravindistvi, kde se pouzivd jako regulator kyselosti
(E363), dale ve farmaceutickém prumyslu a v zemé&délstvi (Zeikus et al. 1999).

3.2.6.5 Kyselina jable¢na

Kyselina jable¢nad je hofce chutnajici dikarboxylova kyselina. Jednd se o bilou
krystalickou latku, ktera je dobfe rozpustna ve vod¢. Nachazi se v mnoha hoikych, nebo
kyselych potravinach (E296). Aniont se nazyva malat a je jednim z meziproduktd Citratového
cyklu. Kyselina jabletna dava bobulim révy chut ostrych, hrubych, nezralych tond.
Je ptitomna v jablkach a pfispiva ke kyselé chuti zelenych jablek. Kyselina jablecnd miize
také zpusobit hofkou chut' vina, i kdyz jeji mnozstvi v ovoci béhem dozravani klesa
(Balastik 2001; Vrbova 2001).

3.2.6.6 Kyselina vinna

hrozni a hraje vyznamnou roli pfi udrZzovani chemické stability vina a jeho barvy.
Kyselina vinna je bezbarva krystalicka latka, dobie rozpustna ve vodé, kyselé chuti.
Nachazi se naptiklad v ananasu, banidnech a nezralych hroznech. Pouziva se hlavné
Vv potravinach a vinaistvi (E334) (Velisek 1999).

3.2.6.7 Kyselina citronova

Kyselina citronova je bila krystalicka latka bez zapachu. Nachazi se v riznych druzich
ovoce, zejména citrusovych plodi (citrony, pomerance, grapefruity). Patii do skupiny
pfirodnich konzervantii a ma také antioxida¢ni ucinky. Kyselina citronova ovliviiuje pH
potravin. Pouziva se jako potravinaiska piisada kvuli své piijemné kyselé chuti a je oznacena
¢iselnym kodem E330. Pii vyrobé vina se pfidavd 1 uméle vzdy po ukoneni primarni
alkoholové fermentace kvuli tendenci kvasinek preménovat kyselinu citronovou na kyselinu
octovou (Silhankova 1987).
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3.3 Hlinik

Hlinik je z hlediska periodické tabulky se svym atomovym c¢islem na tfinactém miste.
Ma specifickou atomovou hmotnost 26,981 (Greenwood & Earnshaw 2012) a spolu s borem,
thaliem, galiem a indiem ho fadime mezi prvky 3A skupiny. V zemské kire je hlinik tfetim
nejrozsifenéjsim prvkem, nejzastoupenéjsim kovem celkové (Fleischer 1954; Yaroshevsky
2006) a skoro vylu¢né je zastoupen v podobé stabilniho izotopu 2’Al. Jiny izotop hliniku je uz
jenom 28Al, vyskytujici se pouze ve stopovém mnozstvi (Audi et al. 2003).

V zemské kure se hlinik vyskytuje piedev§im ve slouceninach, nejéastéji s kiemikem
a kyslikem. Diky tomu je soucasti mnoha hornin a mineralti. S ostatnimi prvky se vaze
nejcastéji kovalentni vazbou a az na nékolik vyjimek vystupuje v oxida¢nim stupni +I11.

Elementarni hlinik je stfibrnobily, siln€ elektropozitivni kov, dobfe kujny a tazny
s velmi dobrou tepelnou i elektrickou vodivosti. S jinymi kovy tvoii slitiny a diky svym
amfoternim vlastnostem reaguje s kyselinami i silnymi zasadami (Greenwood & Earnshaw
2012). Ptiklad nekterych minerali obsahuje Tabulka ¢. 2., celkové je znamych vice nez
270 mineralt hliniku.

Tabulka ¢. 2, Vyznamné mineraly obsahujici hlinik:

Mineral Chemicky vzorec
korund Al2O3
kryolit NasAlFs
granét CasAl 2(8 i 04)3
spinel MgAl,O4
beryl 863A|2(Si03)6
andaluzit Al2(Si04)0
monmorillonit (Na,Ca)o.33(Al,MQ)2(Sis010)(OH),-nH20
vermikulit (Mg,Fe*2 Fe*®);[(Al,Si)4010](OH)2-4H0
kaolinit Al (Si205)(OH)4
sericit KA'Q(A'SigOlo)(OH)z
alunit KAI3(SO4)2(OH)s
nefelin (Na,K)AISiO4
leucit K(AISi2O¢)

Zdroj: vlastni zpracovani (https://www.mindat.org/)

Z ekonomického hlediska je nejdulezitejsi a prakticky jedinou surovinou pro vyrobu
hliniku bauxit. Je tvofen smési minerali diaspor [a-AlO(OH)], boéhmit [y-AIO(OH)],
gibbsit [y-Al(OH)3] a bayerit [a-Al(OH)3] (Gow & Lozej 1993). Poprvé byl objeven v roce
1821 P. Berthierem pobliz francouzského Les Baux v Provence. Krom¢ hlavniho pouziti pro
vyrobu hliniku slouzi bauxit také jako zaruvzdorny material a pro vyrobu cementd, v mensi
mife se pouziva pro suSidla a katalyzatory v petrochemickém pramyslu (Greenwood &
Earnshaw 2012). Jen za rok 2019 bylo celosvétové vytézeno vice nez 370 miliont tun této
rudy (U.S.Geological Survey 2020).

I kdyz je hlinik v zivotnim prostfedi pfirozen¢ vSudypfitomny, za normalnich
podminek neni povazovan za nebezpetny prvek. Zménou pH vSak dochéazi k uvoliovani
ze sloucenin za vzniku forem (neboli specii), u kterych byl potvrzen negativni a toxicky vliv.
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Toto uvoliiovani je casto vyvoldno antropogenni Cinnosti, napiiklad jako nasledek plisobeni
kyselych desttd. Ty zejména v minulosti pfedstavovaly vyznamy problém ina Uzemi
Ceské republiky, spoéivajicim v silném okyselovani pad. ZvySend rozpustnost minerald
hliniku zpfistupnila toxické formy hliniku Zivym organismum. Ze vSech forem je za nejvice
toxickou povazovana monomerni forma [AlI(H20)e]®", v literatufe oznadovana jako AI*
apolymerni komplex [Ali1304(OH)24(H20)12]"*  zjednodusené oznadovan jako Aljs
(Kinraide 1991; Kochian et al. 2005).

Tento polymerni komplex ma negativni vliv napt. na rostliny a zivocichy ve vodnim
prosttedi, kde je proces polymerace hliniku hlavnim mechanismem toxicity. Probiha idedlné
pti pH 5,0-6,0; coz je bézna hodnota pH, které muze jejich Zivotni prostfedi dosahovat.
zaber a zpusobuji ucpavani interlamelarnich prostor zaber a nasledné akutni hypoxii
(Poléo 1995).

V piipadé rostlin se toxicky vliv Al specii projevuje z hlediska jeho obsahu v pudé.
Pro rostliny ma nejtoxiétéjsi vliv pii hodnoté¢ pH pidy 4,5-5,5. Obsah Al specii v pudé
neptiznivé ovliviiuje rist a vyvoj rostlin, coz ve vysledku snizuje celkovy vynos produktu.
Dalsim jevem je inhibice rustu jejich kofenl. Mira toxicity vSak zalezi na konkrétnim
genotypu rostliny a jeji schopnosti se s toxickym vlivem vypotadat (Rahman & Upadhyaya
2021).

Piestoze hlinik mize do pfirodniho prostiedi vstupovat z antropogennich zdroji,
napt. jeho primyslovou vyrobou, pfirodni zdroje ty antropogenni daleko pievysuji. Je to dano
zejména vysokym zastoupenim hliniku v zemské kiife. Jeho koncentrace v riznych
environmentarnich slozkach jsou zavislé na slouceniné a jeji odolnosti vici mobilizaci,
coz zna¢né zvysuje obtiznost zobecnit odhad neptiznivého dopadu ptirodnich zdroja na faunu
a floru. (Deuis et al. 1997).

3.3.1 Hlinik a ¢lovék

Hlinik se stal jednim z nejpouzivangjSich kovi moderni doby. Je soucasti
konstruk¢énich materiali, predmétia kazdodenni potieby apod. V minulosti byl povazovan
dokonce za natolik bezpecny, ze byl zaveden v potravinatstvi (naptiklad E173, ES59) a jeho
slouceniny dokonce v mediciné a kosmetice. V pribéhu let se vSak zacaly objevovat dikazy
indikujici, Ze se jednd o prvek potencialné nebezpecny pro lidsky organismus. V soucasnosti
je povazovan za rizikovy faktor.

Hlavnim zdrojem piijmu hliniku u lidi jsou potraviny, jejichZ prostfednictvim vstupuje
do lidského organismu. Jedna se o obiloviny, zrajici syry, bylinky, pepf, ¢aj atd.
Zivoti§né potraviny obsahuji obecné mensi mnozstvi hliniku neZ rostlinné potraviny, coz je
dano nizkym biologickym pifijmem hliniku v potravé a omezenou moznosti pifenosu
na zivocisné produkty jako vejce, mléko (Lione et al. 1984).

Na pfitomnost hliniku byly zkoumdany naptiklad vzorky cokolady, kakaa, ¢ajovych
nalevi, nealkoholickych napoji a ovocnych dzusi. Primérnd koncentrace hliniku v ¢okoladé
byla 9,2 mg/kg a jednotlivé hodnoty korelovaly s obsahem kakaa ve vzorcich.
Hodnoty hliniku Vv ¢ajovych nalevech byly v rozsahu 0,93-3,3 mg/l, v nealkoholickych
napojich byly koncentrace nizsi, 9,1-179 pg/l (Sepe et al. 2001). Rostlina ¢ajovniku
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(Camelia sinensis) akumuluje hlinik z pidy, a i proto jsou jeho koncentrace v suchém stavu
relativné vysoké, az 1,28 mg/g. V ¢ajovém nalevu jsou mensi, protoze vrouci vodou se hlinik
vyluhuje asi z jedné tietiny (VelisSek & Hajslova 2009). Koncentrace hliniku v napojich
Z hlinikovych plechovek byly 0,8 mg/l, zvySovaly se se stoupajici kyselosti ndpoji.
Oproti tomu tytéZ napoje ve sklenénych obalech obsahovaly hlinik v mnozstvi 5,4-345,3 pg/I
(Duggan et al. 1992). Pivo skladované v hlinikovych sudech po dobu del$i nez jeden rok ma
obsah hliniku pod 29 pg/l (Blanco et al. 2010).

Piijjem v potravinach je rozdilny v zavislosti na slozeni a puvodu, na obsahu
ptidavnych latek a jeho koncentrace mohou byt zvySovany i kontaminaci z hlinikovych nadob
(Lione et al. 1984). Odhadovany denni pfijem hliniku v potravinach se pohybuje v rozsahu
0,5-30 mg (Bratakos et al. 2012), ale potencialn¢ az 95 mg hliniku denné (Greger et al. 1992).
Me¢teni celkového denniho pfijmu hliniku je komplikované kviili problémiim S analyzou
a kontaminaci vzorki. Vybor FAO/WHO stanovil tolerovatelny tydenni pifijem hliniku na
2 mg/kg zivé hmotnosti.

I kdyZ u zdravého jedince je vétSina piijatého hliniku vylou¢ena moci, problematickou
se stava az chronicka expozice (Velisek & Hajslova 2009) pravé v dasledku akumulace
hliniku v tkénich. I pfesto, Ze ucinnost resorpce hliniku v organismu je velmi nizka
(kolem 0,1-0,3 %), problematicka je jeho akumulace v tkanich (Alfrey et al. 1976).

Struneckd & Patocka (2011) uvadi, Ze negativni u€inky hliniku byly pozorovany u lidi
se selhdnim ledvin. Po dializa¢ni 1é¢bé&, ktera trvala 3—7 let se projevila porucha feci, demence
a zmatenost. Podobné pozorovani ucinili vsak jiz Alfrey et al. (1976), ktefi udavaji jako
pfi¢inu hlinik v dializaénim preparatu.

U zamé&stnanctli v tovarné€ na vyrobu hliniku se projevilo sniZzeni mentalnich schopnosti
a psychiatrické poruchy. Existuji hypotézy o tom, Ze hlinik je rizikovy faktor pfi vzniku
Alzheimerovy nemoci (AN). V 70. letech minulého stoleti bylo zjisténo, Ze v mozku pacientd
s AN piesahuje obsah hliniku horni hranici jeho obsahu u zdravych lidi (Strunecka & Patocka
2011). Dalsi tvrzeni, ze hlinik zptisobuje zmény védomi, ztraty paméti, vnimani a orientace
nebo ztraty osobnosti ¢i intelektu pti AN, nebyly zcela prokazany (Kumar & Gill 2009).
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4. Material a metody

4.1 Vzorky vina

Pro provedeni experimentalni casti diplomové prace bylo vybrano celkové patnact
voln¢ dostupnych neSumivych vin ceského ptivodu (CZ), jakoz i1 vina z Mad’arska (HU),
Australie (AU), Italie (IT) nebo Némecka (DE).

Vybrand vina reprezentovala minimaln¢ 9 odrad hrozni (v  piipadé
odalkoholizovanych vin NEB a NEC vyrobce odriidu neuvadi). Cervena vina byla zastoupena
péti odridami (osm vzorkil) a bila vina ¢tyfmi odridami (sedm vzorkl). Doba sklizné se
zamétovala na roky 2018, anebo 2020. Pfi nékterych vinech byly zvoleny oba roéniky,
aby bylo mozné zhodnotit kolisani obsahu organickych kyselin, jakozto i hliniku u stejnych
odrud vina. Pfehlednéji opisuje vybrané vzorky vina Tabulka ¢. 3 nize.

