Mendelova univerzita v Brné

Zahradnicka fakulta v Lednici

Studium flavonoidi v ¢ervenych vinech

Diplomova préace

Vedouci diplomové prace Vypracovala

doc. Ing. Jiti Sochor, Ph.D. Bc. Alexandra Kandourova

Lednice 2017



40 J sl Z Ustav vinohradnictvi a vinai'stvi
‘ éakhrlignlcka Akademicky rok: 2016/2017
u

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Zpracovatelka: Bc. Alexandra Kandourova

Studijni program:  Zahradnické inZenyrstvi

Obor: Rizeni zahradnickych technologif
Nézev tématu: Studium flavonoidi u éervenych vin
Rozsah préce: minimalni rozsah 50 stran

Zésady pro vypracovani:

1. Prostudujte dostupnou literaturu ohledné obsahu flavonoidii u ¢ervenych vin
a zpracujte na toto téma literdrni reSersi.

2. Vyberte vzorky cervenych mosti a z nich nasledné vyrobenych vin. Pomoci
vysoce-ucinné kapalinové chromatografie stanovte obsah vybranych flavonoidd
v tasovych intervalech v priibéhu vyroby vina.

3. Ziskana data vyhodnotte a zpracujte.

4. Vysledky diskutujte, zaméite se na sledovéani obsahu flavonoidii v prabéhu vyroby
vina.

Mendelova
univerzita
v Brné



Seznam odborné literatury:
1. BACOVSKA, N. - KOMINKOVA, M. — RUTTKAY-NEDECKY, B. — KOPEL, P. - TRNKOVA, L. -

ZITKA, 0. — ADAM, V. — KIZEK, R. Electrochemical study of flavonoids in wine. Journal of
Metallomics and Nanotechnologies. 2014. sv. 1, &. 2, s. 52-55. ISSN 2336-3940.

. PAPOUSKOVA, B. — BEDNAR, P. — HRON, K. - STAVEK, J. - BALIK, J. - MYJAVCOVA, R. - BAR-
TAK, P. - TOMANKOVA, E. — LEMR, K. Advanced liquid chromatography/mass spectrometry
profiling of anthocyanins in relation to set of red wine varieties certified in Czech Republic.
Journal of Chromatography A. 2011. sv. 1218, ¢é. 42, s. 7581-7591. ISSN 0021-9673.

. BARON, M. — KUMSTA, M. Comparison of North Italian and South Moravian wines on the
base of their antioxidant activity, phenolic composition and sensory quality. Acta Universi-
tatis Agriculturae et Sifviculturae Mendelianae Brunensis. 2012. sv. 60, ¢. 8, s. 9-18. ISSN
1211-8516.

. MATEJICEK, D. - MIKES, 0. - KLEJDUS, B. - STERBOVA, D. - KUBAN, V. Changes in Content of
Phenalic Compounds During Maturing of Barrique Red Wine. Food Chemistry. 2005. sv. 90,
€. 1, s. 791-800. ISSN 0308-8146.

Datum zadéni diplomové prace:

Termin odevzdéni diplomové préce:

Bc. Al dra Kandourova
Autorka prace

L
doc. IA& Baro\ﬁ,"Ph.D.

Vedouci dstavu

listopad 2015

duben 2017
L.S. 2
Nl 7 /1 7
/4
~ I /4
dac. Ing. Jiii Sochor, Ph.D.
| Vedodci prace

prof. Ing. Robert Pokluda, Ph.D.
Dé&kan ZF MENDELU



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci na téma:
Studium flavonoidii v Cervenych vinech

vypracovala samostatné a veskeré pouzité prameny a informace jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace byla zvefejnéna v souladu s § 47b zékona €.
111/1998 Sb. o vysokych skolach ve znéni pozdéjsich piedpist a v souladu s platnou

Smérnici o zvefejiiovani vysokoskolskych zavére¢nych praci.

Jsem si védoma, Ze se na moji praci vztahuje zdkon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zékon, a ze
Mendelova univerzita v Brné ma pravo na uzavieni licencni smlouvy a uziti této prace

jako skolniho dila podle § 60 odst. 1 Autorského zakona.

Dale se zavazuji, ze pfed sepsanim licen¢ni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzadam pisemné stanovisko univerzity o tom, ze piredmétna licenéni
smlouva neni v rozporu s opravnénymi zajmy univerzity a zavazuji se uhradit piipadny

ptispévek na uhradu nakladi spojenych se vznikem dila, a to az do jejich skutec¢né vyse.

V Lednici dne:



Podékovani:

Rada bych pod¢kovala vSem, ktefi mi pfi psani této diplomové prace pomohli, hlavné
vedoucimu me diplomové prace doc. Ing. Jifimu Sochorovi, Ph.D. za prubézné
ptipominky k této praci. Dale bych rada podékovala doc. Ing. Mojmiru Baronovi, Ph.D.,
za konzultace, cenné rady a podporu. V neposledni fadé Ing. Michalu Kumstovi za pomoc
pfi vyhodnocovani experimentalni ¢asti mé prace a Bec. Jifimu Blaschovi za pomoc

s pokusem.



Obsah

L UVOO. it 10
O 1 I o] - 1o - USSR 12
3. LIETAINT TESETSE 1ouvvviiiiieiiiee sttt ettt ettt sttt et e st e e st e e e snb e e snb e e e s bb e e e nnb e e e nnneeans 13
3.1 FEnOlOVE SIOUCEIINY ....cciuiiiiiiiiiiii ittt sttt 13
B2 FIAVONOIAY ... bbb 15
3.2. 1 ANTOKYANY ...ttt bbbttt 16
B.2.2 FIAVONOIY ... 19
B2 3 FIAVANOIY ..o 21
BL2.4 FIAVONY ..ttt bbbttt 23

3.3 Vyskyt a role V roStliNACK ..........cooiiiiiii s 24
3.4 Vliv délky a zptisobu macerace na obsah polyfenolickych sloucenin ....................... 26
3.4. 1 KIASICKA MACETACE .....eveevierieniesiesie sttt sttt sttt st sbenrenreas 26
R N [0] 4T Tod=] - Tod - PR 26

3. 4.3 TePlota @ CaS ...vviviiiiiiiiii i 27

4, EXPEITMENTAINT CAST.....uiiiiiiiiieiie ettt nn e e 29
AL IMAEEITAL ..ottt eneas 29
4.1.1 Popis odriidy Rulandské modré.............cccoiviiiiiiiiiiiiiii e 29
4.1.2 Charakteristika StanOVISTE. .......ccvuuiiiiuriiiiieiiiie i sine e 31

4.2 MELOATKE PIACE .....veeieeeieeie ettt ettt e et st eenesne e 32
A 3 IMIBEOAY ...ttt bbbt bbbttt bbb ere s 34
4.3.1 Stanoveni cukernatosti refraktometrem.........coeveieieii i 35
4.3.2 SEANOVENT PH ..o bbbt 35
4.3.3 Stanoveni veSkerych titrovatelnych kyselin .........cccooevoiiiiiii 36
4.3.4. Stanoveni celkového asimilovatelného dusiku............ccccooviiiiiniiiie 36

6



4.3.5 Stanoveni obsahu vybranych flavonoidi pomoci HPLC ............ccccoeiviiiiiiennne 37

4.3.6 Stanoveni celkové antioxidacni aktiVIty......cccoviveiiiie i 38
4.3.7 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych sloucenin ..........ccccvcveiviiiiiiiiiiienne, 39
4.3.8 Stanoveni celkovych antokyantl..........cccvviiiiniiiiiiiiie e 39
4.3.9 Stanoveni celkovych flavanoll............ccooiiiiiiiiiiii e 40