Tabulka ¢. 3, Ptehled pouzitych vin:

Oznaceni Odruda Rok sklizné Barva vina Piivod
MP18 Modry portugal 2018 Cervené Cz
MP20 Modry portugal 2020 Cervené Ccz
SVv18 Svatovaviinecké 2018 Cervené Cz
SV20 Svatovaviinecké 2020 Cervené Cz
MM18 Moravsky muskat 2018 Bil¢ HU
MM20 Moravsky muskat 2020 Bil¢ HU
TO18 Muskat zluty 2018 Bilé Cz
TO20 Muskat zluty 2020 Bilé Cz
K18 Cabernet Moravia 2018 Cervené Ccz
P20 Primitivo 2020 Cervené IT
TC18 Tramin &erveny 2018 Bilé Ccz
RR20 Ryzlink rynsky 2020 Bilé cz
S20 Shiraz 2020 Cervené AU
NEB neuvedeno neuvedeno Bilé DE
NEC neuvedeno neuvedeno Cervené DE
4.2 Méreni pH

U vSech vin bylo na malém mnozZstvi zméfeno pH. K tomu byl pouzZit pH metr
Multi 3620 IDS (WTW, Némecko) s elektrodou SenTix 940 (WTW, Némecko) kalibrovany
vV pH rozmezi 4,01 a 7,0. Aby bylo pH ovlivnéno mezi méfenim jednotlivych vzorkl vin co
nejméné, byla elektroda vzdy oplachnuta deionizovanou vodou a otfena buni¢inovou vatou.
Vzorky po zméfeni pH byly vylity a nebyly pouzity pti pfipravé roztokt pro analyzy.

23



4.1 Priprava vzorki pro analyzu pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné
vazanou plazmou (ICP-OEYS)

Pro potiebu prvkové analyzy a stanoveni obsahu hliniku metodou ICP-OES, byl vzorek
vina z10 ml stfikacky pfefiltrovan pies stiikaCkovy membranovy filtr s velikosti pora
0,45 um (nylon, WVR). Tento krok odstranil vétSinu pevnych ¢astic (pfipadné piliny nebo
vinny kamen), které by mohly zkreslit vysledky analyz. Do zkumavek byl pipetovanim
pienesen 1 ml prefiltrovaného vina, 9 ml deionizované vody. Vzorek byl nakonec okyselen
1 ml koncentrované kyseliny dusicné (ANALPURE, Analytika). Pfidavek kyseliny dusicné
patfi mezi standardni postupy a zajiStuje stabilitu vzorku pied pfipadnym vysrazenim.
Timto postupem byly ziskany 11nasobné zfedéné roztoky vin.

4.2 Priprava vzorki pro analyzu pomoci kombinované metody iontové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s ionizaci v elektrospreji (1C-MS)

Pro mé&feni totalniho obsahu organickych kyselin ve vzorcich vina byl pouzit stejny vinny
filtrat jako pri pfipravé vzorka pro ICP-OES analyzy. V tomto piipad¢ byl vSak do zkumavky
pienesen jen 0,1 ml filtrovaného vina a k nému nasledné ptidano 9,9 ml deionizované vody.
Vyslednym postupem byly ziskany roztoky vin s 100nasobnym fedénim. Takto vysoké fedéni
bylo zvoleno v dusledku citlivosti zvolené metody a skute¢nosti, Ze obsah organickych
kyselin ve ving, podle literatury, dosahuje fadoveé nékolika grami na litr vina.

4.3 Priprava roztokii pro analyzu pomoci izotachoforézy (ITP)

Za ucelem sledovani interakce hliniku a organickych kyselin byly pfipraveny umeélé
roztoky za pouziti chromatografickych standardli organickych kyselin (Inorganic Ventures;
USA) s pocateéni koncentraci 1000 mg/l a zasobni roztok hexahydratu chloridu hlinitého
(v textu dal jen AICI3) (Sigma Aldrich; DE), rovnez s po¢ate¢ni koncentraci 1000 mg/I.

Roztok AICI3 byl pouzit koncentrovan nebo byl nafedén pienesenim 10 ml a 1 ml
koncetrovaného roztoku do kadinky se znamou hmotnosti, ke kterému bylo za pomoci
analytickych vah pfidano 90,0 g a 99,0 g deionizované vody. Véazenim ptidavku vody se
zajistila vEtsi presnost nez pouzitim volumetrickych banék. Timto zpasobem byly ziskany
roztoky AICI3 s pocatecni koncentraci hliniku 112; 11,2 a 1,12 mg/l. Pocatecni pH roztokt
AICl3 bylo dale upraveno pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové o analytické Cistoté
(Lachner; CR) na hodnoty 3 anebo 3,69. Vybrané pH byly zvoleny zamémé, protoze
reprezentovaly nejnizsi, jakoz i nejvyssi hodnotu pH, kterd byla ve vzorcich vin namétena
(kapitola 5.1). Uprava pH pouzitim koncentrované kyseliny vyzadovala méné jak 30 ul
kyseliny, z toho duvodu je mozné fict, ze koncentrace AlCI3 zlistala nezménéna.

Roztoky organickych kyselin a hliniku byly nasledné pfipraveny kombinaci 4,5 ml AICl3
s riznou koncentraci hliniku s 0,5 ml standardu organické kyseliny. Timto zptsobem byly
ziskany roztoky sledovanych organickych kyselin s koncentraci 100 mg/l a obsahem hliniku v
koncentra¢nim rozsahu 100, 10 nebo 1 mg/I.
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4.4 Priprava standardi pro kalibraci

Pii kalibraci na stanovovani organickych kyselin byly pouzity stejné standardy (Inorganic
Ventures; USA), které se vyuzily pro piipravu roztokti organické kyseliny s hlinikem.
Roztoky kyselin byly piipraveny nafedénim chromatografickych standardi o koncentraci
1000 mg/l deionizovanou vodou, ¢imz byly ziskany roztoky kyseliny mravenci, octové,
sorbové, benzoové, maselné, mlécné, Stavelové, jantarové, vinné, jablecné, fumarové
a citronové. Roztok kyseliny galové v praci pouzit nebyl.

Pfi kalibraci pro méfeni pomoci metody ITP byly pouzity standardy kyselin S koncentraci
100, 50 a 10 mg/l a pti kalibraci pro kombinovanou metodu IC-MS byly zvoleny koncentrace
50, 10, 5, 1 a 0,1 mg/I.

4.5 Iontova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii s ionizaci
v elektrospreji

Iontova chromatografie s vodivostni detekci umoznuje separaci a kvantifikaci
organickych kyselin, a to jak v hroznové stave, tak ve ving. Tato technika ma své vyhody,
protoze diky své specificité a citlivosti pfi stanoveni minimalizuje rusivy ucinek cukra.
Tato metoda nevyZzaduje piedchozi oSetieni vzorku extrakci nebo tvorbou derivati (Kupina et
al. 1991). Kseparaci sledovanych organickych kyselin byl pouzit iontovy chromatograf
IC-1600 (Dionex; USA) (Obrazek ¢. 1) s kolonou Dionex AS11-HC v gradientu hydroxidu
draselného 0 rozsahu 1-36 mmol/l a délkou gradientu 12 minut. Masson (2000) ve své studii
pouzil rovnéz kolonu Dionex AS11 na stanoveni organickych kyselin a anorganické anionty
V hroznovém mostu. Rozdil oproti zmiflované studii je ale v tom, Ze v tomto piipad¢ byl
iontovy chromatograf vyuzit za ucelem separace organickych kyselin na zéklad¢
charakteristickych reten¢nich ¢asi a hmotnostni spektrometr s ionizaci v elektrospreji
3200 Q TRAP (SCIEX; USA) (Obrazek ¢. 1) identifikoval organické kyseliny na zakladé
jejich charakteristické hmoty.

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technika, kterd mize poskytnout jak
kvalitativni (struktura), tak kvantitativni (molekuldrni hmotnost nebo koncentrace) informace
o analytu po jejich pfemén¢ na ionty. Zkoumané latky jsou nejprve zavedeny do ioniza¢niho
zdroje hmotnostniho spektrometru, kde jsou ionizovany, aby ziskaly kladny nebo zaporny
naboj. lonty pak prochazeji hmotnostnim analyzatorem a dostdvaji se do riznych ¢asti
detektoru. Po kontaktu iontd s detektorem jsou generované pouzitelné signaly zaznamenavany
pocitacem, ktery zobrazuje signdly jako hmotnostni spektrum ukazujici relativni mnoZstvi
signalll podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z) (Ho et al. 2003). Na vyhodnocovani
hmotnostnich spekter byl pouzit program analyst 1.5.2.

Pii analyze vzorka vin byla vyuzita metoda puvodné vyvinuta na Katedie pedologie a
ochrany ptd za ticelem stanovovani az tficetipeti organickych kyselin v padé.
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Obrazek ¢. 1, lontovy chromatograf IC-1600 (na stoleCku) Shmotnostni spektrometr
s ionizaci v elektrospreji 3200 Q TRAP (pod stoleckem)

4.6 Atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou

Princip spektralnich metod spociva v interakci elektromagnetického zéfeni s ¢asticemi
hmoty. Céstice mohou toto zafeni absorbovat (absorpéni spektrometrie) nebo emitovat
(emisni spektrometrie). Atomova emisni spektrometrie (nazyvana také opticka emisni
spektrometrie) je zalozena na excitaci valen¢nich elektronti atomti, vV tomto ptipad¢ v horaku
s indukéné vazanou plazmou (ICP), a méfeni intenzity emitovaného zafeni béhem jejich
nasledné deexcitace. Proudici inertni plyn unaSejici vzorek (v tomto piipadé argon)
se ve vysokofrekvenénim elektromagnetickém poli ionizuje za vzniku plazmy, diky ¢emuz
ziskana plazma obsahuje elektrony, atomy, ionty a molekuly. Z tohoto divodu se ve spektrech
zaznamenavaji linie atomd, iontd a molekularnich pasem, coZz umoziuje jednotlivé slozky
identifikovat (Praus & Vontorova 2015).

Analyza prvkového slozeni vybranych vin byla uskuteénéna na piistroji ICAP 7000
(Thermo, USA) (Obrazek ¢. 2) a na vyhodnocovani spekter byl pouzit program, ktery byl
soucasti softwarového baliku pfistroje.
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Obrazek €. 2, opticky emisni spektrometr s indukéné vazanou plazmou iCAP 7000

T'h'e rmo

1CAP 7000 Seair's

4.6.1 Izotachoforéza

Analyzy dostupnosti anionti organickych kyselin v pfitomnosti riznych koncentraci
hliniku byly provadény za pouziti dvoukolonového izotachoforetického analyzatoru EA 303A
(Villa Labeco, SR) (Obrazek ¢. 3) v ITP-ITP detekénim modu. Metoda funguje na principu
separace iontd v elektrickém poli, kdy ptisobenim elektrického proudu dochazi ve vodicim
roztoku k migraci iontd v charakteristickych zonach, které pied sebou Zene terminacni roztok.
Identifikace jednotlivych z6n je mozna diky vzniku izotachoforetickych schodi, kdy vyska
schodu (relative step hight) umoznuje identifikaci iontu a délka schodu zase poskytuje udaj
0 jeho mnozstvi (Kfivankova & Bocek 1997).

Pii stanoveni organickych kyselin byla vyuzita kombinace vodiciho roztoku se slozenim
10 mmol/l kyseliny chlorovodikové; 17,97 mmol/l kyseliny e-aminokapréonové s 0,1% metyl
hydroxyetylcelulozou s B-alaninem upravenym pH na 4,25 a termina¢ni roztok se slozenim
5 mmol/l kyseliny kapronové s 5 mmol/l histidinu. Na vyhodnocovani izotachoforegramii byl
pouzit software, ktery byl souasti analyzatoru.
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Obrazek ¢. 3, Automaticky izotachoforeticky analyzator EA 303A
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5. Vysledky

5.1 Méreni pH

Z vysledkti méfeni pH Grafu ¢.1 je patrné, ze vSechna vina se pohybovala v rozmezi
MM18 s pouhymi 3,01. Ve stejném grafu je rovnéz vidét, Ze toto vino se hodnotou pH lisilo
od ostatnich zkoumanych vzorkt nejvyraznéji. U téch se hodnoty pH pohybovaly v relativné
uzkém rozpéti + 0,19 jednotky pH, kolisajicim okolo priméru vsech méfenych hodnot
pH 3,47.

Pti zaméfeni na bilé a Cervené vino je zvlasté patrné, ze bild vina se pohybovala
Vv niz$ich hodnotach nez vina ¢ervena. Primérna hodnota pH u bilych vin byla 3,32; zatimco u
cervenych vin byl primér pH 3,60. Kromé pozorovatelnych rozdili mezi jednotlivymi
odriidami lze také pozorovat rozdily mezi ro¢niky jednotlivych odriid. Tyto rozdily jsou opét
nejpatrnéjsi u bilych odrid. U bilé odriidy MM je patrny nejvyznamnéjsi rozdil, kdy hodnota
pH u ro¢niku 2018 je 3,01; kdeZto u ro¢niku 2020 je hodnota pH 3,35. Obdobné vyrazny je
rozdil u odridy TO, kdy v ptipadé ro¢niku 2018 je hodnota pH 3,19; zatimco u ro¢niku 2020
je hodnota 3,45. Oproti tomu u ¢ervenych vin nejsou rozdily mezi ro¢niky natolik markantni.
V piipadé cervené odridy MP je hodnota pH ro¢niku 2018 3,65; kdezto ro¢niku 2020 je 3,53
a v ptipadé odridy SV je hodnota pH u ro¢niku 2018 3,6 a 2020 3,64.

Pti srovnani vzorkl z hlediska roku sklizné¢ miizeme vidét, Ze u vin ro¢niku 2018 se pH
pohybovalo v priméru 3,9, kdezto u ro¢niku 2020 v primeéru 3,5. Do tohoto priméru nebyly
zahrnuty vzorky NEB a NEC, nebot’ nemaji uveden rok sklizné.

Graf ¢. 1, vysledky méfeni pH u vzorki vin
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5.2 Celkovy obsah hliniku

Na prvni pohled se mize z naméfenych hodnot v Grafu ¢.2 jevit, Zze obsahy hliniku
jsou relativn¢ nizké. V praméru se obsahy ve vzorcich zkoumanych vin pohybovaly
na arovni 1234 pg/l.

Maximalni hodnota celkového obsahu hliniku byla zjisténa u vzorku TOIS, a to
2302 pg/l. Dalsi vysoké obsahy hliniku byly naméfeny u TO20 (1764 ug/l) a u vzorku
MM18 (1934 pg/l). VSechna tato vina s nejvysSim naméfenym obsahem byla vina bila.
obdobn¢ nizka hodnota byla pozorovana jest¢ u vzorku S20, a to 626 pg/l. V obou
ptipadech se jednalo o vina Cervena.

Graf €. 2, vysledky méfeni obsahu hliniku ve vzorcich vin
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Prikaznost obsahu hliniku v souvislosti s barvou je patrna i z primérych obsaht.
V Cervenych vinech je oproti vinim bilym jednoznaéné vyssi obsah hliniku a pohybuje se
v rozmezi 624-1614 pg/l, zatimco v bilych vinech se pohybuje v rozmezi koncentraci
696-2302 pg/l.

Z hlediska odrid je jednoznaéné€ nejvyssi obsah hliniku v odridich MM a TO
(Muskatu).

Zv1asté zajimavé jsou obsahy hliniku pfi vinech, kdy byla stejna odrtida (od totozného
producenta) zastoupena dvéma rocniky. Zatimco v ptipadé¢ MM18 a MM20 anebo TO18
a TO20 (bila vina), dochazi v roku 2020 ke sniZeni obsahu hliniku o zhruba 1000 anebo
500 pg/l v porovani s vinem zroku 2018, v ptipadé¢ MP18 a MP20 (Cervené vino) je
pozorovano zvyseni 0 vice nez 600 pg/l. Obsah hliniku ve SV18 a SV20 (Cervené vino) se
vSak na rozdil od piedesle zmifiovanych vin, v zavislosti na ro¢niku, prakticky nelisil.
Obsah hliniku v roce 2020 oproti roku 2018 poklesl 0 60 pg/l.
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Kromé hliniku byly ve vzorcich méfeny i dalii prvky. Zadny jiny potencidlné toxicky
prvek vsak neptfekracoval obsah hliniku, mimo toho v kontextu s tématem diplomové
prace nebyly jiné prvky vzaty v potaz. Zbylé obsahy prvki zobrazuje Ptiloha ¢.1.

5.3 Celkovy obsah organickych kyselin ve vzorcich

Nejvyssi celkové obsahy organickych kyselin (> 3000 mg/l) dosahovaly vzorky RR20
(3387 mg/l), MM18 (3364 mg/l), NEC (3318 mg/l) a SV20 (3123 mg/l). ,,Nejnizsi obsahy
kyselin dosahovaly zase vzorky NEB (2366 mg/l), TO20 (2283 mg/l) a MM20 (2266 mg/l).
V pramgéru se totalni obsah organickych kyselin ve vin¢ pohyboval na urovni 2811 mg/I.

Ve vzorcich vin bylo stanoveno celkové 10 organickych kyselin v koncentra¢nim rozsahu
0,20-2040 mg/l. Z vysledkt v Tabulce ¢. 4 je pifitom mozné organické kyseliny, podle
pozorovaného primérného obsahu ve vzorcich, rozdélit mezi kyseliny obsazené ve vyssi
koncentraci (nad 1000 mg/l), kam spadaji kyseliny mlé¢na, vinna a jable¢na a mezi méné
zastoupené kyseliny (1000-50 mg/l), jimiz jsou kyselina octova, jantarova a citronova.
Posledni kategorii jsou kyseliny S nejniz§im zastoupenim (pod 50 mg/l), kam patii kyselina
mravenci, galakturonova, $tavelova a fumarova.

Ve vinech chybéla nejcastéji kyselina fumarova, ktera byla detekovana s vyjimkou
téi vzorka pod limitem kvantifikace ve vsech piipadech. Kvantifikovat kyselinu fumarovou
bylo mozné jen v ptipad€ vzorki TO20 (3,82 mg/l), MM20 (2,77 mg/l) a RR20 (1,56 mg/l).

Dalsi méné zastoupenou kyselinou byla kyselina mravenci, kterd podobné jako v ptipadé
kyseliny fumarové nebyla detekovana vibec (vzorky MP20, SV18 a SV20) nebo byla pod
limitem kvantifikace (vzorky MM20, K18, S20, NEC) celkové v sedmi vzorcich. V priméru
byl pozorovan obsah jen kolem 0,76 = 0,48 mg/l s maximem 1,70 mg/I (TC18) a minimem
0,24 mg/l (MP18).

Naopak z hlediska nejvyssich obsahi, byly nejvys$si naméfené hodnoty stanoveny
u kyseliny vinné. Nejvyssi koncentrace byla u vzorku MM18, a to 2040 mg/1, dale u vzorku
NEC (1390 mg/l) a u vzorku S20 (1330 mg/l), zatimco nejnizsi koncentrace byla stanovena
Vv ptipadé vzorku K18, a to 445 mg/l. Primérna koncentrace kyseliny vinné z hlediska barvy
vina byla 1005 + 490 mg/1 v bilém vin¢ a 890 = 301 mg/1 v Cerveném ving. U obou typl barvy
vin se jednalo o vyrazné vysoké koncentracni rozsahy obsahu kyselin mezi jednotlivymi
odriidami a jejich ro¢niky.

Vysoké obsahy dosahovala dale kyselina mlécna, kdy jeji nejvyssi koncentrace 1750 mg/I
byla zjisténa u vzorku SV20. Zjisténa byla také u vzorku K18 a hodnoty na urovni 1520 mg/I
a 1420 mg/l u vzorki SV18 a MP18. Nejnizsi koncentrace pro kyselinu mlécnou byla
stanovena u vzorku RR20, a to 99,2 mg/l. Primérna koncentrace kyseliny mlé¢né z hlediska
barvy vina byla 127+ 51,4 mg/l v bilém vin¢ a 1245 + 375 mg/I v Cerveném ving. U obou typa
barvy vin byly opét sledovany vysoké koncentra¢ni rozsahy obsahu kyselin.

Tteti nejvyssi hodnoty byly zjistény Vv ptipadé kyseliny jablecné u vzorku RR20, kdy jeji
nejvyssi koncentrace €inila 1820 mg/l. Dale pomérné vysoké obsahy byly naméfeny u vzorku
MM20, TO18 a TO20, kde jeji koncentrace dosahovala 1300, 1260 a 1100 mg/I.
Nejnizsi koncentrace kyseliny jablecné byla naméfena v pfipadé vzorku K18 — pouze
3,62 mg/l. Primérna koncentrace kyseliny jable¢né byla 1119 + 360 mg/l v bilém vin¢ a
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197 £ 199 mg/l v Cerveném ving. Ve vzorcich bilych vin byl tentokradt pozorovan mensi
koncentra¢ni rozptyl kyseliny mlécéné, avSak v piipadé cervenych vin byla smérodatna
odchylka velmi vyrazna. Rozptyl byl tak doopravdy velmi znacny.

Kyselina citronova byla obsazena spi§ v uzsim koncentra¢nim rozsahu (412-275 mg/l),
kdy nejvyssi stanovené koncentrace dosahovaly ve vzorku NEC 412 mg/l, anebo ve vzorcich
stanoveny ve vzorcich SV18 (6,05 mg/l) a SV20 (44,7 mg/l). Naopak ve vzorcich MP18 a
K18 nebyla detekovana vlbec. Primérnd koncentrace kyseliny citronové byla
320 +£ 42,4 mg/1 v bilém ving€ a 142 + 152 mg/l v erveném ving. Ve vzorcich bilych vin byl
maly koncentracni rozptyl kyseliny citronové, avSak v ptipadé cervenych vin byl koncentracni
rozsah velmi znaény.

Kyselina jantarova byla nejvice obsazena ve vzorku MP20 a vzorku K18 v koncentracich
406 a 402 mg/1. Dale v tzkém rozsahu 296-322 mg/1 ve vzorcich SV18, P20, MP18 a SV20.
Niz§i koncentrace byla detekovana také ve vzorcich MM18 (28,1 mg/l), TC18 (44,1 mg/l),
S20 (32,9 mg/l) a NEC (17,1 mg/l). Ve zbyvajicich vzorcich (MM20, TO18, TO20, RR20
a NEB) nebyla detekovédna na kvantifikovatelné urovni. Primérnd koncentrace kyseliny
jantarové z hlediska barvy vina byla 10,3 £ 16,9 mg/l v bilém vin¢ a 263 = 143 mg/l
v ¢erveném vin€. U obou typl barvy vin se jednalo o vyrazné vysoké koncentracni rozsahy
obsahu kyselin mezi jednotlivymi odridami a jejich ro¢niky.
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Tabulka ¢. 4, obsahy organickych kyselin ve vzorcich vina

mg/l vina

Vino mraven¢i octovda mléna galakturonova S$tavelova fumarova jantarova jableénd  vinnda  citronova
MP18 0,24 212 1420 20,3 24,9 X 315 58,4 674 X
MP20 * 105 1110 24,4 25,7 X 406 74,9 845 95,9
SV18 * 152 1520 13,9 22,2 X 322 107 825 6,05
SV20 * 121 1750 14,4 18,5 X 296 156 722 44,7
MM18 0,52 114 203 9,16 27,6 X 28,1 654 2040 288
MM20 X 70,9 69,9 6,5 16,3 2,77 X 1300 525 275
TO18 0,52 35 142 10,1 67,5 X X 1260 596 397
TO20 1,03 106 54,7 8,16 14 3,82 X 1110 629 356
K18 X 173 1690 20,5 25,6 X 402 3,62 445 X
P20 0,46 80,8 905 16,5 29,6 X 314 123 892 280
TC18 1,7 121 166 9,83 17,4 X 44,1 884 1270 283
RR20 1,26 99,9 92,7 7,83 11,6 1,56 X 1820 1010 342
S20 X 54,9 767 24,8 25,3 X 32,9 444 1330 293
NEB 0,38 57,9 163 10 60,1 X X 814 962 299
NEC X 59,3 795 17,6 20,1 X 17,1 607 1390 412

* ve vzorku nedetekovatelné
x ve vzorku pod limitem kvantifikace
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Kyselina octova byla nejvice obsazena ve vzorku MP18 v koncentraci 212 mg/l. Déle ve
byla naméfena na Grovni 35 mg/l ve vzorku TO18. Primérné byla kyselina octova obsazena
v koncentraci 104,18 + 46,45 mg/1. Pfi dal$im zhodnoceni koncentra¢niho rozsahu z hlediska
barvy vina bylo zjiSténo, ze kyselina octova byla v bilém vin¢ obsazena v koncentraci
86,39 + 29,81 mg/l. V Cerveném vin¢ byla obsazena v koncentraci 119,75 + 52,42 mg/l.
V obou barvach vin byl tak koncentracni rozsah vicemén¢ srovnatelny.

Kyselina stavelova byla nejvice obsazena ve vzorku TO18 v koncentraci 67,5 mg/l a ve
vzorku NEB v koncentraci 60,1 mg/l. Ve zbyvajicich vzorcich se jeji koncentrace pohybovala
V rozmezi 29,6—-11,6 mg/l, pficemz nejnizsi koncentrace kyseliny Stavelové byla detekovana
v piipadé¢ vzorku RR20 (11,6 mg/l). V priméru byla stanovena koncentrace kyseliny
Stavelové 27,09 + 15,30 mg/l. Z hlediska barvy vina byl primér 30,64 + 21,57 mg/l v bilém
vin€ a 23,99 + 3,32 mg/l v Cerveném viné. U bilého vina tak byl koncentra¢ni rozsah kyseliny
znaéné vysoky, kdezto u vina ¢erveného byl koncentra¢ni rozsah vyrazné nizsi.

Posledni stanovenou kyselinou byla kyselina galakturonova. Ta dosahla své nejvyssi
koncentrace 24,8 mg/l ve vzorku S20. Obdobné koncentrace 24,4 mg/l; 20,5 mg/l a 20,3 mg/1
zjistény u vzorkt RR20 (7,83 mg/l) a MM20 6,5 mg/l. Primérné byla kyselina galakturonova
obsazena v koncentraci 14,27 £ 5,92 mg/l. Z hlediska barvy vina byla primérna koncentrace
8,80 = 1,25 mg/l v bilém vin¢ a 19,05 + 3,91 mg/l v cerveném viné. U obou barevnych typi
vin nebyl koncentracni rozsah obsahu kyseliny galakturonové nikterak zardzejici.

Pfitomnost kyseliny maselné, sorbové ani benzoové nebyla potvrzena v Zadném z vin.
Nelze vsak vyloucit, ze to bylo zpusobeno relativné silnym fedénim vzorkd.