D WYSIBUKY ..t b ettt b e nbe e 41
5.1 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych Tatek. ... 41
5.2 Stanoveni celkové antioXidacni aktiVIty ........ccceeiiiiiiiierinicec e 43
5.3 Stanoveni obsahu celkovych flavanolll............cccceiiiiiiiiiii e 45
5.4 Stanoveni obsahu antoKyantUl..........ccccveiiiiiiiiiie e 46
5.6 Stanoveni obsahu vybranych flavonoidi pomoci HPLC ..., 47
5.7 Stanoveni obsahu fenolovych kyselin pomoci HPLC............ccccccoeveiiiie i, 49
B. DISKUZE ...t s 53
T ZZAVET et h e R et R b b e ne e nne e 55
8. SOUNIM .. e 56
0. RESUME. ...ttt 56
9. Seznam POUZIte HETALULY .......ccviiiiiiiiriiie i 58



Seznam obréazku

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

1 Schéma flavonoidii
2 Schéma antokyant
3 Kyanidin

4 Peonidin

5 Malvidin

6 Delfinidin

7 Pelargonidin

8 Petunidin

9 Schéma flavonoli
10 Kaempferol

11 Quercetin

12 Myricetin

13 Isorhamnetin

14 Katechin

15 Epikatechin

16 Epikatechin galat
17 Epigallokatechin
18 Apigenin

19 Luteolin

20 Schéma experimentu



Obr. 21 Ptistroj MIURA ONE
Seznam grafi

Graf 1: Vyvoj celkovych fenoli u vSech variant macerace vyjadieny jako mg.l'1

ekvivalentu kyseliny gallové

Graf 2: Hodnoty antiradikdlové aktivity u vSech variant macerace vyjadieny jako mg.l'1

ekvivalentu kyseliny gallové

Graf 3: Hodnoty redukéni sily u viech variant macerace vyjadfeny jako mg.1™ ekvivalentu

kyseliny gallové

Graf 4: Vyvoj celkovych flavanolii u viech variant macerace vyjadieny jako mg.I*

ekvivalentu katechinu

Graf 5: Vyvoj antokyanii u viech variant macerace vyjadieny jako mg.I”

Graf 6: Hodnoty katechinu u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I™

Graf 7: Hodnoty epikatechinu u variant PN 0 a PN 14 vyjadfeny jako mg.1™

Graf 8: Hodnoty kyseliny galové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I™

Graf 9: Hodnoty kyseliny vanilové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I*

Graf 10: Hodnoty kyseliny syringové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I™

Graf 11: Hodnoty kyseliny protokatechuové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I*

Graf 12: Hodnoty kyseliny hydroxybenzooveé u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako

mg.I™?



1. Uvod

Polyfenolické slouceniny vytvari velkou skupinu latek, které¢ jsou odpovédné za kvalitu,
strukturu, barvu a chut’ zejména Cervené¢ho vina. K polyfenolickym slouc¢enindm patii

napf. flavonoidy, stilbeny, taniny.

Flavonoidy jsou zodpovédné za barvu a trpkosti Cervenych vin a za Zzluty odstin
zoxidovanych bilych vin, a také se podili na zakalech a srazeninach, a dalSich
technologickych problémech (napt. ucpani filtratni membrany, adsorpce na povrchu
nadrze).

K nejcastéjsim flavonoidiim ve ving patii antokyany, flavonoly a flavanoly. Prokyanidiny,
nazyvané také kondenzované taniny, patii k flavanolim a jsou odpovédné za hotrkost a
trpkost vina. Antokyany odpovidaji za stabilitu barvy ¢erveného vina.

Flavonoidy jsou slouéeniny, které se bézné vyskytuji v ptirodé a nalezi do skupiny
rostlinnych sekundarnich metabolitti. V poslednich letech byl zaznamenan zvySeny zajem o
jejich studium, jelikoz maji blahodarné ucinky na lidské zdravi.

Tyto organické pigmenty si lidsky ani jiny zivo¢isny organizmus sam nevytvoii, ale mize
je pfijimat pfi konzumaci ovoce, zeleniny, nékterych semen ¢i napoju.

Z vysledkit mnoha klinickych a experimentalnich sledovéani vyplyva Siroké spektrum jejich
ucinnosti. Flavonoidy jsou spojovany predevSim se sniZenim rizika kardiovaskularnich
chorob a chronickych onemocnéni, s antioxida¢ni aktivitou, represivnim U¢inkem proti
zanétim a ristu bakterii ¢i virl nebo protektivnim vlivem na vznik nékterych nadord.
Soucasné jsou analyzovany souvislosti mezi pozitivnimi zdravotnimi aspekty flavonoidi a
jejich zvySenou konzumaci v potravé se zastoupenim ovoce a zeleniny, a také v kakau,
kave, ¢aji ¢i ving.

Flavonoidy jsou fazeny mezi ptirodni antioxidanty a spole¢né s nékterymi latkami dokazou
reagovat s kyslikovymi radikaly. Jednou z nejvice znamych hypotéz je tzv. ,,francouzsky
paradox“. Tato hypotéza se opird o zjiSténi, Ze strava Francouzl je bohatd na nasycené
tuky, ale Francouzi piji také témet ke kazdému jidlu ¢ervené vino, kterému je pfipisovano
témer tiikrat mensi riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni nez ve Spojenych statech
americkych, kde lidé ve stravé pfijimaji méné nasycenych tukl, ale nevypiji tolik

¢erveného vina.
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Velky vliv na obsah flavonoidii pfedevs§im v ¢erveném viné ma macerace, béhem které se
do vina vyluhuji hlavné antokyany, pak nékteré flavanoly napf. prokyanidiny a katechiny.
Existuji rizné zpusoby macerace jako naptiklad Klasickd, karbonickd, kryomacerace a
postfermenta¢ni macerace, kterd vyplyva z nutnosti prodlouzeni extrakci i po ukonceni

fermentace.
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2. Cil préace
Cilem prace bylo prostudovat dostupnou literaturu ohledné obsahu flavonoidi

Vv Cervenych vinech.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na stanoveni obsahu fenolickych latek, antokyant, flavanoli
a stanoveni antioxida¢ni aktivity. Dal také na stanoveni obsahu vybranych flavonoida
pomoci kapalinové chromatografie v pribéhu macerace, véetné piedfermentacni a

postfermentacni macerace.

Ugelem bylo ziskané vysledky zpracovat a vyhodnotit vhodnymi statistickymi metodami.
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3. Literarni reSerse

3.1 Fenolové slou¢eniny

Fenolové slouceniny maji diillezitou funkci ve vinafstvi, protoze jsou odpovédné za
vSechny rozdily mezi bilym a Cervenym vinem. Maji baktericidni, fungistaticky a
antioxida¢ni ucinek jak v samotném hroznu, tak i na konzumenta, jednoznacné tedy
ovliviiuji jeho zdravi. Jejich mimofadné prospésné latky pro lidské zdravi jsou pii¢inou
tzv. francouzského paradoxu. Tyto latky pochazi z raznych c¢asti hroznu a béhem
vinifikace se extrahuji do vina. Stopové mnozstvi pochazi z metabolismu kvasinek a také

muze byt ziskané ze dieva sudu. (Michlovsky, 2015)

Pojem ,.fenolovy“ se pouziva pro latku, kterd obsahuje aspon jednu hydroxylovou
skupinu (OH) a aromatické jadro C6. Polyfenoly obsahuji v molekule vice nez jednu
fenolovou skupinu. (Michlovsky, 2015)

Fenolové slouceniny tézko se izoluji, a proto jsou teprve od 60. let minulého stoleti
pfedmétem systematickych vyzkumd. (Michlovsky, 2014) Déli se na nizkomolekularni -
fenolové kyseliny, flavonoidy a vysokomolekularni, které vznikaji jejich kondenzaci.
Celkovy obsah fenolovych latek zAvisi na ptdnim slozeni, Klimatu, odradé a

agrotechnice. Mlizeme je najit ve slupce, duznin¢ a semenech bobule. (Pavlousek, 2011)

Tyto slouéeniny pusobi na organoleptické vlastnosti vina, ovliviiuji vini a barvu vina,
hotkost, plnost, stahujici pocit v chuti. Ovliviiuji pribéh starnuti mostu a vina. Jejich
obsah se v bilém ving pohybuje v mnozstvi do 0,25 g.™. Macerace a lisovani pii
vysokych tlacich zvySuje jejich obsah. V ¢erveném vin€ obsah fenolovych sloucenin je do
4,5 g.I'l. Tyto slouceniny byly dlouhou dobu zatfidovany nepiesné pod pojmem

»taninoveé latky*. Nyni se déli do tfech skupin:

o Fenolové kyseliny
o Ttisloviny (taniny)
o Flavonoidy

(Michlovsky, 2014)

Vzhledem k zvolenému tématu, diplomové prace se bude piedevsim zaobirat flavonoidy.
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Ve tricatych letech 19. stoleti ze dfeva akacie katechové byly izolovany tfisloviny, ve
kterych byly zjistény mnohocetné fenolické slouceniny, v routé zahradni a chmelu
otac¢ivém byl objeven rutin a jeho flavonolovy aglykon kvercetin. Ve druhé poloviné 19.
stoleti se zacal studium vyskytu flavonoidnich a dalSich polyfenolickych latek v
rozlicnych castech rostlin. Byl zkoumén jejich vliv na barvu kvéth a listd, vliv na
opylujici a skodlivy hmyz. Probihalo studium slozeni tfislovin a ligninu. V roce 1876
Charles R. Darwin vyslovil hypotézu o vyvojové funkci a vyznamu flavonoidd v
rostlindch. V prvnich dvou desetiletich 20. stoleti doslo k mnoha poznatkiim: z tfislovin
byly izolovany a identifikovany anthokyanidiny, flavony a flavonoly, z citronové $tavy
byla izolovana silné¢ redukujici latka, povazovand za formu vitaminu C s povahou

rostlinného barviva. (Zloch, 2003)

Objevitelem flavonoidi je madarsky biochemik Albert Szent-Gyodrgyi von Nagyrapolt
(1893 — 1986). V roku 1936 objevil v kufe citrusovych plodu latku (smés glykosida),
aktivujici €innost vitaminu C, oznacil ji jako citrin a analogicky ho spojil s pojmem
vitaminu P. Dnes, se setkame také s ndzvem rutin. V roce 1937 za objevy tykajici se
procest biologické oxidace a zvlasteé za vyzkumy spojené s Ucinky vitaminu C dostal

Nobelovu cenu. (Vachovd, 2012)
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3.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvotreného
dvéma benzenovymi jadry (A a B), spojenymi heterocyklickym pyranem (C). Bézné
byvaji substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se

1isi pouze stupném substituce a oxidace. (Ribéreau-Gayon et al., 2006)

Obr. 1 Schéma flavonoidi

,Flavonoidy jsou ¢asto vazany s jednou nebo vice molekulami glukozy do sloucenin,
které se nazyvaji glykosidy. Pfitomnost molekul glukozy zajistuje vét$i rozpustnost
flavonoidi ve vodné — alkoholickém prostfedi, jakym je vino. Ve viné zplsobuji
hotkost.“ (Michlovsky, 2014) Ptredpokladanou funkci flavonoidi v révé vinné (ale i
V jinych rostlinach) je obrana proti mikrobidlnim patogenim, hmyzu a bylozravcim.

(Michlovsky, 2015)

Cervené vino je bohatym zdrojem polyfenolickych latek. Jak uvadi Creasy et al. (2003),
na jedné stran¢ polyfenolické latky tvofi relativné malou ¢ast jednotlivych slozek vina, v
celkovém objemu ptiblizné 0,15 % u Cervenych vin a 0,025 % u bilych vin. Na druhé
stran¢ jsou samotné flavonoidy jejich podstatnou ¢asti a ovliviiuji vyraznym zptsobem
kvalitu vina. V ¢ervenych vinech flavonoidy tvoifi vice nez 85 % z celkového obsahu
fenolickych latek, tj. 1000 mg.I™, ve vinech bilych obvykle méné nez 20 % celkového
fenolického obsahu, tj. 50 mg.I™. (Jackson, 2008) V bobuli vznikaji predevsim ve slupce

a v semenech, v mensim mnozstvi i v tfaping€. (Michlovsky, 2015)

Flavonoidy jsou rozdélovany do 4 zakladnich skupin: antokyany, flavonoly, flavanoly,
flavony. Jejich podrobné&jsi popis bude v nésledujicich podkapitolach.
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3.2.1 Antokyany

Jsou ve vodé rozpustné rostlinné pigmenty, které odpovidaji za modrou, fialovou, a
Cervenou barvu mnoha rostlinnych tkani. Vyskytuji se ptedev§im jako O-glykosidy.
(Ronald L. Prior, 2012)

R
OH
+
HO (o)
‘ ™" O R
7 No sugar
OH

Obr. 2 Schéma antokyanti

Antokyany jsou zakladem ¢erveného zbarveni vin. Volné antokyany nejsou stabilni, proto
pro uchovani barvy je nezbytna polymerizace. Stabilizace barvy probiha prostiednictvim
mechanizmii kratkodobych napt. kopigmentace nebo dlouhodobych napf. polymerace
sflavan-3-oly a prokyanidiny, nebo vytvafeni novych pigmentd, napf.

pyranoantokyanidint, které mohou reagovat s taniny. (Michlovsky, 2015)

Antokyanova barviva se nachéazeji nejvice v modrych odriiddch révy vinné a to ve
vakuolach bunék slupky. U nékterych odrid i v duZzning. Vytvaieji se nejvice béhem zrani
hroznd v zavislosti na kvalité ro¢niku. (Pavlousek, 2011) Na biosyntézu antokyanti ma
velky vliv teplota a svétlo. Teplota bobule se zvy3uje s tokem svétla. Uginek svétla je
nejvice vyznamny u odrid s Cervenou slupkou napt. ‘Rulandské sedé’, ‘Palava’, ‘Tramin
cerveny’, protoZe bez svétla by jejich slupka nez€ervenala. Oslunéni modrych hroznt je
V horkém klimatu Skodlive, ale ve stfedni Evropé€ je prospésné. Také ma vliv 1 voda, pii

jeji nedostatku obsah antokyanti se zvysuje. (Michlovsky, 2015)
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,,Z hlediska nazvoslovi se termin antokyany pouZziva pro oznaceni:*

o Antokyanidint, tj. struktury bez navazanych cukernych jednotek (tzv. aglykony).
K antokyanidinim patii pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin, malvidin a
petunidin.

o Antokyanini (ve formé glykosidt) — svazéni cukru saglykonem, kterym je
antokyanidin.

(Michlovsky, 2014)

V piirodé se vyskytuje asi 17 antokyanidinu, ale jen Sest z nich - kyanidin, delfinidin,
petunidin, peonidin, pelargonidin a malvidin — jsou vSudypfitomné distribuovany.
(Ronald L. Prior, 2012)

V bobuli kyanidin a delfinidin jsou vytvareny ihned zpocatku, jejich koncentrace se na
konci dozravani snizuje o 10 %. Petunidin tvoii cca 10 % celkovych antokyani v dobé
sklizng, na konci dozravani dochazi k nevyznamnému poklesu. Peonidin a malvidin se
tvoii jako posledni a jejich pfitomnost signalizuje biologickou aktivitu révy. (Michlovsky.