5.4 Interakce hliniku s organickymi kyselinami

Ve smyslu tématu diplomové prace, byla interakce hliniku s organickymi kyselinami
namisto ve ving, testovana ve dvouslozkovych systémech. Tento pfistup byl zvolen i pfesto,
ze v realném viné bude rozsah této interakce ovliviiovan i jinymi slozkami. Pouzitim metody
ITP byla zjiStovana zména koncentrace volnych anionti organickych kyselin pfi riizném
obsahu hliniku ve formé AI%*, nakolik tato metoda umoziiuje vyluéné detekci iontovych forem
neboli specii pfi pH naméfeném ve vzorcich vina.

Prvni méfeni pti pH 3,01; jakozto nejniz§i namétené hodnoté znazornuje Graf ¢. 3.
Z vysledki je jasné zietelné, ze na pomezi zvolenych organickych kyselin, byla nejveétsi
zména koncentrace zjisténa u kyseliny citronové (Graf ¢. 3.b), kdy byl zaznamenan pokles
méfitelnych molekul az o 89 % pii koncentraci 100 mg/I hliniku. Lze proto predpokladat, ze
potencialn¢ nejvice hlinikovych komplext by mélo ve ving vznikat prave s touto kyselinou.

Vyznamny pokles byl pozorovan rovnéz u kyseliny Stavelové, kdy nebylo mozné
detekovat az 77 % molekul, kdyz koncentrace hliniku dosahovala 100 mg/l. VSeobecné Ize
fici, ze tyto dvé kyseliny interagovaly s hlinikem, bez ohledu na jeho pocate¢ni obsah,
nejintenzivnéji. Z ostatnich organickych kyselin byla pomérné vysoka mira interakce pfi
pH 3,01 pozorovana dale pfi kyselin¢ jableéné (pokles detekce o 43 %) a vinné
(pokles 0 38 %) pti pocatecni koncentraci AI** 100 mg/l. U zbylych kyselin byl pozorovan pii
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pH 3,01 relativné maly pokles signalu, v priméru jen 0 3 %. U kyseliny sorbové, benzoové
a maselné, jak je vidét v Grafu ¢.3.a, nedoslo prakticky k zadné zméné bez ohledu na rostouci
obsah hliniku, zatimco u zbylych kyselin byla tendence vykazovat trend poklesu signalu
S narGstem obsahu hliniku.

Graf ¢. 3.a, zména koncentrace organickych kyselin pfi rtizné koncentraci AI**, pH 3,01

mravenc¢i  octova mlééna maselna sorbova benzoova
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Graf ¢. 3.b, zména koncentrace organickych kyselin pii riizné koncentraci AI¥*, p¥i pH 3,01
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V druhém méteni pii pH 3,69; jakozto naopak nevyssi hodnoté pH ve vzorcich vin
muzeme pozorovat vyraznéjs$i projevy. Bez ohledu na pocate¢ni obsah hliniku je mozné
v Grafu ¢. 4 jasné vidét pokles méfitelnych iontd v roztoku u vSech organickych kyselin.
V tomto piipad¢ je mozné pozorovat zménu signalu i u kyseliny sorbové nebo benzoové,
u kterych klesa délka signalu s nartistem obsahu hliniku v roztoku, kdy rozdil poklesu signalu
mezi 1 a 100 mg/1 hliniku ¢ini 9,5 % u kyseliny sorbové a 4,5 % u kyseliny benzoové.

Graf ¢. 4.a, zména koncentrace organickych kyselin pfi réizné koncentraci AI**, pii pH 3,69

mravenc¢i  octova mlééna maselna sorbova benzoova

Lok
o o o 2O
| I I—
L

&
o o
[l l
T T

Zména koncentrace (%)
IS
=
[l
]

)
=
l
T

%
=]
L
I

1 mg/1 10 mg/1 100 mg/1

Graf ¢&. 4.b, zména koncentrace organickych kyselin pfi riizné koncentraci AI3*, p¥i pH 3,69
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Vliv narustu pH u kyseliny citronové (Graf ¢. 4.b.) v porovnani s pfedchozim méfenim
pro 100 mg/l AP, se projevil vyrazngjsim poklesem detekovatelnych molekul. Ten dosahl aZ
94 % oproti predeslému pokusu a piedstavuje snizeni o dalSich 5 %.
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V porovnani s predeslym pokusem po zvyseni pH 0 0,68 jednotky dochazi k vyrazné
zméné koncentrace také u kyselin stavelové (Graf €. 4.b.), octové (Graf €. 4.a.) a jable¢né
(Graf ¢. 4.b.) u nichz byl pozorovan pii 100 mg/1 hliniku rovnéz pokles o 83 %, 70 % a 67 %.
Rozdil mezi dvéma méfenimi tak ¢ini 7 % (u Kyseliny $tavelové), 67 % (u kyseliny octové)
a 24 % (u kyseliny jable¢né).

Nejvyraznéjsi vliv zmény koncentrace zvySenim pH se projevil u kyseliny fumarové,
kde rozdil pti koncentraci 100 mg/l hliniku AIP* dosahl 54 %, z ptavodnich 20 %.
Podobné jako pti pH 3,01 tak i u pH 3,69 byl se stoupajici koncentraci AI** v roztoku
pozorovan klesajici trend detekovatelnych molekul organickych kyselin. Z obou pozorovani
lze usoudit, ze afinita hliniku ke zkoumanym organickym kyselinam ve vin¢ bude velmi
zaviset na hodnoté pH. Podrobé zmény detekovaného signalu v zavislosti koncentrace AI**
a pH sumarizuji Prilohy €. 2 a 3.
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6. Diskuze

6.1 Obsah hliniku ve vinech

Ptitomnost hliniku je mozné ocekavat v kazdém vin€¢ uz jenom proto, Ze je tietim
nejzastoupenéjsim prvkem na planeté (Yaroshevsky 2006). Existuji vSak dva hlavni zdroje,
které piispivaji k jeho obsahu ve ving€. Prvnim, pfirozenym zdrojem je ptda, na které se vinna
réva péstuje, kdy hlinik vstupuje do bobuli pifes kofeny (Watson 2003; Pohl 2007).
Druhym, jsou zdroje odvozené od lidské Cinnosti, jako jsou péstitelské postupy (hnojeni,
fytosanitarni oSetfeni atd.), enologické postupy (stroje, potrubi, pouziti Cifidel, pfisad atd.),
kontaminace zivotniho prostiedi (auta, tovarny atd.) a podvodné praktiky (pouziti zakazanych
chemikalii) (Watson 2003; Pohl 2007; Stafilov & Karadjova 2009). Konkrétnim ptikladem
obohaceni vina hlinikem je pouziti bentonitu béhem ¢ifeni vina (Stafilov & Karadjova 2009).

Lopez et al. (1998) stanovili obsah hliniku v rtiznych vzorcich alkoholickych napoju,
pfi¢emz ve vinech ze Spanélska (ES) pozorovali hodnoty v rozsahu 189-1683 pg/l pro bila
vina, zatim co ve vinech ¢ervenych byl obsah hliniku spi$ nizsi — dosahoval 720-1254 pg/l1.
Mimo vin domaécich stanovili obsah hliniku také ve vinech dovazenych z Francie (FR), ktera
obsahovala 250-255 pg/l, vina z Némecka (DE) 630-1120 pg/l a vina zItalie (IT)
89-1463 pg/l hliniku. Vina z Ceské republiky (CZ) méla hodnotu hliniku 132-1665 pg/l
(Kment et al. 2005). Cabrita et al. (2018) stanovili primémé koncentrace hliniku
v portugalskych (PT) bilych vinech na 447 pg/l, pticemz u Cervenych vin byla koncentrace
piiblizné stejna, 421 pg/l. Porovnani ziskanych obsahti hliniku s literaturou sumarizuje
Tabulka ¢. 5.

Tabulka ¢. 5, Porovnani pozorovanych obsahi hliniku s jinymi autory

obsah hliniku ve viné pg/1

Bilé vino Cervené vino Zemé pivodu Zdroj
17,2 17,5 AR (Lara et al. 2005)
244694 389-809 HR (Vréek et al. 2011)
140-1488 125-988 PT (Cabrita et al. 2018)
10-1500 HU (Muranyi & Kovacs 2000)
189-1683 72-1254 ES (Lopez et al. 1998)
692-2302 626-1614 CiJI LIJDEIT Janoscova
515-2438 374-908 HR (Fiket et al. 2011)
250-2550 FR (Larroque et al. 1994)
89-1463 * IT (Minoia et al. 1994)
132-1665 * CR (Kment et al. 2005)
630-1120 * DE (Pennington & Jones 1989)
1030 * FR (Day et al. 1995)
36-9500 * GR (Galani-Nikolakaki et al. 2002)

* zdroj barvu vina neuvadi
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Pfi bliz§Sim ohledani Tabulky ¢. 5, je z vysledku ziskanych v prub&hu laboratorniho
meéteni (Graf ¢.2) na prvni pohled patrné, Ze obsah hliniku ma spojitost s barvou vina.
Obsah hliniku v ¢erveném viné (pramérné 1080 pg/1) je spise nizsi vici obsahu pozorovaném
uvina bilého (primérné 1442 pg/l). | kdyz diplomova prace hodnoti vysledek zavislosti
obsahu hliniku na barvé diky velkym odchylkam pro cervend vina + 344 g/l a
bila vina+ 594 pg/l jako statisticky nevyznamny (p > 0,05), nejsou vzhledem Kk bézné
enologické praxi tyto rozdily nahodné. Vyssi obsah hliniku v bilych vinech vysvétluje postup
vyroby. Na rozdil od vin ¢ervenych se do bilych vin pfidava bentonit (Larroque et al. 1994;
Stafilov & Karadjova 2009), ktery v disledku kyselého pH (Graf ¢. 2) a obsahu organickych
kyselin (Tabulka ¢. 4) obohacuje vino hlinikem.

Pfi porovnani namétenych obsaht hliniku v jednotlivych vzorcich byl primérny obsah
hliniku nezéavisle na sob¢ 1235 pg/l. Pti porovnani rozptylu bylo naméfeno 692-2302 pg/l ve
vzorcich bilych vin a 626-1614 pg/l ve vzorcich cervenych vin. Autofi rovnéz uvadéji
porovnani V zavislosti na barvé vin. Z porovnani stanovenych hodnot (viz Tabulka 5) je
patrné, Ze zjisténé hodnoty patfily spise k tém nejvyS$im. V rameci obsahu hliniku v ¢erveném
vin¢ byla naméfena nejvyssi hodnota v praci Larroque et al. (1994), a to az 2550 pg/l.
Jeho hodnoty vsak rovnéz vykazovaly zna¢ny rozsah namétenych hodnot. Jsou tak v dobré
shodé se zjisténymi vysledky a zaroven potvrzuji vysokou odliSnost mezi jednotlivymi
vzorky. Z hlediska koncentrace hliniku v bilém viné nejlépe korespondovaly vysledky s praci
Fiket et al. (2011). Celkov¢ je ziejmé, ze koncentrace hliniku se mezi jednotlivymi vzorky
znacn¢ lisSi a ma na ni vliv vice parametri. Mohu konstatovat, Ze stejné¢ jako v pracich
vybranych autorii jsem i ve své diplomové praci prokazala vys$si obsah hliniku v bilém viné.

Obsah hliniku ve viné (nebo celkové v potravinach), neni zdkony Ceské republiky anebo
Evropské unie nijak regulovan. V zemich jako Némecko nebo Chorvatsko vSak obsah hliniku
monitorovan je. V pifipadé némeckych vin nesmi obsah hliniku piekracovat limit 8 mg/l
(Aceto et al. 2002) a pro vina chorvatska zakon toleruje maximum 10 mg/l (Narodne novine
2005).

Dle této legislativy by Zadné z provéfovanych vin limit nepiekracovalo.

Tyto limity jsou ale v ptipadé vina mnohonasobné vyssi nez v piipadé pitné vody.
Napiiklad Slovenska legislativa (NV SR ¢. 496/2010 Z.z.) nebo stanovy WHO (WHO 1997)
udavaji nejvyssi ptipustnou hodnotu hliniku v pitné vodé do 0,2 mg/l. To znamend, ze podle
této legislativy by nespliiovaly dany limit vSechny zkoumené vzorky, jelikoZ nejmensi
koncentrace byla pozorovana na urovni 0,62 mg/l (K18), coz vice nezZ trojnasobné piekracuje
povoleny limit. Je ale pochopitelné, Ze tuto normu neni mozné aplikovat na vino, jelikoz
mnozstvi vypitého vina a vody je pro potiebu naSeho zkoumani nesrovnatelné.

S ohledem na udaje z literatury nebo ziskané v ramci diplomové prace, Stanoveni hliniku
ve viné muze celkové piedstavovat problém, mj. v dasledku nizké citlivosti, selektivity
analytické metody nebo mozné kontaminace béhem analyzy. Je to zptisobeno tim, ze obsah
hliniku maze byt i nizsi nez 20 ug/l1 (Lara et al. 2005). Mnoho vyzkumnych praci se zamétuje
na vyvoj analytickych metod za vyuziti hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou
plazmou (ICP-MS). Mezi dalsi Siroce pouzivané techniky patii atomova absorb¢ni
spektrometrie (AAS), metoda ICP-OES, elektrochemické metody (Razi¢ et al. 1999;
Cvetkovi¢ et al. 2001) nebo rentgenova spektrometrie (Castifieira et al. 2004). Ve vinaiskych
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laboratotfich je diky vysoké citlivosti, pfesnosti a prvkové selektivité¢ preferovana metoda
elektrotermické AAS (ETAAS), (Day et al. 1995; Lopez et al. 1998).

6.1.1 Dietarni prijem hliniku z vina

Podle toxikologickych udaju v letech 2007 a 2012, stanovila Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) ve spolupraci s Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi OSN (FAO),
tolerovatelny tydenni pfijem hliniku na 2 mg/kg télesné hmotnosti ¢loveka.