2015)

Kromé pelargonidinu se ve viné vyskytuji vSechny antokyanidiny. (Michlovsky, 2014)
Malvidin je prevladajici antokyanidin ve vétSin€é cCervenych vin a je barevné
nejintenzivngj$i, tvoii zéklad barvy Cervenych vin a modrych hroznt. Jeho koncentrace se
lisi podle odridy a stafi vina, pohybuje se od 100 mg.I" do 1500 mg.I" v prib&hu
fermentace, v nékolika dalSich letech béhem zrani vina jeho obsah rychle klesa, kdy se
muze dostat na nizkou hodnotu 50 — 0 mg.I™. (Vachova, 2014)

Dalsi variantou antokyanovych barviv, které se nachazi ve viné, jsou estery jednotlivych

monoglykosidua s kyselinou octovou, kumarovou a kdvovou. (Pavlousek, 2011)
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Obr. 5 Malvidin Obr. 6 Delfinidin

Obr. 7 Pelargonidin Obr. 8 Petunidin

Zdrojem kyanidinu a malvidinu jsou hrozny révy vinné, delfinidin je nejvice zastoupeny

ve visni, pelargonidin v malinach, peonidin a petunidin v modrych hroznech a jahodéach.
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(Robert J Nijveldt et al., 2001) Nejvice je ve vSech odrudach révy vinné zastoupen

malvidin (90 — 50 % ptitomnych antokyant). (Ribéreau-Gayon et al., 2006)

3.2.2 Flavonoly

Jsou nejrozsifengjsi slouceniny, zluté pigmenty S ruznou intenzitou barviva, které se
vyskytuji ve slupkdch modrych a bilych hrozni, mohou se nachazet v tfaping.
(Michlovsky, 2014)

Obr. 9 Schéma flavonold

Na rozdil od vétsiny fenolovych latek, jejich podil je dan geneticky. (Michlovsky, 2015)
Flavonoly se vzdy vyskytuji v podobé glykosidii a to zejména v bobulich révy vinné. Lisi
se substituci postranniho jadra, produkujici kaempferol (1 OH), quercitin (2 OH) a
myricetin (3 OH). (Pavlousek, 2011) Glykosidy myricetinu ve slupkach bilych hroznt
schazi. (Michlovsky, 2014)

Glykosidy jsou béhem vinifikace rozlozeny na cukerné jednotky a aglykon. V hotovém
viné Ize naleznout jen volné flavonolové aglykony; v bilych vinech v mnozstvi 1 — 3
mg.I%, ve vinech &ervenych v mmozstvi vrozmezi 20 — 100 mg.I™. Flavonoly se
nepodileji na barvé bilych vin. (Michlovsky, 2014) Maji schopnost chranit bobule pied
UV zatfenim. (Pavlousek, 2011)
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Obr. 12 Myricetin Obr. 13 Isorhamnetin

Kaempferol mimo révu vinnou lze identifikovat v brokolici, myricetin v slupkach ovoce,

quercetin se nachazi v hlavkoveém salatu, olivach a cibuli. (Robert J Nijveldt et al., 2001)

20



3.2.3 Flavanoly

Flavan-3-oly jsou polymerizované katechiny, které se vyskytuji v hroznech jako
monomery, oligomery a polymery. (Véronique Cheynier, 2006) Béhem zrani vytvareji
v bobuli polymery nazvané proantokyanidiny (kondenzované taniny). (Pavlousek, 2011)
V bobulich se nachazi pievazné v semenech a slupce, ackoliv stopové mnozZstvi
monomerti a dimerd se nachazi v duzniné, zejména u barviiek. (Véronique Cheynier,
2006) V bobuli maji nejvetsi zastoupeni. Jejich mnozstvi je zavislé na teploté, proto
Vv teplotné pfiznivych podminkdch je jich nejvice, obzvldst u modrych odrad.
(Michlovsky, 2015) Dale je jejich obsah zavisly na stupni vyvoje hroznl, na odruadé a
okolnim prostfedi. Ve slupce bobuli se syntetizuji v pribéhu dvou tydnt po odkvétu.

(Downey et al., 2003)

Flavan-3-oly, ovliviiuji strukturu a chutové vlastnosti vina. Slupka a semeno obsahuji
jednoduché flavan-3-oly — katechin, epikatechin, epikatechin galat a epigallokatechin.
(Pavlousek, 2011). V mladych ¢ervenych vinech se nachazeji v mnozstvi kolem 50 — 100
mg.I™. (Michlovsky, 2014)

Mnozstvi katechinu a epikatechinu v Cervenych vinech z Moravy a z Italie zkoumali
Baroni et al. (2012). Maximalni koncentrace katechinu u odridy ‘Cabernet Sauvignon’
z Mikulova byla 112,4 mg.I"* a maximalni koncentrace epikatechinu u odriidy ‘Rulandské
modré’ z Mikulova byla 91,2 mg.I"*. Celkova koncentrace flavanolii u vin z Moravy byla
dva krat vys$si nez u vin z Italie, coz mohlo byt zptisobeno chladngj§im podnebim v Ceské

republice. (Michlovsky, 2015)
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Obr. 16 Epikatechin galat Obr. 17 Epigallokatechin

Katechin je nejrozsifenéjsi z fenolickych sloucenin, nachédzi se v cGerveném viné v
koncentraci kolem 300 mg.I™, epikatechin v &aje a epikatechin galat v pohance a zeleném
Caje. (Robert J Nijveldt et al., 2001)
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3.2.4 Flavony
Méné zastoupenou skupinou flavonoidnich sloucenin, které miizeme najit ve ving, jsou
flavony. Vznikaji odvozenim ze struktury flavonoli. Ve viné se nachdzeji ve velmi

malém mnozstvi a pochézeji ze slupek a listi révy vinné. (Michlovsky, 2014)

Mezi flavony patii apigenin a luteolin. (Vachova, 2014)

OH
OH OH
HO 0O HO 0
| (1)
OH O OH
Obr. 18 Apigenin Obr. 19 Luteolin

Flavony se vyskytuji v tymianu, celeru, feferonkach a salatu. (Vachova, 2014)
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3.3 Vyskyt a role v rostlinach
V pocatcich vyzkumt byly flavonoidy povazovany za metabolické odpadni produkty
rostlin, ale dnes je jim pfisuzovano hodné riiznych funkci dtlezitych k rastu a vyvoji

rostlin. (Klejdus et al., 1999)

Flavonoidy zvysSuji pfitazlivost rostlin pro opylovace, navadi ¢innost pidnich bakterii
Rhizobium sp. pti fixaci kysliku. ZvySuji snasenlivost rostlin k riznym abiotickym
stresim. (Klejdus et al., 1999) Chrani rostlinu proti UV zafeni, slouzi jako izola¢ni
materialy bunécnych stén pii nepropustnosti pro vodu nebo plyny, a jako konstrukéni
materialy pro stabilitu rostlin. (Heldt et al., 2005) Flavonoidy jako biologické pigmenty
poskytuji zbarveni kvétindm, ovoci, zelenin€ a listim. Vytvareji prekazky proti plisnim,
maji vlastnosti antimikrobiélni, insekticidni a estrogenni. To jsou nékteré z duvoda, pro¢
rostliny vkladaji takové vyznamné mnozstvi své metabolické energie do jejich syntézy.

(Andersen et al., 2006)

Hlavnimi zdroji flavonoidnich sloucenin jsou pfedevsim ovoce, zelenina a napoje. Nevice
zastoupenymi flavonoidy v ovoci jsou katechiny. Nejbohat§im zdrojem katechint jsou
hrozny modrych odrud révy vinné a jablka. Katechiny, flavonoly a proanthokyanidiny se
vyskytuji v plodech ovoce, predev§im v duzniné. Ale naptiklad v jablkach jsou flavonoly
obsazeny také ve slupce. Katechiny miZzeme naleznout v hojném mnozZstvi v peckovém
ovoci, jako jsou modré Svestky a meruiiky. Flavanony a flavony se nachazeji v
citrusovych plodech, hlavné naringenin v grapefruitech a hesperetin v pomerancich,
citronech a limetkach. Proto jsou také nazyvany citrusovymi flavonoidy.
Proanthokyanidiny se ve velkém mnoZstvi nachdzeji v jablkach, Svestkach a broskvich,
treSnich, ostruzinach, cerném rybizu, hroznech, mnohem mén¢é jich je v jahodach a
malinach. Kvercetin je nejcastéjSim flavonolem pfedevSim v bezinkdch a brusinkéch.
Obzvlasté bohatym na obsah kaempferolu a myricetinu jsou rybiz a borivky, pak slupky
broskvi a hrusek. (Andersen et al., 2006)

V zeleniné se nachazi velké mnozstvi flavonold, a to hlavné kvercetin a kaempferol, v
rajcatech, cibuli, Salotce, v brokolici, kapusté, zeli, v listové zelenin¢ napiiklad v

hlavkovém salatu
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Napoje, napiiklad ovocné Stavy, Caje a vino, maji vysokou koncentraci katechini a
flavonold. Jable¢na stava je jednim z nejbohatSich zdroji katechinli, brusinkova st'ava
obsahuje vétSinu flavonold, predevsim ve formé kvercetinu a myricetinu, zatimco
flavanony se nachézeji v citrusovych stavach ptredevsim z grapefruiti a pomeranci. V
¢aji nalezneme nejhojnéji katechiny a flavonoly kvercetin, kaempferol a myricetin. Vino
obsahuje komplexni smés katechini, flavonoll, flavanoni a prokyanidinti. V pivu

dominuji pfedevsim prokyanidiny. (Andersen et al., 2006)

Ovoce, zelenina, ndpoje a dalsi rostlinné produkty jsou hlavnimi zdroji fenolickych, i

flavonoidnich slou¢enin v lidské stravé. (Balasundram et al., 2006)
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3.4 Vliv délky a zptisobu macerace na obsah polyfenolickych slou¢enin
Velmi zésadni vliv na mnozstvi a slozeni polyfenolickych sloucenin, zejména barviv a

taninti, ma délka a zptsob macerace. RozliSujeme né¢kolik druhti macerace:

1) Klasicka macerace

2) Thermoflash / tepelnd macerace
3) Karbonick& macerace

4) Kryomacerace / studen& macerace

(http://www.ekovin.cz/ekovin/sekce-ekologicke-produkce/macerace)

3.4.1 Klasicka macerace
Macerace je zodpovédna za vzhled, vini a chut, kterymi se ¢ervené vino 1isi od vina
bilého. Pfinasi antokyany a tfisloviny, které ovliviiuji barvu a strukturu vina. Pfinasi také

vonn¢ latky, dusikaté slou€eniny, pektiny, minerdlni latky atd. (Michlovsky. 2015)

Riizné chemické slouceniny pochazeji ze slupek, semen a tfapin. Pficemz kazdy z téchto
organu piinasi chemicky a chutové rizné slozky. Trapina poskytuje bylinné chuté a viiné,
semena tvrdost a slupky pfispivaji jemnosti, avSak také doddvaji vinilm nekomplexni
charakter. Proto napfiklad kombinace semen a slupek doddva vinim lepsi harmonii a

rovnovahu. (Michlovsky, 2015)

3.4.2 Kryomacerace
Je to predfermentacni macerace za studena, pomoci které se zvySuje koncentrace

aromatickych latek. (Michlovsky, 2015)

Ugelem této metody je lep$i vyluhovani fenolovych sloudenin resp. barviv a
aromatickych latek. NejlepSich vysledk bylo dosazeno s odriidou ‘Rulandské modré’,

kde vysledna vina byla velmi jemna a ovocita. (Michlovsky, 2015)

Mezi vyhody studené macerace oproti klasické maceraci patii ochrana rmutu pied

oxidaci, octovaténim a nefizenym zacatkem fermentace. V piipadé nastupujici alkoholové
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macerace prechazi extrakce latek ve vodném roztoku v extrakci v roztoku alkoholovém.
Dochézi k uvolnéni fenolickych latek a v pfipadé modrych odrid k uvolnéni antokyanu,

které jsou zodpovédné za barvu Cervenych vin. (Ribéreau - Gayon et al., 2006)

Technika kryomacerace spociva v ochlazeni hrozni na 0 — 5°C, a to n¢kolika zpusoby
jako napftiklad zchlazeni suchym ledem, vstfikovani kapalného oxidu uhlicitého, pouziti
chladiciho boxu, chlazenim v nerezovém tanku s dvojitym plastém, chlazenim pomoci N
nebo chlazenim pomoci tepelného vyméniku, a udrzovani této teploty po dobu 5 — 15 dni.
Teplotnim Sokem pak dochdzi k naruSeni bun¢k a k intenzivnimu uvoliovani latek
ulozenych ve slupce. Po ohfevu se vinifikace provadi klasickym zptisobem. (Michlovsky,

2015)
Pii pokusu se pouzival suchy led, proto podrobné&ji bude popsan jenom tento zptsob.

Suchy led je to oxid uhli¢ity v pevném skupenstvi. ,, Oznaceni suchy vychazi z jeho
fyzikalnich vlastnosti. Po piidani k cilovému produktu piechazi oxid uhli¢ity z pevné
formy ptimo do formy plynné, aniz by pfedchazel do kapalné faze.” Je dodavan v podobé
bloki nebo pelet. Suchy led se musi skladovat pii nizkych teplotich v tepelné
odizolovanych uzaviratelnych nadobach kvili tomu, Ze se za¢ina odpafovat uz pti — 78,
5°C. ,, Mnozstvi ptidavaného suchého ledu se fidi konkrétnimi podminkami a
charakterem zpracovaného produktu. Davka 800 g suchého ledu na 100 kg rmutu zptsobi
jeho ochlazeni o 1°C.* (Burg, Zemanek, 2014)

3.4.3 Teplota a cas

Nejvétsi vliv na prabeéh extrakce latek ma teplota a cas. Mira extrakce je ve vétSing
ptipadu pfimo umérna témto faktorim. Napftiklad kratka studena macerace minimalizuje
extrakci flavonoidd. Mira extrakce také zAvisi na druhu extrahovanych latek. (Jackson,
2008)

Piedfermentacni macerace pii niz§ich teplotach (vodny roztok) zvySuje mnozstvi

antokyanti a flavanoli vyluhovanych ze slupek a duziny, zatimco postfermentacni
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macerace (alkoholovy roztok) zvySuje mnozstvi proantokyanidinti jako vysledek

macerace ze semen. (Morreno-Arribas et al., 2009)

Nizké teploty macerace zvysuji koncentraci antokyanii a polyfenolickych latek, coz bylo
prokazano dvéma pokusy Gomez-Plaza et al. (2000), ktery maceroval rmut odrudy
Monastrell pii teplot¢ 10°C po dobu 5 dni a pak vroce 2001 testoval rtiznou délku
macerace (4, 5, 10 dni). V obou pokusech bylo zjisténo, ze macerace pii 10°C po dobu 10
dni méla kladny vliv na koncentraci antokyand. (Gomez-Plaza et al. 2000) K podobnym
zavéram dospél také Gil-Munoz et al. (2009), ktery pouzil odridy Cabernet Sauvignon a
Shiraz, které po dobu 7 dni maceroval pii 10°C . Déle Alvarez et al. (2009), ktery pouzil

odridu Tempranillo, které rmut po dobu 4 dni maceroval pii 6 — 8°C.

Michlovsky (2015) uvadi, Ze doba macerace ovliviiuje barevnou intenzitu vina tak, ze
nejprve roste a pak béhem 8 — 10 dni klesa. Vyvoj celkovych polyfenolickych latek je
rozdilny. Béhem prvni faze je jejich rist velmi rychly, pak je pomalejsi. Extrakce
fenolovych latek z riznych organtt hroznu je rozdilna podle podminek. Napiiklad
antokyany ze slupek se vyluhuji jako prvni, protoze nepotiebuji pfitomnost etanolu na

rozdil od tfislovin, které potiebuji vyssi koncentraci alkoholu.
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4. Experimentalni ¢ast

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je porovnani vin z odriady ‘Rulandské
modré’ v prubéhu celého maceraéniho procesu, veetné postfermentaéni macerace. Vina
byla vyrobena dvéma zplsoby macerace, a to klasickou maceraci a kryomaceraci pfi

teploté 4 — 5°C po dobu 3, 7 a 14 dni.