Velké rozdily v obsahu hliniku v jednotlivych kategoriich potravin, byly pozorovany
mezi riznymi zemémi, respektive v ramcei regionti. Obsah hliniku, tak jeho piijem, bude proto
ovliviiovan geografickymi oblastmi, stravovacimi navyky a regionalitou. Primérna dieteticka
expozice u dospélych se celosvétové odhaduje na 0,2-1,5 mg/kg télesné hmotnosti/tyden
(EFSA 2008; FAO et al. 2011). Rozdil bude vyznamné patrnéjsi porovname-li spotiebu
napt. mezi Ceskou republikou a Italii. Primérna spotieba vina na obyvatele v CR za rok 2020
(19,8 1) predstavovala mén¢ nez polovinu toho, co v pribéhu téhoz roku vypil obyvatel Italie
(46,6 1) (Karlsson & Karlsson 2021).

Za predpokladu, ze prumérny objem sklenice vina je 200 ml, coZz je rovnéz
doporuceny denni piijem, lidsky organismus by na zakladé praimérnych vysledkt z Grafu ¢. 2
denné potencialné piijal 0,28 mg hliniku z bilého vina a 0,21 mg hliniku z vina ¢erveného.
Na zakladé toho Ize odhadnout, Ze ¢lovek, ktery kazdy den vypije jednu sklenici, mtize béhem
kalendainiho roku pfijmout primérné 102 mg hliniku pitim bileho vina a 76,6 mg hliniku
pitim ¢erveného vina. Jestlize pije ¢loveék od 18 let a dozije se 79 let (pramérna délka Zivota
v CR), pouze pitim vina za Zivot miiZe teoreticky ptijmout, dle téchto ohadtl, az 6,2 g hliniku.

Kdyz se do této kalkulace promitne primérna ro¢ni spotieba vina na obyvatele
Ceské republiky (19,8 | za rok 2020), bude se tato hodnota pohybovat na tirovni 24,3 mg
zarok al1,48 g za zivot (jestlize se vybér omezi na Ceska vina). Vezmeme-li v tivahu jiz
zminénou regionalitu lze odhadovat vyssi piijem Al napi. na jizni Moravé, kde je obliba vina
VEtsi.

Dietarni ptijem hliniku se bude lisit i v jednotlivych statech. Primérna spotieba vina
v Italii nebo Francii, tj. tradi¢nich vinatskych zemich, bude v porovnani s Ceskou republikou
mnohonédsobné¢ vys$§i. Odhad dietdrniho pfijmu hliniku spojeného s konzumaci vina,
odvozeného z vysledkl ziskanych béhem zpracovavani diplomové prace i z jiné literatury,
sumarizuje Tabulka ¢. 6.
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Tabulka ¢. 6. Odhad potencialniho pfijmu hliniku konzumaci vina pro rizné zéme

. Spotieba na obyvatele  Pfijem Al za Piijem Al za i
Zdr

Zem¢ za rok (1) rok (mg) Zivot (g) droj
(Murényi & Kovacs

HU 21,2 17,0 0,99 2000)
(Pennington & Jones

DE 27,5 23,4 1,48 1989)

(Ov4 19,8 24,3 1,48 JanoScova
IT 46,0 35,7 2,30 (Minoia et al. 1994)
(Larroque et al.
FR 46,9 65,7 4,22 1994)

- odhad zaloZen na statistickych udajich primérné délky zivota obyvatele dané¢ zemé
a spotfeby vina v dané zemi.

Pokud po¢itame s praimérnou vahou 0sob v Ceské republice (92,1 kg u muzi a 73,8 kg u Zen),
tak dle vyjadieni FAO/WHO lze povazovat za ,.bezpeény* pfijem hliniku pod 184 mg pro
muze apro zeny pod 148 mg hliniku tydné bez rizika zdravotnich komplikaci. Z tohoto
divodu je jednoznaéné patrné, Ze stiidmym pitim vina neni mozné dosahnout, natoz prekrocit
hranici rizikovosti. Vzhledem k maximalnimu obsahu 2302 ug/l hliniku (TO18) by to u muzt
vyzadovalo zkonzumovat tydné pies 80 litrd vina a u zen ,,jen” 64 litra. Hlinik se vSak do
organismu dostava i z jinych zdroju. I kdyz vezmeme v uvahu maximalni literaturou uvadény
obsah hliniku ve viné 9500 pg/1 (Galani-Nikolakaki et al. 2002), musela by ob¢& pohlavi vypit
tydné 15 litrd vina (Zeny) nebo 20 litrt (muzi).

6.2 Obsah organickych kyselin ve vinech

Organické kyseliny maji ve vinech vyznamny vliv na charakteristickou ovocnou chut’,
ale zaroven hraji i hlavni roli v kritériich kvality vina, jako je jejich stabilita a barva.
Vysoka kyselost tak neovliviiuje chut’ pouze stolnich hroznti, ale 1 vhodnost hroznli vinnych
(Soyer et al. 2003).

Ve vinech mohou pochazet pfimo z hroznii nebo vznikaji pii fermentacnim procesu.
Koncentrace se lisi v zavislosti na odridé hroznti, typu pidy a pribéhu fermentace pfi vyrobé.
(Tarko et al. 2014). Dokonce i v piipadé shodného genotypu maji hrozny sklizené z rtiznych
klimatickych podminek zna¢né odlisné obsahy kyselin. Divodem je nizs§i kyselost hroznt
Vv pfipadé€ trvale teplejSiho prostedi, kdy jsou vzdy sklizeny hrozny s vys$si zralosti. V tomto
pfipad€ je nejvice sniZzen obsah kyseliny jablecné, jejiz koncentrace je ve vySSim stadiu
zralosti podstatné nizsi (Soyer et al. 2003).

Piehledy obsahi organickych kyselin ve vinech s experimentalnimi vysledky obsahuje
Tabulka ¢.7. Dle méfeni z praktické ¢asti (Tabulka ¢. 7b) méla nejvyssi celkovy obsah
kyselina vinna, a to s maximalni hodnotou 2040 mg/l (MM18). Jiné studie uvadi vyssi i nizsi
obsahy. Napftiklad Coelho et al. (2018) detekoval v ¢ervenych vinech az 5000 mg/1 kyseliny
vinné. Jeji obsah ve ving je primarné odvozen od pocate¢niho mnozstvi v hroznech.

Jako druha nejzastoupengjsi kyselina byla kyselina mlé¢na, a to s obsahem 1750 mg/I
(SV20). Ve ving je velmi dilezita pro své konzervacni a antioxida¢ni ucinky, je zodpovédna
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za snizeni kyselosti vin a poskytuje jemnéjsi chut’ (Bae et al. 2006). Vznika pii jablecno-
mlécné fermentaci, kdy hodnota nad 40 mg/l indikuje dikaz jable¢no-mlécné fermentace
(Bae et al. 2006; Gil-Sanchez et al. 2019). Z tabulky ¢. 7a je mozné vidét trend, kdy bila vina
obsahuji niz§i koncentrace kyseliny mlécné (69,9-203 mg/l), nezvina cCervena
(767-1750 mg/l). S timto se shoduji i udaje z literatury, kde koncentrace kyseliny mlééné
Vv bilém vin¢ dosahovala maximalnich hodnot 3933 mg/I, zatimco v Cervenych bylo maximum
7306 mg/l. Je to zplsobeno tim, Ze jablecno-mlécna fermentace probihd piedevsim
v Cervenych vinech. Do bilych vin se kyselina mlécna spis ptidava pro dosazeni ,,mek¢i* chuti
(Virdis et al. 2021).

Na obsahu kyseliny mlééné bude zaviset i obsah kyseliny jable¢né (Tabulka ¢. 7b).
V méfenych vzorcich byl obsah ve velmi Sirokém rozsahu od 3,62 mg/l do 1820 mg/l, kdy
niz§i obsahy ptfevazovaly v cervenych vinech (3,62-607 mg/l) a vys$i zase v bilych
(654-1820 mg/l). S timto trendem se shoduji i ostatni studie, az na ptipad Regmi et al. (2012),
kde se hodnoty kyseliny jable¢né u cervenych vin vymykaly a dosahovaly 3140 mg/l.
Jak jiz bylo feceno, obsah kyseliny jable¢né bude podiizen rozsahu jable€no-mlécné
fermentace a s tim souvisejici barvou vina, nebo po¢ate¢nimu obsahu v bobulich.

Kyselina octova je vedlejSim produktem primarnich a sekundarnich fermentacnich
procest a v analyzovanych vzorcich (Tabulka ¢. 7a) dosahovala koncentrace 35-212 mg/I.
Tyto hodnoty se oproti vysledkim z literatury (primér kolem 400 mg/l a maximum
1675,45 mgl/l), jevi spise jako nizké. Vzhledem k tomu koncentrace pozorované v prib&hu
diplomové prace nevybocuji. Naopak, podle Mato et al. (2005) kyselina octova v mnozstvi
vétsim nez 19/l je spi§ na zavadu, protoze muize negativné zménit kvalitu vina.
Konkrétné¢ mize dramaticky ovlivnit pH. Dopad ma také na biologickou stabilitu a diky ostré
vuni a chuti octa i na senzorické vlastnosti vina. Za normalni obsah se povazuje 200400 mg/I
(Calwineries 2022; R-Biopharm 2022).

U kyseliny jantarové se celkové hodnoty pohybovaly spiSe v nizSich hladinach
(Tabulka ¢. 7b), maximaln¢ do 406 mg/l a celkové byla pozorovana jen v 10 vzorcich.
V literatute se jeji obsah pohybuje do 1000 mg/l, ale mize dosahovat i hodnoty 2000 mg/1.
Faktory, které ovliviiuji produkci této organické kyseliny, jsou zmény teploty a pH ve viné
(Bisson 1999). Z hlediska obsahu kyseliny jantarové je jeji jednozna¢né nejnizsi koncentrace
v piipadé brazilskych vin, kdy dochézi k jeji nejvyssi teplotni pfeméné vlivem vysokych
primérnych teplot. S klesajici primérnou ro¢ni teplotou se jeji obsah ve vinech zvySuje
(Alves Filho et al. 2019).

Kyselina citronova je jednou z kyselin, kterd se vyskytuje ptimo v bobulich hroznt.
Jeji mnozstvi z celkového obsahu v hroznech je spiSe nizsi, kolem 5 % (Bartowsky &
Henschke 2004). V analyzovanych vzorcich (Tabulka ¢. 7¢), byl prumérny obsah kyseliny
citronové 259,36 mg/l, coz je v dobré shod¢ s vysledky jinych autort. Dle ufedniho véstniku
Evropské unie 2019/C 409/01, Ize kyselinu citronovou do vina i dodatecné pfidat za Gcelem
navazani iontd zeleza, a tim zmensit tendenci vzniku zelezitého zakalu. Maximalni pfidavek
je 1000 mg/l a pouzita kyselina musi byt v souladu s ptedpisy Mezinarodniho enologického
kodexu. Nevyhodou této praxe je mikrobialni nestabilita této kyseliny vzhledem k tomu,
7e muze podpofit bakterialni kolonizaci. V ramci pozorovanych hodnot ale neni mozné fici,
zda nebo jaky podil kyseliny citronové pochazel piirozené z bobuli a jaky mohl byt
potencialné piidan dodatecné.
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Vyskyt kyseliny galakturonové ve vzorcich (Tabulka ¢. 7a) lze vysvétlit dvéma
zpusoby. Zaprvé, mozna kontaminace plisni Botrytis cinerea, ktera enzymaticky rozklada
slupku hroznd, piiemz vznika kyselina galakturonova (Mihaljevié Zulj et al. 2015).
Nebo druha mozZnost, kyselina pochazi z pektinu obsazeném ve slupce a nema souvislost
s nezadoucim mikrobialnim zamoienim. Pektin se totiz sklada z fetézce jednotek kyseliny
galakturonové, které jsou spojeny a-1,4 glykosidickymi vazbami. Toto podporuje také
pozorovani v literatufe, kdy se podil pektinu vazaného na bunécnou sténu v priabehu zrani
vina snizil, a naopak se zvysil obsah pektinu rozpustného ve vod¢ (Silacci & Morrison 1990;
Ribéreau-Gayon et al. 2006). Mé&feni stanovilo primérnou hodnotu galakturonové kyseliny na
14,27 mg/1 vina. Mihaljevi¢ Zulj et al. (2015) zjistili koncentraci této kyseliny u chorvatskych
vin na vice nez 7-30nasobn¢ vyssi tirovni, a to S nejvyssi hodnotou 58,4 mg/l.

Kyselina §tavelova nedosahuje ve ving piili§ vysoké koncentrace. Casto se objevuje
spiSe ve formé vysrazeného §tavelanu vapenatého (The Australian Wine Research Institute
2022). Z naméfenych vysledkti (Tabulka¢. 7b) byla nejvyssi koncentrace ve viné
TO18 - 67,5 mg/l. Podle studie Siener et al. (2017), ktera méfila hladinu $tavelanu v
alkoholickych i nealkoholickych napojich, stanovili autofi obsah této kyseliny na
6,9-12,7 mg/l u ¢ervenych vin a 3-3,3 mg/1 u bilych vin. Tyto koncentrace odpovidaji rovnéz
obsahu stavelanu ve Stavach z cCervenych hrozni (25,5-39,3 mg/l), které obsahuji vyssi
koncentrace nez bilé hrozny (14-15 mg/l) (Siener et al. 2016). V ptipad¢ sledovanych vin
byla tendence, az na vzorky NEB a TO18, se s t€émito zavéry shodovat, nebot” ostatni vzorky
bilych vin obsahovaly v priméru 17,38 mg/l a vzorky Cervenych vin 24 mg/l. Vyjimku tvotily
jen dva zminované vzorky bilého vina, kdy bylo pozorovano vice nez 60 mg/1 §tavelanu, coz
byl skoro trojnasobek priméru. Komplexni udaje o obsahu S§tavelanu ve vinech, mimo
zminéné studie, vSak chybi.

Kyselina fumarova se ve viné vyskytuje zejména v podobé piidatné latky, kterou
schvaluje Codex Alimentarius a také Mezinarodni organizace pro vinnou révu a vino (OIV),
jako okyselujici ¢inidlo a inhibitor jable¢no-mlééného kvaseni (Morata et al. 2020;
Fernandez-Vazquez et al. 2021). Absence kyseliny fumarové ve vétsiné zkoumanych vzork
mize byt také z diuvodu, Ze toto schvaleni bylo zavedeno relativné nedavno (v platnosti od
roku 2021), potencialné by bylo mozné pozorovat obsah do 600 mg/l. Celkové byla tato
kyselina pozorovana pouze ve tfech vzorcich (Tabulka ¢. 4) a jeji obsah neptesahl 3,82 mg/l
(TO20). Byla detekovana také ve hlohovém viné¢ (Han et al. 2019) v koncentracich
2,5-3,7 mg/l. Pfirozen¢ byl vyskyt této kyseliny prokazan i v bobulich vinné révy (Flores et
al. 2012; Li et al. 2020). Zminka o jejim obsahu v tradi¢nim vin¢ ale v literatufe schazi.

Spolu s kyselinou octovou souvisi i obsah kyseliny mravenci. Ob¢ kyseliny se

nevyskytuji v hroznech pfirozené, ale mohou vznikat béhem fermentace (Hohl & Joslyn
1941).
Pokud by byla koncentrace této kyseliny pfili§ vysoka, vino by mélo nezddouci pachut’,
kterou lze jen téZko odstranit. Kyselina mraven¢i se mizZe ve vinech vyskytovat jakozto
zbytek z opalovani dieva a do vina se tim padem dostava pii skladovani a zrani v dfevénych
sudech (Bourgeois et al. 2006). V ramci méteni jeji hodnota byla ale nizka a neptesahla
2 mg/l (1,7 mg/l TR18), coz lze povazovat za zanedbatelny obsah.

Kyseliny maselnd, sorbovd a benzoova nebyly ve vzorcich vibec detekovany.
U kyseliny méselné je to pozitivni zjiSténi, nebot’ je nezddouci a pii vysSim obsahu (obvykle
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uz kolem 3 mg/l) senzoricky vino znehodnocuje (Wein.plus 2022). Kyseliny sorbova (E200)
a benzoova (E210) jsou na druhé strané schvalené ptidavné latky, které jsou legislativou
Evropské unie pfisné regulovany. Natizeni ES ¢. 1234/2007 limituje obsah u nealkoholickych
vin na 200 mg/l jak u kyseliny sorbové, tak kyseliny benzoové, pii¢emz je mozné je pridavat
jednotlivé nebo v kombinaci.

Ve vysledku tak Ize shrnout, ze pravé diky vysokému mnozstvi riznych faktora, které
se podileji na obsahu organickych kyselin v hroznech, je mozné u jednotlivych vzorka
nam¢fit pomérné vysoky koncentracni rozptyl. Z nami naméfenych vysledkl je tak patrné,
ze se pohybujeme v rozsahu, ktery odpovidd méfenym hodnotdm ostatnich autord.
Analyzované vzorky pochazely z odlisSnych podnebnych podminek, z odliSnych ro¢nika
ajednalo se o vzorky riznych odriud. Celkové lze vSak shrnout, Ze ve vinech bilych je
obsazeno vétsi mnozstvi organickych kyselin, které jsou pfistupné pro jejich interakci s
volnym hlinikem.

Tabulka ¢. 7a, porovnani pozorovanych obsahi organickych kyselin s literaturou

Obsah kyseliny mg/I

Kyselina Bilé vino Cervené vino Zoeme Zdroj
puvodu
35-121 54,9-212 Ci’\UH’ LE)’EIT’ JanoScova
150-280 BR (Coelho et al. 2018)
210 479 ES (Mato et al. 2007)
, 367,5 4174 DE (Ohira et al. 2014)
Octova 6 ES (Castineira et al.
> 2002)
224-924 118-1003 BR (Peres et al. 2009)
70-1540 120-610 ? (Regmi et al. 2012)
102-1676 444697 Cz (Zeravik et al. 2016)
54,7-203 767-1750 Ci’\& L[J)’EIT’ JanoScova
470 171 DE (Ohira et al. 2014)
625 837 ES (Mato et al. 2007)
L 200-1510 200-3230 ? (Regmi et al. 2012)
Miecna 2108 ES (Castineira et al.
2002)
1200-3400 BR (Coelho et al. 2018)
126-2468 2090-3810 Cz (Zeravik et al. 2016)
61-3933 35-7306 BR (Peres et al. 2009)
6,5-10,1 13,9-24,8 CiS%EIT’ JanoScova
Galakturonova | (Mihaljevié Zulj et
110-470 HR

al. 2015)
? autor publikace zemi plivodu neuvadi
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Tabulka ¢. 7b, porovnani pozorovanych obsahii organickych kyselin s literaturou

Kyselina

St avelova

Jantarova

Jable¢na

Vinna

Obsah kyseliny mg/I

Bilé vino

11,6-67,5
3-3,3
28,1-44,1
409

83-631
547
130-898
200-1270

654-1820

786
1968
2002280
1117-2627
16636222

525-2040
1048-1362

1064
660-2612
3093
1010-3000

Cervené vino

18,5-29,6
6,9-12,7
17,1-406
226,5
556

66—700
714
543-791
200-2000

3,6-607

47

60-1560
582
390

200-3140
2153-2243
121

445-1390
1023-2212
1483

1891
1531-1861
3159
940-3920
600-5600

? autor publikace zemi plivodu neuvadi
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Zemé
pivodu
CZ, HU, IT,
AU, DE
DE
CZ, HU, IT,
AU, DE
ES

ES

BR
DE
Cz
?
CZ HU,IT,
AU, DE

ES

BR
DE
ES
?
BR
Cz
CZ HU,IT,
AU, DE
BR

ES

DE
Cz
ES
?
BR

Zdroj

JanoScova
(Siener et al. 2017)
JanoScova

(Mato et al. 2007)
(Castineira et al.
2002)

(Peres et al. 2009)
(Ohira et al. 2014)
(Zeravik et al. 2016)
(Regmi et al. 2012)

JanoScova

(Castineira et al.
2002)
(Coelho et al. 2018)
(Ohira et al. 2014)
(Mato et al. 2007)
(Regmi et al. 2012)
(Peres et al. 2009)
(Zeravik et al. 2016)

JanoScova

(Peres et al. 2009)
(Castineira et al.
2002)

(Ohira et al. 2014)
(Zeravik et al. 2016)
(Mato et al. 2007)
(Regmi et al. 2012)
(Coelho et al. 2018)



Tabulka ¢. 7c, porovnani pozorovanych obsahi organickych kyselin s literaturou

Obsah kyseliny mg/i

Kyselina Bilé vino Cervené vino Zoeme Zdroj
puvodu
CZ, HU, IT, v .
275-397 6,1-412 AU. DE JanoScova
153,7-557,3 268,9 Ccz (Zeravik et al. 2016)
_ ?
Citronova 04-1.9 : ((i/l;rilgl& Fa}uZZ(iQSt)
ihaljevi¢ Zulj e
220-970 HR al, 2015)
(Cheynier et al.
_ ?
0,4-1250 : 1997)
CZ, HU,IT, vz
5 0,38-1,7 0,24-0,46 AU. DE JanoScova
Mraven&i (Bourgeois et al
20-90 ? J |

2006)
? autor publikace zemi ptivodu neuvadi

6.3 Interakce organickych kyselin a hliniku

VSechny mononuklearni specie hliniku mohou polymerizovat nebo tvofit komplexy
s anorganickymi i organickymi anionty, které pii tvorbé komplexu vystupuji jako hlavni
ligandy (Karas$ et al. 2020). Komplexovat hlinik jsou schopny také organické kyseliny diky
schopnosti karboxylové, neboli -COOH skupiny, tvofit stabilni vazby s hlinikem (Hue et al.
1986). Jednim z pfinosi vzniku téchto komplexti v pfirodé je detoxikace hlinikovych iontt
(Venturini-Soriano & Berthon 2001; Ma & Furukawa 2003; Happel & Seubert 2008),
pficemz schopnost kotfenové produkce kyseliny citronové byla pozorovana i u vinné révy
(Cangado et al. 2009). Mezi silné, komplexotvorné organické kyseliny se fadi kyselina
citronova, Stavelova a jable¢na (Tipping 2005; Happel & Seubert 2008). Napiiklad kyselina
citronova ma tendenci tvofit komplexy s hlinikem, pfedev§im v poméru 1:1 akyselina
stavelova v poméru 1:1, 1:2 az 1:3 v zavislosti na poméru kyseliny a hliniku (Nordstrom &
May 1996; Shen et al. 2004). Efektivita organickych kyselin vazat hlinik bude proto zaviset
na poctu -COOH skupin v fetézci.

Sledovani tvorby hlinitych komplexti s organickymi kyselinami Vv dvojslozkovych
systémech pfi odlisnych hodnotach pH 3,01 a 3,69 a obsahem AI** 100 mg/l znazoriuje
Graf ¢.3 a 4. Pii niz8im pH doslo k nejvyssi zméné koncentrace v piipadé kyseliny citronové
az 0 89,0 %, kyseliny stavelové o 77 %, zatimco pii kyseliné vinné a jable¢né byl pokles
signalu nizsi zhruba 40 % Vv obou piipadech. U téchto kyselin byla prokézana jejich vysoka
reaktivita s AI**, zatimco u zbylych kyselin byl pii tomto pH pokles zanedbatelny.

Se zvysenim pH doslo Kk znatelnym poklesim u vsech zkoumanych organickych kyselin.
Podrobné rozdily detekovanych koncentraci uvadi Tabulka ¢. 8, kde tidaje znazoriuji omezeni
detekce molekul organickych kyselin pii zméné pH z 3,01 na 3,69.
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Tabulka ¢. 8 rozdil detekovanych molekul organickych kyselin (%) mezi pH 3,01a 3,69

Koncentrace AI** (mg/l) Koncentrace AlI** (mg/l)

grga.“ic'“" 1 100 100 Organickd 1 100 100
yselina kyselina

Mravenci -5,82 -8,91 -31,9 Stavelova -5,95 -9,39 -6,88
Octova X X -67,4  Jantarova -2,47 -5,64 -43,2
Miécna -4,13 -5,25 -22,0 Fumarova -17,2 -22.5 -50,9
Maselna X -2,98 -6,08  Jablecna X -4,99 -24.3
Sorbova -10,2  -13,7  -18,4 Vinna 397  -781  -6,79
Benzoova X -4,34 -5,34  Citronova -6,36 -6,79 -5,39

x = rozdil mensi jak 1%

Nejmarkantnéjsi rozdily byly patrné u kyseliny octové, kde nartst pH vyustil v pokles
signalu o dalSich 67,4 % kyseliny fumarovové o 50,9 %, a kyseliny jantarovo az o 43,2 %
a u kyseliny mraven¢i o 31,9 %. Nejméné znatelné rozdily pak byly patrné u kyseliny
benzoové, kdy bylo dosazeno rozdilu detekce pouze 5,34 %. Pii kyseliné citronové
a Stavelové, které vykazovali nejvyssi pokles signalu pii hodnoté 3,01 zvysSeni pH mélo maly
vliv, signal pokles o dodate¢nych 5,4 % a 6,7 %. Divod zmény V reaktivité kyselin s AP
za odlisného pH ve zna¢né mife zavisi na jejich schopnosti disociovat a nést zaporny naboj.

Obecné je mozné silu organickych kyselin ve vodnim roztoku odvodit pomoci
disocia¢ni konstanty pKa, ktera urcuje, jak snadno molekula odevzda proton (H*) a vstupuje
do disociovaného (reaktivniho) stavu a nese negativni naboj. Cim nizsi je hodnota, tim
schopnost odevzdat H* do roztoku sili. Z této hodnoty je moZno rovnéz urdit hodnotu pH,
kdy je pomér disociovanych a nedisociovanych molekul vyrovnany (Miessler et al. 2014).
Neékteré kyseliny maji dokonce vice hodnot pKa, protoze obsahuji vice -COOH skupin.