4.1 Material

4.1.1 Popis odridy Rulandské modré

Je to velmi stara odruda. Patii mezi Spickové odridy v kategorii modrych mostovych
odrud. Pochazi z Francie, kde se v Burgundské oblasti péstuje od 4. stoleti. Péstuje se také
Vv oblasti Champagne. Vznikla kiizenim odriid Tramin Cerveny a Mlynaika. Do Statni
odrudové knihy byla zapsana v roce 1941 jako Burgundské modré, v roce 1993 doslo ke

zméng nazvu na Rulandské modré. (Sotolar, 2006)

Morfologie odrudy:

List je maly az stfedné velky, nejcastéji okrouhly, na spodni strané hladky, obvykle 5
lalo¢naty. Hrozen je maly az stfedné velky, uzavieny, pfipominajici $isku, odtud nazev
Pinot. Je husty az velmi husty. Bobule je mala, kulata, barva je tmavé modra az ¢erna.

(Pavlousek, 2007)

Pozadavky na stanovisté:

Rulandské modré ma vysoké pozadavky na polohu. Nejlepsi jsou jizni, svahovité
pozemky s dostate¢nym oslunénim. Neni vhodna do hor$ich svahovitych a rovinatych
poloh. Vino dosahuje vysoké kvality pfedevsim ve vynikajicich ,,terroir”. Kvalitni terroir
zabezpecuje velmi kvalitni antokyaninovou a fenolickou zralost. Pudy vyzaduje teplé,
zahtevné Stérkovité a kypré nebo hlinitopiscité. Nesnasi pudy vlhké ani pfili§ suché. V

tézkych pudach dobfie plodi, ale ma nizkou intenzitu barvy. (Pavlousek, 2007)
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Zrani:

Odrada zacina kvést v prvni a druhé dekadé Cervna. Zamékani bobuli zacind v prvni
dekad¢é srpna. Rulandské modré dozrava nejCastéji v prubc¢hu fijna. Velmi pozitivné
pusobi na zralost hrozn Slunecné a teplé podzimni pocasi. Semena se vétSinou vybarvi az
do ¢erna a maji neutralni az slab¢ nasladlou chut’. Slupka taktéz dosahuje velmi kvalitni
fenolické zralosti, kdy nejsou patrné hoiké a trpké tony. Zakladem kvality budouciho vina
je vysokéa cukernatost, ktera slouzi jako ptedpoklad vyssiho obsahu alkoholu a fenolicka

zralost hrozna ve smyslu antokyaninoveé a taninoveé zralosti. (Pavlousek, 2007)

Odolnost k biotickym a abiotickym faktorum:

Odolnost k zimnim mrazim je stfedni. Vyznacuje se stfedni az niZ8i odolnost k plisni
révy a padli révy. Odrida je stfedné¢ odolna k suchu. Velmi dobfe snasi vyssi obsah

vapniku v padé. (Pavlousek, 2007)

Zelené prace:

Vétsinou postacuje regulace nasady s vyuzitim zimniho fezu. U odridy méa velky
vyznam odlisténi zony hrozni jako moZnost nepifimého boje proti padli a hnilobam na
hroznech. Kvalitni oslunéni velmi pozitivné puisobi na obsah antokyaninovych barviv ve

slupce a na fenolickou zralost semen. (Pavlousek, 2007)

Vyuziti odrady:

Odruda je urcena piedevs§im na vyrobu vysoce kvalitnich pfivlastkovych vin. Dobra
cukernatost a fenolicka zralost jsou vhodné pro vyrobu vina metodou dlouhé macerace. U
kvalitnich hrozni optimalni délka macerace je 21 dni. Rulandské modré ma geneticky
dany niz8i obsah antokyaninovych barviv. Na zakladé slozeni antokyaninovych barviv je
mozné pomérné jednoduchym zptisobem odhalit falSovani vina z této odrudy. (Pavlousek,
2007) Vino je bled¢ rubinové az cihloveé ¢ervené barvy. Ma vétsi mnozstvi kyselin. Ve

vuni Ize vysledovat jahody, tfesn¢ a susené Svestky. (Sotolat, 2006)
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4.1.2 Charakteristika stanovisté
Hrozny pochazeji z vinice Zahradnicke fakulty Mendelovy univerzity v Brné, ktera se

nachdzi v obci Lednice, v Mikulovské vinafské podoblasti.

Vinohrady se nachdzeji v nadmoiské vysce 176 m n. m. Pidy jsou tady hlinité az
hlinitopiscité. Je to oblast tepld, s primérnou ro¢ni teplotou 9°C a ve vegetacnim obdobi
15,5°C. Primérny ro¢ni thrn srdzek ¢ini 516 mm. Pozemek je mirn€ svazity a

orientovany na jihozapad. (Sedlacek, 2015)
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4.2 Metodika prace

PREDFERMENTACNI MACERACE
Rulandské modré
-—PI\ 0 - zakvaSeno 23.9

¥

o 5 B - T R
22.9.2016
- T Tan )r T sene 199

- PN 14 - zakvageno 6.10

FERMENTACE | POSTFERMENTACNI MACERACE
Délka 24 dni 21 dni 22 dni 18 dni 10 dni 10 dni 9 dni 6 dni
LISOVANI

Obr. 20 Schéma experimentu

K zaloZeni experimentu byla pouzita odrida ‘Rulandské modré’ z vinohradu Zahradnické
fakulty Mendelovy univerzity v Brné. Sklizen probihala ru¢né dne 22. 9. 2016. Hrozny
byly té¢hoz dne pomlety. Na pokus se pouzilo 160 kilogramti hroznti, které nasledné byly
rozdéleny do ¢tyt variant po 40 kilogramech. Z&kladni analyticky rozbor mostu ukazuje
tabulka €. 1.
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Cukernatost 20°NM

pH 3,28
Kyseliny 9,7¢.l"
YAN 261 mg.I"*

Tab. 1 Rozbor mostu

Zkratky PN 0, 3, 7, 14 znamenaji nazev odridy ‘Pinot noir’ (‘Rulandské modré’) a pocet

dni piedfermentac¢ni macerace.

Prvni varianta (PN 0) byla 23. 9. inokulovana kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, pod
obchodni znackou Oenoferm Rouge a do kazdé z dalsich tfech variant (PN 3, PN 7,
PN 14) bylo ptidano 6,6 kilogramt suchého ledu, ktery zchladil rmut na 4 — 5°C, aby

nedoslo k rozkvaseni a mohla probéhnout naplanovana predfermentani macerace.
Varianta PN 3 byla zakvasena 25. 9., varianta PN 7 — 29. 9. a varianta PN 14 — 6. 10.
Nejdéle kvasila varianta PN 0 — 24 dni a nejrychleji prokvasila varianta PN 14 — 18 dni.

Po ukonceni fermentace nasledovala postfermenta¢ni macerace po dobu 6 az 10 dni (viz

schéma). Lisovani probé&hlo 27. 10.

V prubé¢hu celého mésice se odebiraly vzorky kazdy druhy den z kazdé varianty pro

laboratorni analyzu.
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4.3 Metody

Me¢éieni se provadely v laboratofi ustavu vinohradnictvi a vinafstvi ZF MENDELU

v Lednici. Byly pouZity analytické a spektrofotometrické metody.

Jednotliva spektrofotometricka stanoveni byla provedena na automatickém biochemickém
analyzatoru MIURA ONE (I.S.E. S.r.l.; Guidonia (RM) — Italie). Vina byla pted
stanovenim jednotlivych parametrii odstfedéna, pét krat zfedéna fedicim pufrem o
slozeni: 40 mM kyselina vinna, 40 mM octan sodny; 12 % ethanolu. Metody byly
uzptisobeny pouzitému analyzatoru, kdy inkubace probihd pti 37°C a inkubacni doby je

tieba piizplsobit pracovnim cyklim pfistroje.

Obr. 21 Ptistro) MIURA ONE
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4.3.1 Stanoveni cukernatosti refraktometrem
Princip: Refraktometr je pfistroj ur¢eny pro stanoveni obsahu cukru v mostu na zakladé

méfeni indexu lomu svétla. (Balik, 2011)

Piistroje a pomucky: Kapesni digitalni refraktometr PAL firmy ATAGO.

Chemikalie a roztoky: Destilovana voda.

Postup: Na zacatek se na cidlo dava kapka destilované vody, aby se pfistroj nakalibroval.
Pak se na ¢idlo mize kdpnout méteny most. Po zmacknuti tlacitka start se na displeji

zobrazi hodnota v stupnicich Brix.

4.3.2 Stanoveni pH

Princip: Hodnota pH je jednim z nejdulezitéjsich parametri mostd a vina. Je to zaporny
dekadicky logaritmus aktivity vodikovych kationtli v mosté nebo ve vin€. Stanovuje se na
zakladé meéteni potencidlu sklenéné elektrody, jenz zavisi od aktivity vodikovych
kationtli, vzhledem k referencni kalomelové elektrodé vhodnym milivoltmetrem (pH-

metrem), kalibrovanym tlumivymi roztoky o zndamém pH. (Balik, 2011)

Ptistroje a pomucky: pH — metr, kalomelova, sklen¢éné a platinova elektroda.

Chemikalie a roztoky: Tlumiveé roztoky o znamém pH.

Postup: Ptiprava tlumivych roztoku a kalibrace pH — metru se provadi podle doporuceni
vyrobce. Kadinka se naplni mosStem nebo vinem tak, aby elektroda byla ponofena.
Obvykle sta¢i 25 ml. Hodnota se odecitd az po ustaleni na digitalnim displeji. Pfistroj

meéfi s piesnosti na dvé desetinna mista.
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4.3.3 Stanoveni veskerych titrovatelnych kyselin
Princip: Veskerymi titrovatelnymi kyselinami (veSkerou kyselosti vina) se rozumi suma
sloucenin titrovatelnych odmérnym alkalickym roztokem do pH 7. Kyselina uhli¢ita se do

veskeré kyselosti nezahrnuje. (Balik, 2011)

Pfistroje a pomitcky: Automaticky titrator ,,TitroLine easy“, magnetickd michacka,

kombinovana pH — elektroda, kadinka o objemu 50 az 100 ml.

Chemikalie a roztoky: 0,1 mol.I"* roztok NaOH, uchovavaci roztok na elektrodu

Postup: Do 50 ml kadinky se odméii 10 ml vzorku a 10 ml destilované vody. Koncova
hodnota pH se nastavi na 7. Do kadinky s ptipravenym roztokem se vlozi magnetické
michadlo, pak se kadinka umisti na elektrickou michacku, do ni se vlozi daivkova¢ NaOH
a elektroda. Po ustaleni pH se zmackne start. Po ukonceni titrace se na displeji zobrazi
spotieba NaOH, kterd se ma piepocitat na gramy titrovatelnych kyselin na litr pomoci

nasledujiciho vztahu:

x=ax fx0,75

X....9.I" veskerych titrovatelnych kyselin
a....spotfeba NaOH v ml

f....faktor NaOH

4.3.4. Stanoveni celkového asimilovatelného dusiku
Princip: Aminokyseliny maji amfoterni povahu, proto se nemtze pouzit k jejich stanoveni
bézné acidometrické nebo alkalimetrické titrace. Aminoskupinu vSak lze zablokovat,

napft. reakci s formaldehydem:
2 HCO + NH,-CHR-COOH — (HO-CH;-);N-CHR-COOH (dimethyloaminoskupina)

Poté se wuplatni kysely charakter karboxylové skupiny. Takto modifikované

aminokyseliny se miizou titrovat hydroxidy. (PriSova, 2016)
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Piistroje a pomducky: Automaticky titrator ,,TitroLine ecasy“, magnetickd michacka,

kombinovana pH — elektroda, kadinka o objemu 50 az 100 ml.

Chemikalie a roztoky: 0,1 mol.I* roztok NaOH, uchovavaci roztok na elektrodu, 36 — 38

% roztok formaldehydu.

Postup: Méteni celkového asimilovatelného dusiku navazuje na stanoveni veskerych
titrovatelnych kyselin, kdy po ukonceni méfeni titrovatelnych kyselin se do vzorku pifida
roztok formaldehydu, pocka se na ustaleni pH, pak se zmackne tlacitko start. Po ukonceni
titrace se na displeji zobrazi spotieba roztoku NaOH v ml. Pro zjisténi mnozstvi

asimilovatelného dusiku se pouziva nasledujici vztah:
X=ax140xf

X....mg.I"" asimilovatelného dusiku

a....spotieba NaOH v ml

f....faktor NaOH

4.3.5 Stanoveni obsahu vybranych flavonoidi pomoci HPLC

Princip: Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High Perfomance Liquid
Chromatography) je nejCastéji pouzivana separacni metoda. Je vhodnd pro déleni
organickych mén¢ tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné ve vode,
organickych rozpoustédléch nebo ziedénych kyselindch. Je zaloZzenéd na separaci analytl
na zékladé jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi, kterd je vzdy kapalna.

Stacionarni faze je zakotvena v chromatografické koloné.
(http://labmet.zshk.cz/vyuka/hplc.aspx)

Ptistroje a pomucky: Vysokoucinny kapalinovy chromatograf.

Chemikalie a roztoky: Silikagel, voda, organicka rozpoustédla.
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Postup: Vzorky davkovany davkovacim ventilem do mobilni faze. Ta unasi jednotlivé
slozky vzorku na kolonu, kde dochazi k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi
mobilni a stacionarni fazi a k separaci analytu dle fyzikaln¢ — chemickych vlastnosti. Po
prichodu separacni kolonou jsou analyty v mobilni fazi detekovany v pritokové cele
detektoru. M¢ifenou veli¢inou je fluorescence, absorbance, index lomu, elektricka
vodivost. Vystupem z detektoru je graficky zéznam zavislosti odezvy detektoru na
retenénim case, tj. chromatogram, na némz se hodnoti plocha nebo vyska piku.

Kvantitativni analyza se provadi na principu odecteni vysledku z kalibra¢ni kiivky.

4.3.6 Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity analyzovanych vzorkl vin se pouzivaji dvé
rozdilné metody. Principem prvni metody, a to metody DPPH, je hodnoceni inaktivace
volnych radikalt prostiednictvim antioxidanti pfitomnych ve ving. Principem metody

FRAP je hodnoceni redukéni schopnosti antioxidantii obsazenych ve ving.
1. FRAP — stanoveni reduk¢ni sily.

Piistroje a pomtcky: Automaticky biochemicky analyzator MIURA ONE.

Chemikalie a roztoky: Zéakladni pufr obsahujici octan sodny, roztok FeCls, TPTZ (2,4,6-

tripyridyl-s-triazin), HCI, standard kyseliny gallove.

Postup: K 198 ul zakladniho pufru obsahujiciho 200 mM octanu sodného upraveného
kyselinou octovou na hodnotu pH 3,6 bylo ptidano 12 pl vzorku, 20 pl roztoku 20 mM
FeCl; a 20 pl 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazin) v 40 mM HCI. Po 600 sekundach
byla zméfena absorbance pii 620 nm. Redukéni sila byla vypocitana z kalibracni kiivky
za pouziti kyseliny gallové (GA; 10 — 300 mg.I") jako standardu. Vysledky jsou
vyjadieny ve form& mg.1™" ekvivalentt kyseliny gallové. (Pulido et al.,2000)

2. DPPH - stanoveni antiradikalové aktivity.

Piistroje a pomicky: Automaticky biochemicky analyzator MIURA ONE.
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Chemikaélie a roztoky: Roztok DPPH (2,2-difenyl-B-pikrylhydrazyl) v methanolu,

standard kyseliny gallové.