Z pozorovani v Tabulce ¢. 8 je spojitost mezi hodnotou pKa (Tabulka ¢. 9) dobie
viditelnd. Z vysledkl vyplyva, Ze zména koncentrace pii vyssi hodnoté pH je vyrazné lepsi
u kyseliny octové (max o 67,4 %), u kyseliny fumarové (max o 50,9 %) ¢i u kyseliny
jantarové (max o 43,2 %), zatimco u kyseliny $tavelové, jable¢né a citronové se lisi jen o
6,88 %; 24,3 % nebo 5,39 %. K tomuto dochazi v dusledku zlepSeni reaktivity APt
s kyselinou, protoze pH roztoku umoziuje disociaci vyssiho poctu molekul. Hodnota pH
roztoku nizsi, nez hodnota pKa dané kyseliny vede k tomu, Ze koncentrace H3zO™ iontu je pfilis
vysoka, coz molekule neumoziuje setrvat v disociovaném stavu a interagovat s atomy Al
nasledkem silné konkurence kationtt.
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Tabulka ¢. 9, pKa vybranych organickych kyselin

pKa (25 °C) pKa (25 °C)
g; ;geT::;ka pKa1 pKaz2 PKa3s E; Siz;lnnl ;ka pKa1 pKa2 pKa3s
Kys. mravenci 3,75 Kys. stavelova 1,27 4,14
Kys. octova 4,76 Kys. fumarovda 3,03 4,44
Kys. mlé¢na 3,86 Kys. jantarova =~ 4,20 5,60
Kys. maselna 4,82 Kys. jable¢na 3,46 5,20
Kys. sorbova 4,76 Kys. vinna 2,89 4,40
Kys. benzoova 421 Kys. citronova 3,15 4,76 6,39

Z toho divodu je nejvétsi interakce pii niz§im pH pozorovana u téch kyselin, jejichz
hodnota pKa je nizsi nebo blizka 3,01; zatimco kyseliny s vyssi hodnotou budou interagovat
hat. Zvyseni pH umoziuje disociaci vice molekul a umozni tak interakci s AI¥*. Pravé proto
je zlepSeni napiiklad u kyseliny octové (pKa 4,76) kyseliny mlécné (pKa 3,86) a mravenci
(pKa 3,75) tak patrné snarastem pH. Dalsi faktor, jenz usnadiiuje interakci s hlinikem,
je pocet funkénich skupin, které mohou disociovat a poskytuji vic vazbovych mist.
Kyselina fumarova vykazuje vysledky v rozporu s témito tvrzenimi, kdy
najpravdépodobnéjsim vysvétlenim bude nizka stabilita Al-fumaratovych komplext pii
nizkém pH nakolik se ji nepfipisuji dobré chelata¢ni vlastnosti (McColl & Pohlman 1986).

Pfi porovnani s literaturou vyrazné silny vliv hlinikové komplexace v ptipadé kyseliny
citronové, jable¢né a S$tavelové experimentalné pozorovali také Drabek et al. (2015),
kdy stabilita a vyskyt komplext hliniku a organickych kyselin podléhala ménicimu se pH
apoméru hliniku ke kyseling. V piipadé kyseliny citronové byla schopnost interagovat
s hlinikem vyznamne potlacena s klesajicim pH disledkem protonace molekuly citratu diky
¢emu autoii nepozorovali rozdil v koncentraci méfitelného AI** pod pH 2,05 pokud obsah
kyseliny nedosahoval asponn 2,70nasobek koncentrace hliniku, a umoznil vznik
AlH-(Citronan)* i za pH 1,87 (82,4 %). Nadbytek kyseliny bude tedy umoziovat interakci
s poklesem pH. U kyseliny stavelové pozorovali velmi dobrou schopnost interagovat
s hlinikem v rozsahu pH 2,65-1,35; teda i za podminek kdy tato kyselina podléhéa protonaci
ainterakce s A" se zhorsuje. V zévislosti od koncentrace kyseliny §tavelové piiblizne 1:1
vedl k formovani Al-(Stavelan)* na trovni 12 % pi#i pH 1,35; zatimco dvojnasobek kyseliny
za stejnych podminek vazal viechen APF*. Dle Lundstrom and Ohman (1990) tvoii kyselina
Stavelova oproti kyselin€ citronové hlinikovy komplex efektivnéji, to podporuji jak pKa
kyselin (Tabulka ¢. 9) tak pozorovani Drabek et al. (2015). Béhem experimentu vSak pH
roztoku nebylo dostate¢né nizké, aby byl tento efekt experimentalné pozorovatelny.

U kyseliny jable¢né ptedpokladaji dobrou interakci bez ohledu na pomér kyseliny
Kk hliniku v rozsahu pH 3,04-2,08; podobné¢ jako v ptredeslych piipadech efektivita vazat
hlinik stoupa s poklesem pH, pokud je obsah kyseliny jable¢né vyssi.

48



6.3.1 Speciacni analyza v programu Visual MINTEQ 3.1.

Simulaci v programu Visual MINTEQ 3.1 bylo na ziklad¢ redln¢ namétenych hodnot
pH, obsaht hliniku a organickych kyselin pro jednotlivd vina odhadnuto mnozstvi vzniklych
specii hliniku s organickymi kyselinami. Simulace se pfitom omezila na kyseliny mravenci,
octovou, mlécnou, maselnou, benzoovou, Stavelovou, jantarovou, jable¢nou, vinnou
a citronovou, protoze Kkyselina sorbova, galakturonova a fumarova nejsou soucasti
programového baliku. Vysledek speciacniho zastoupeni pro 10 organickych kyselin
S hlinikem znazornuje Tabulka ¢. 10.

Z téchto hodnot Ize vy¢ist, Ze i diky relativné nizké koncentraci (v praméru 27,1 mg/l)
V porovnani s jinymi organickymi kyselinami bude upfednostnén vznik komplext hliniku
s kyselinou S$tavelovou. Bez ohledu na barvu vina budou potencialné S$tavelany tvofit
v priméru 91 % vsech komplext s nejzastoupengjsi formou Al-(Stavelan),. Tento komplex
by mél specia¢ni podil od 53,8 % (T0O20) do 72,3 % (MP20). Druhy by byl Al-(Stavelan)s™
s prumérnym obsahem 17,2 %, s nejvyssi hodnotou 26,9 % (P20) a nejnizsi 5,76 % (MM18).
Nejnizsi zastoupeni hliniku by bylo ve formé& Al-(Stavelan)*, s praimémym zastoupenim
kolem 7,49 %.

Komplexy hliniku s Kkyselinou citronovou budou zastoupeny jako Al-Citronan
piedevsim v bilych vinech 8,75 % (RR20) az 16,6 % (TO20). V piipadé ¢ervenych vin bude
nejvice zastoupen v podilu 5,06 % (NEC) a nejnizsi 0,09 % (SV18). V né&kterych vzorcich
nemusi vznikat viibec. Komplex AlIH-(Citronan)™ vznika potencialn& v obou vinech, spise
vsak v téch bilych, kde nejvyssi hodnoty model odhaduje 4,73 % (TO20) a 3,33 % (RR20) a
nejnizsi 0,08 % (NEB). U &erveného vina by obsah kolisal mezi 1,61 % (NEC) a 0,02 %
(SV18). Posledni komplex Al-(Citronan), vznika v obou typech vin, aviak jen na urovni
niz$i nez 0,20 %.

Vznik komplexii s vy$§im poétem molekul kyseliny stavelové Al-(Stavelan)s?,
Al-(Stavelan),” anebo citronové Al-(Citronan),® bude zaviset predeviim na poméru slozek,
kdy obsahu kyseliny pievySujicim obsah hliniku bude uptednostiiovat vznik téchto komplext
(Drébek et al. 2015).

Dale 1ze ocekavat rovnéz vznik komplexu s kyselinou vinnou. V tomto piipadé dochazi
ke vzniku vinant, napiiklad Al-(Vinan)2 ktery se podstatné vice vyskytuje v bilém ving,
nejvice 10,7 % (TC18) a 9,51 % (RR20), a daleko méné se tvoii v &ervenych vinech
maximalné 8,75 % (NEC).

Komplexy s kyselinou mlé¢nou bude hlinik potencialné tvorit také. Jejich obsah vSak
bude maximalné¢ dosahovat do 0,26 %, a to zejména ve vinech Cervenych, kde probihd
jable¢no-mlécna fermentace.

Navzdory tomu Ze simulace MINTEQ nedokdzala vypocitat zastoupeni spécii
s kyselinou jable¢nou, prace Drabek et al. (2015) ukazuje znacny poencial vzniku Al-
(jable¢nan)" ve pozorovaném rozsahu pH ve ving. Simulace rovnéz ptedpoklada, Ze obsah
nezreagovaného hliniku ve vzorcich vina, v tabulce ¢&. 10 jako AI**, bude v priméru jen kolem
0,05 %. Navzdory tomu, Ze obsah organickych kyselin ve viné€ je zna¢ny, rozsah interakce
v redlnych podminkach bude ovlivnén i jinymi slozkami (napiiklad PO4>, aminokyseliny) a
piredevsim kationty kovii a polokovl. Ve smyslu tématu diplomové prace vSak tyto slozky
nebyly pfedmétem zkoumani.
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Tabulka ¢. 10, simulace interakce hliniku s organickymi kyselinami Vv realnych vinech pomoci Visual MINTEQ 3.1.

Vyskyt specie v %
Specie MP18 | MP20 | SV18 | SV20 | MM18 | MM20 | TO18 | TO20 | K18 | P20 |TC18| RR20 | S20 | NEB | NEC
Al” 0.01 0.01 | 007 | 0.04 0,06 0,02 | 007 0,02
AL Citronan (aq) 1,16 | 0,09 | 1,06 | 136 | 494 | 026 | 1656 222 | 506 | 875 | 189 | 023 | 506
Al(Citronan),” 0,02 0,16 006 | 0,06 | 005 | 004 0,05
Al H-Citronan" 028 | 002 | 020 | 1.07 | 177 | 0.14 | 473 037 | 128 | 333 | 037 | 008 | 161
Al(Vinan)” 157 | 320 | 354 | 443 | 599 | 182 | 008 | 68 | 050 | 220 [1064| 951 | 408 | 027 | 875
Al H-Stavelan'” 0,01
Al OH-(Stavelan),” | 0,11 | 009 | 010 | 0.11 | 0,02 | 005 | 004 | 005 | 011 | 011 | 007 | 005 | 0,10 | 005 | 0,06
Al OH-Stavelan 0,12 | 014 | 015 | 0,19 011 | 018 | 004 | 024 | 010 | 010 | 016 | 0.19 | 009 | 0,03 | 0,14
Al(Stavelan);” 2384 | 1615 | 1827 [1571| 576 | 7.59 | 2512 | 415 | 2627 | 26.85 | 11.19| 503 | 2598 | 3571 | 10.81
Al(Stavelan), 69.96 | 7234 | 7161 [ 70,76 | 69.34 | 7123 | 70.66 | 53.79 | 69.20 | 64.65 | 63.68 | 58.69 | 63.80 | 61,53 | 64.90
Al-Stavelan’ 422 | 646 | 590 | 6,87 | 1624 | 1235 | 366 | 1338 | 364 | 336 | 7.83 | 1431 | 3.60 | 2.11 | 848
Al(Laktat)," 005 | 005 | 0.10 | 020 0,05 | 002 0,01 0,03
Al Laktat™ 0.03 | 005 | 006 | 0.10 | 0.02 001 | 003 | 001 | 001 | 002 | 001 0,05
AIOH-(Laktat), (aq) | 007 | 005 | 012 | 026 0,07 | 002 0,01
Al-(Laktat); (aq) 0,01 0,02 | 0,06 0.02
Al OH-Laktat" 0,01 | 002 | 0,03
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6.4 Spojitost mezi barvou vina, obsahem hliniku a pH

Jednim z parametrt, které mohou vyrazné ovlivnit kvalitu vina, je pH. Publikované
hodnoty pH pro bild vina se pohybuji v rozsahu 3,1-3,4 a pro vina ¢ervena mezi 3,3-3,6
(Kontoudakis et al. 2011; Coelho et al. 2018). Ty jsou v dobré shodé s naméfenymi
hodnotami (Graf ¢. 1), které se pohybuji v rozsahu 3,19-3,61 pro bila vina a 3,41-3,69 pro
cervend vina. Zavislost mezi barvou vina, obsahem hliniku a pH vina hodnoti Graf ¢. 5.

Graf ¢. 5, porovnani zavislosti mezi barvou vina, obsahem hliniku a pH vina
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Jestlize hodnotu pH vyjadiime jako ekvivalent koncentrace H3O", souvislost s obsahem
hliniku se stane patrnéj$i. Podle Pearsona (Graf ¢. 6), existuje stfedné silna pozitivni korelace
mezi pH a obsahem hliniku ve vinech (r = 0,59) i navzdory nizkému koeficientu determinace
(R? = 0,35). To lze &aste¢né odivodnit nizkym poétem vzorki. Vyznam korelace dokazuje
hodnota p < 0,05 (p = 0,02), ze které vyplyva, Ze hypotéza zavislosti pH a obsahu hliniku je
statisticky vyznamna.

Korela¢ni vztah mezi obsahem hliniku a pH je moZné pozorovat i s piihlédnutim k barvé
vina. U Cervenych vin nastava slaba pozitivni korelace (r = 0,33), zatimco u bilého vina
stiedné silna pozitivni korelace (r = 0,57). Toto zjiSténi je vyznamné, protoze V Cerveném
viné neni obsah hliniku ovlivnén ptidavkem bentonitu (Stafilov & Karadjova 2009), coz
potvrzuje existenci pozitivniho korelacniho vztahu mezi obsahem hliniku a hodnotou pH.
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Graf ¢. 6, korelacni vztah mezi pH a obsahem hliniku bez ohledu na barvu vina
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Pro zvyseni prikaznosti korelace a potvrzeni statistické vyznamnosti by bylo nutné zvysit
pocet vzorku. Literatura po této strance poskytuje jen jediny pouzitelny udaj, kdy (Cabrita et
al. 2018) pozoroval v bilém vin¢ obsah Al v praméru 814 pg/l pii pH 3,64. V Cerveném
naopak pozoroval obsah Al 599 pg/l pfi hodnoté pH 3,78. Zkombinovanim téchto tdaji
s experimentalné ziskanymi daty stoupé jak koeficient determinace (R? = 0,40), tak celkova
sila korelacniho vztahu podle Pearsona (r = 0,63) za zachovani statistické vyznamnosti
p <0,01 (p =0,0062).

Pti pohledu na barvu vina, se ale vyledky zhorSuji z diivodu nepotvrzeni statistické
vyznamnosti (hodnota p). U Cervenych vin vyplyva stiedni pozitivni korelace (r = 0,47)
a nizky koeficient determinace (R? = 0,25). Oviem statisticka vyznamnost je vyssi nez 0,05
(p =0,19). Podobné vysledky se zobrazuji i u vin bilych. Nachazi se zde silna pozitivni
korelace (r = 0,63) a stiedni koeficient determinace R? = 0,39. Také se nepotvrdila statisticka
vyznamnost (p = 0,09).

Na zékladé¢ téchto hodnot nelze vyznamnost vysledkli jednoznaéné potvrdit.
Ale s ohledem na to, jak malo se ve védecké literatuie vyskytuje hodnota pH, pokud je méten
hlinik nebo jiny kov, jsou vysledky této prace mimotadné zajimavé.
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7. Zavér

V ramci prace jsem provadéla méfeni pH vin a postupné zjistila, ze bild vina maji
vyrazné niz$i pH oproti vinim Cervenym. VétSina vzorkld cerveného vina se pohybovala
V hodnotach pH 3,53-3,69, bez vyraznéjsiho rozdilu mezi odriidami a roéniky. V ptipadé
bilych vin se vétsina vzorka pohybovala mezi hodnotami pH 3,33-3,51. Dale jsem zjistila, Ze
vliv na hodnotu pH u jednotlivych vzorkt se muze lisit v zavislosti od genotypu jednotlivych
odrid a rovnéz jejich rocniku. V piipadé¢ sladsich odrid vin v kombinaci s ro¢nikem se podil
2018 je pH nizsi, nez u vzorkl rocniki 2020.

Dale jsem stanovila celkovy obsah hliniku ve vzorcich vina. Dosahoval v priméru
1235 pg/l bez ohledu na jeho barvu, kdy nejvyssi hodnota predstavovala 2302 pg/l a naopak
nejniz$i 624 pg/l. Nejvyssi hodnoty hliniku byly naméfeny ve vinech bilych. Z hlediska
métenych rocnikti bylo rovnéz patrné, ze u bilych vin byl jednoznacné vyssi obsah hliniku
u ro¢nikit z roku 2018. V ptipadé Cervenych vin byl naopak vyssi obsah hliniku u vzorkl
z roku 2020. Mezi jednotlivymi odridami byl patrny vyssi obsah hliniku u odrad TO a MM
u bilého vina a u odridy MP u ¢erveného vina. Pfi porovnani s literarnimi zdroji se nami
analyzované zdroje koncentraci hliniku pohybovaly v podobném rozsahu. Rovnéz byla
potvrzena shoda vysledkil, kde bila vina méla vyssi celkovy obsah hliniku oproti cervenym.

Ve vzorcich bylo celkové identifikovano 10 organickych kyselin. Konkrétné kyselina
mravenéi, octova, mlécnd, galakturonova, §tavelova, fumarova, jantarova, jableCna, vinna
a citronova. Z téch byly nejvice zastoupeny kyseliny vinna (2040 mg/l), jable¢na (1820 mg/l)
a mlécna (1750 mg/l), a nejméné kyselina mraven¢i (1,7 mg/l), detekovana na
kvantifikovatelné arovni jen v 8 vzorcich anebo fumarova (3,82 mg/l), kterou se podatilo
kvantifikovat jen v ptipadé 3 vzorki. V ramci porovnani hodnot s literaturou byla pozorovana
vysokd variabilita hodnot pro obsah jednotlivych kyselin. Vzhledem k dostupné literatuie
vSak mezi hodnotami jinych autor a nami zjisténymi hodnotami nebyly zaznamenany zadné
extrémni rozdily.

Schopnost interakce hliniku s organickymi kyselinami na zékladé realnych
koncentraci a hodnot pH byla nasledné simulovana pomoci programu Visual MINTEQ 3.1.
pii které organické kyseliny piedstavovaly jediné ligandy. Pomoci této simulace bylo zjisténo,
ze upiednostiiovan bude v tomto simulovaném systému vznik komplext hliniku s kyselinou
stavelovou. Bez ohledu na druh vina mohou Al-§tavelany tvofit potencialné az 91 % vsech
simulovanych komplext S nejzastoupengjsi formou Al-(Stavelan)z” (53,8-72,3 %). Z dalsich
komplexti budou na relevantné urovni mohou potencialn¢ vznikat Al-citraty (0,02—-15,56 %)
a Al-vinany (0,08-10,64 %). Simulace nedokazala odhadnou vyskyt komplexd s kyselinou
jable¢nou. Na zakladé literatury je vSak mozné odhadovat vznik Al-(jable¢nan)* na podstatné
vysoké urovni.

V pribé¢hu prace byla prokazana souvislost mezi disociaéni konstantou (pKa)
jednotlivych organickych kyselin a jejich schopnosti tvofit komplexy s hlinikem,
kdy s narGstem pH roztoku dochazi rovnéz K nardstu interakce organickych kyselin, diky
zvySeni poctu disociovanych molekul. To je zejména ocividné u organickych kyselin
s jedinou karboxylovou skupinou, jejichz disocia¢ni konstanta byli nejvyssi, a tedy nejhif
odstépovali proton ze své molekul v disledku vysoké koncentrace H3zO" v roztoku pii
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pH 3,01. Pravé proto s narastem pH na 3,69 byl pozorovan vyraznéjsi pokles signalu volnych
molekul pro kyseliny octovou (o 67,4 %), fumarovou (o 50,9 %) anebo jantarovou (0 43,2 %)
s pKa hodnotami 4,76; 3,03 a 4,20. Naproti tomu u kyselin §tavelové se dvéma, a citronové se
jen minimalni (6,88 a 5,39 %). Pii snizovani pH proto 1ze ocekavat vyssi stabilitu komplext
u organickych kyselin se stoupajicim po¢tem karboxylovych skupin a niz$i hodnotou pKa.
Také byl stanoven vztah mezi obsahem hliniku a pH, kdy pomoci statistického
vypoctu dle Pearsonova korela¢niho koeficientu bylo mozné pozorovat korelac¢ni vztah bez
ohledu na barvu vina. Vysledky byly statisticky vyznamné (p <0,05) a mezi vzorky existuje
sttedné silna pozitivni korelace (r = 0,59) i navzdory nizkému poétu vzorka (R? = 0,35).
Pro zvysSeni prukaznosti vzajemného vztahu by bylo nutné pocet vzorkli navysit o dostupna
data z védeckych ¢lanku. Litaretura ovSem poskytuje pouze jeden dopliujici udaj, se kterym
bylo provedeno statistické hodnoceni v ramci barvy vina. Zde se ukazuje, Ze statistickd
vyznamost neni potvrzena (p> 0,05) 1 pfi stavajici stfedni az silné korelaci pro ¢ervend a bila
vina (r = 0,47 a 0,63). Navzdory statistické nepriikaznosti, jsou tyto vysledky velmi hodnotné,
nebot’ autofi jinych védeckych praci se vztahem mezi obsahem Al a pH vin pfili§ nezabyvaji.
Neobsahuji tudiz poznatky, ze kterych by se dal vzajemny vztah statisticky vypocitat.
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. Seznam pouzitych zkratek a symboli

AAS — Atomova absorp¢ni spektrometrie

Al — hlinik

AN — Alzheimerova nemoc

AR — Argentina

BR — Brazilie

CE — Kapilarni elektroforéza

CZ — Ceska republika

Da — Dalton, jednotka molekulové hmotnosti

DE — Némecko

EFSA — European Food Safety Authority — Evropsky Gfad pro bezpecnost potravin
ES — Spanélsko

ETAAS — Elektrotermicka atomova absorp¢ni spektrometrie

FAAS — Plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations — Organizace pro
vyzivu a zemeédelstvi

FR — Francie

GC - Plynova chromatografie

GR — Recko

GRAS — Generally recognized as safe — latka je povazovana za bezpe¢nou
HPLC — Vysoce vykonna kapalinova chromatografie

HR — Chorvatsko

HU — Mad’arsko

IC-MS — iontova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

ICP-OES — optické emisni spektrometrie s indukéné vazanou plasmou

IR — Infracervené zateni

IT — Italie

ITP — Izotachoforéza

MS — Hmotnostni spektrometrie

OIV — International Organisation of Vine and Wine — Mezinarodni organizace pro
vinnou révu a vino

PT — Portugalsko

WHO — World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
USA — Spojené¢ staty americké
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10. Samostatné prilohy

Ptiloha €. 1, obsahy dalSich prvki ve vzorcich vin

my/l

B Ba Be Ca Co Cr Cu Fe Mg Mn Na Ni P Pb S Sh Si V Zn Al
NEC | 5332 | 0142 88,660 0,018 | 0409 | 2,888 | 86,246 | 1431 | 19599 | 0,021 |143197| 0,008 |446215| 0,004 | 24,155 | 0,052 | 0678 | 1223
NEB | 3903 | 0,158 | 0,002 | 68393 0011 | 0329 | 1203 | 65238 | 0593 | 21,573 | 0,012 | 113712 123,896 12,640 | 0,070 | 0365 | 1,223
K18 | 3451 | 0,098 41423 1 0,035 | 0011 | 0070 | 0548 | 88993 | 0,777 | 6,722 | 0034 |128149| 0,026 |168627| 0,035 | 10,465 | 0,004 | 0621 | 0,624
P20 | 4486 | 0,132 71,233 0,022 | 0233 | 3258 | 80,822 | 1,752 | 27,654 | 0,039 |281,609| 0,009 |364438| 0012 | 17,176 | 0,018 | 0940 | 1387
TC18 | 4486 | 0,132 71,233 0,022 | 0233 | 3258 | 80,822 | 1752 | 27,654 | 0,039 |281,609| 0,009 |364,438| 0012 | 17,176 | 0,018 | 0940 | 1,045
RR20 | 4993 | 0,075 | 0,003 | 63284 0,004 | 0464 | 1,088 | 77,946 | 1,212 | 22,022 | 0,044 |137529| 0,013 | 136,408 11,027 | 0,115 | 0,391 | 0,692
S20 | 2476 | 0,069 | 0,002 | 72,695 0,019 | 0,164 | 1197 | 55,689 | 0499 | 9471 | 0,033 |211481| 0,014 |449,906 6,428 | 0,006 | 0920 | 0,626
MM18| 4,993 | 0,075 | 0,003 | 63,284 0,004 | 0464 | 1088 | 77,946 | 1212 | 22,022 | 0,044 |137529| 0,013 | 136,408 11,027 | 0,115 | 0391 | 1934
MM20 | 2,476 | 0,069 | 0,002 | 72,695 0,019 | 064 | 1197 | 55,689 | 0499 | 9471 | 0,033 |211481| 0,014 | 449,906 6,428 | 0,006 | 0920 | 0923
TO18 | 3561 | 0,170 | 0,001 |106,637| 0,012 | 0011 | 0231 | 5020 | 72,144 | 1545 | 36920 | 0,057 |229,671| 0,022 | 388,173 24446 | 0,052 | 1286 | 2302
TO20 | 3755 | 0202 | 0,001 | 148670 0,022 | 0359 | 2,216 | 86,038 | 1,782 | 39407 | 0102 |185299| 0,043 |163829| 0,016 | 21,191 | 0,080 | 1105 | 1764
SV18 | 4431 | 0101 62,733 | 0,003 | 0,010 | 0319 | 3017 | 85780 | 1,134 | 14918 | 0,043 |128,666| 0,026 |187,863 12,306 | 0,015 | 0,729 | 1137
SV20 | 3486 | 0,04 | 0,001 | 68397 | 0,018 | 0,018 | 0178 | 5383 | 64,939 | 1118 | 6,736 | 0,034 |166955]| 0,026 |177502| 0,004 | 13289 | 0,004 | 0,706 | 1,076
MP18 | 4,035 | 0315 45559 | 0,017 | 0,031 | 0200 | 2,378 | 87,706 | 0,832 | 10,354 | 0,040 |120,765| 0,020 | 265,376 12471 0,103 | 1,318 | 0951
MP20 | 3625 | 0,145 | 0,002 | 88,644 | 0,017 | 0,019 | 0146 | 4071 | 73868 | 0,568 | 14,857 | 0,054 |252,191| -0,002 |389,828| 0,011 | 9,968 | 0,015 | 1526 | 1614




Ptiloha ¢&. 2, zmény detekovaného signalu (v %) v zavislosti na koncentraci AI®* p¥i pH 3,01

Koncentrace Al3*

Kyselina 1 mg/l 10 mg/l 100 mg/I

Stavelova -8,748 -32,170 -76,860
Vinna -5,519 -10,998 -38,103
Mravenéi -0,290 -3,030 -4,189
Jableéna  -9,844 -14,094 -43,148
Octova -2,827 -3,019 -3,239
Citronova -8,459 -57,920 -89,009
Jantarova -2,428 -4,250 -6,375
Fumarova -2,606 -2,846 -3,262
Milécéna -3,537 -5,008 -5,604
Sorbova -0,091 -0,091 -0,091
Benzoova -0,576 -0,576 -0,576
Maselna -2,013 -2,162 -1,789



Piiloha &.3, zmény detekovaného signalu (v %) v zavislosti na koncentraci AI** pii pH 3,69
Koncentrace AIP*
Kyselina 1mg/l 10 mg/l 100 mg/l
Stavelova -14,700 -41,560 -83,735
Vinna -9,485  -18,806 -44,890
Mravenéi -9,202 -8,846 -36,052
Jable¢na  -10,755 -19,081 -67,476
Octova -1,153 -2,800 -70,601
Citronova -14,817 -64,709 -94,397
Jantarova -4,900 -9,887 | -49,566
Fumarova -19,827 -25328 -54,141
Milécna -7,671  -10,254 -27,583
Sorbova -0,263  -13,760 -18,529
Benzoova -1,413 -4,919 @ -5913
Maselna  -0,298 -5143 -7,874