Postup: K 268 ul roztoku DPPH v methanolu (300 mM) bylo pfidano 12 ul vzorku,
absorbance pfi 520 nm byla zméfena po 360 sekundach a ode¢tena od absorbance méfené
v Case 0. Antiradikalova aktivita byla stanovena na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky, za pouziti
kyseliny gallové (GA; 10 — 300 mg.I™) jak standardu. Vysledky jsou vyjadieny ve formé
mg.I" ekvivalenti kyseliny gallové. (Arnous et al., 2001)

4.3.7 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych slou¢enin

Princip: Pro stanoveni obsahu celkovych fenolickych slou¢enin byla pouzita fotometricka
metoda s Folin Ciocalteuovym ¢inidlem a standardem kyseliny gallové. Metoda spociva v
oxidaci nebo redukci fenolovych latek pii reakci s Folin Ciocalteovym ¢inidlem, které se
sklada s wolframu sodného, Kkyseliny orthofosforeéné, kyseliny chlorovodikové,

molybdenanu sodného, siranu lithného a bromu. (Szarowska, 2012)

Piistroje a pomicky: Automaticky biochemicky analyzator MIURA ONE.

Chemikalie a roztoky: Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, standard kyseliny gallové, destilovana

voda, 20 % roztok dekahydratu uhli¢itanu sodného.

Postup: K 198 pl vody bylo pfidano 12 pl vzorku a 10 pl Folin Ciocalteu ¢inidla. Po 36
sekundach bylo ptidano 30 pl 20 % roztoku dekahydratu uhli¢itanu sodného. Absorbance
pii 700 nm byla méfena po 600 sekundach. Koncentrace celkovych fenolli byla na
zékladg kalibracni k¥ivky za pouziti kyseliny gallové jako standardu (25 — 1000 mg.I™).
Vysledky jsou vyjadieny ve formé mg.1™ ekvivalentii kyseliny gallové. (Waterman, 1994)

4.3.8 Stanoveni celkovych antokyani

Piistroje a pomucky: Automaticky biochemicky analyzator MIURA ONE

Chemikalie a roztoky: Roztok 1,1 M HCI, roztok 0,1 M K;S;05 s 0,2 M kyselinou

citronovou.
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Postup: M¢teni bylo provedeno SO, metodou. Bylo pouzito diferencialni méfeni mezi
dvémi &inidly. Objem vzorku 30 pl, objem &inidla 220 ul. Cinidlo 1 bylo 1,1 M HCL
Cinidlo 2 bylo 0,1 M K3S,05 s 0,2 M Kkyselinou citronovou (SO,). Po 600 sekundéch
inkubace byly zméfeny absorbance pii 520 nm. (Somers et al., 1977, Zoecklein et al.,
1990)

Vypoéty: Celkové anthokyany (mg.I") = 166,7 *[A(HCI)520 — (5/3)*A(S0,)520]

4.3.9 Stanoveni celkovych flavanoli

Princip: Koncentrace celkovych flavanoli byla stanovena pomoci metody zalozené na
reakci s p-dimethylaminocinnamaldehydu (DMACA). Pii této metodé na rozdil od Siroce
pouzivané reakci s vanilinem nedochdzi k interferenci s anthokyaniny. Navic poskytuje

vyssi citlivost a selektivnost.

Piistroje a pomicky: Automaticky biochemicky analyzator MIURA ONE

Chemikalie a roztoky: 0,1 % DMACA, 300 mM HCI v MeOH

Postup: K 240 pl ¢inidla (0,1 % DMACA a 300 mM HCI v MeOH) bylo ptfidano 10 pl
vzorku, doba reakce byla 600 sekund. Poté byla zméfena absorbance pii 620 nm.
Koncentrace celkovych flavanold byla stanovena na zakladé kalibracni kiivky za pouZiti
epikatechinu jako standardu (10 — 200 mg.I™). Vysledky jsou vyjadieny ve formé mg.I™
ekvivalenti katechinu. (Li, Y.-G et al., 1996)
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5. Vysledky

Jak jiz jsem uvadéla, mame za kol porovnat vina odridy ‘Rulandské modré’, které byly
vyrobeny klasickou maceraci a kryomaceraci. Zjistit, jak ovliviiuji tyto dva zptisoby a
cely maceraéni proces véetné postfermentacni macerace obsah celkovych fenolickych
latek, antioxidacéni aktivitu, skupiny flavonoida (antokyany, flavanoly) a jednotlivé

flavonoidy.

5.1 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek.

Graf cislo jedna vyjadiuje hodnoty celkovych fenold. Byl zaznamenan obdobny vyvoj
fenold u variant PN 0 (klasicka macerace) a PN 7 (sedmidenni kryomacerace), u kterych
v pribéhu fermentace doSlo k menSim poklesim a nasledné taky Kk rustu fenoli.

cvwr

PN 7.

Muzeme s toho usoudit, ze v naSem piipad¢ klasicka macerace poskytla vétsi koncentraci
fenolickych latek. Ale zaroven kdyz se podivame na graf, tak varianta PN 3 (tfidenni
kryomacerace) liSila se od varianty PN 0 jen nepatrné. A varianty PN 7 a PN 14
(¢trnactidenni kryomacerace) také neméli nizké hodnoty. To znamend, Ze nemiiZeme
povazovat kryomaceraci za neu¢inny prostiedek pro zvySovani obsahu fenoll. Navic, je

vidét, ze k vysokym hodnotam fenolii vyznamné ptispéla i postfermentacni macerace.
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Graf 1: Vyvoj celkovych fenoli u viech variant macerace vyjadieny jako mg.l”

ekvivalentu kyseliny gallové
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5.2 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity
Graf ¢islo dvé vyjadiuje hodnoty antiradikalové aktivity. Na grafu je jasné vidét, ze
nejvyssi hodnoty ma varianta PN 3 (tfidenni kryomacerace), nasleduje varianta PN 14

(¢trnactidenni kryomacerace) a nejniz$i hodnoty jsou u varianty PN 7 (sedmidenni

kryomacerace).

Z vysledku je jasné, ze kryomacerace a postfermenta¢ni macerace pozitivné ovliviuji

antiradikalovou aktivitu.

400

350 | !

300 1

250 ¢ = A A

200

150

Hodnoty antiradikalové aktivity (mg GA/1)

100 B
0=
3
£ =
50 O = 1
- B B PNO
B PN3
ol . . . . . . . . @ PN7
27.09. 29.09. 01.10. 3.10. 5.10. 7.10. 10.10. 14.10. 20.10. 26.10. [§ PN14

terminy
Graf 2: Hodnoty antiradikalové aktivity u vSech variant macerace vyjadfeny jako

mg.I" ekvivalentu kyseliny gallové
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Graf ¢islo tfi znazornuje hodnoty redukéni sily. Nejvyssi hodnoty ma varianta s tfidenni

cvwr

varianty se sedmidenni kryomaceraci.

Znamena to, Zze se na vysSich hodnotich redukcéni sily miize podilet jak klasicka

macerace, tak i kryomacerace.
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Graf 3: Hodnoty redukéni sily u viech variant macerace vyjadieny jako mg.l”

ekvivalentu kyseliny gallové
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5.3 Stanoveni obsahu celkovych flavanoli
V grafu Cislo Ctyfi jsou znazornény hodnoty celkovych flavanoll. Z grafu je vidét, ze

obdobnym vyvojem prochazi varianta PN 0 a varianta PN 3. Nejvy$si koncentrace

cvwr

Z grafu mizeme usoudit, ze se zase osveédCily oba dva zpiisoby macerace, jelikoz i1
varianta bez kryomacerace dosahla vysokych hodnot flavanolii. Nesmime zapomenout i

na postfermentacni maceraci, v priubé&hu které se vyrazné zvysoval obsah flavanolt.
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Graf 4: Vyvoj celkovych flavanolii u viech variant macerace vyjadieny jako mg.I™”

ekvivalentu katechinu
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5.4 Stanoveni obsahu antokyanii

Graf ¢islo pét vyjadiuje hodnoty antokyant u jednotlivych variant macerace. Z grafu je

patrné, Ze ani u jedné varianty nebyl vyvoj antokyanti rovnomérny. Napiiklad u varianty

PN 7 doslo v prib¢hu fermentace jak k vyraznym vzrustim obsahu antokyanu, tak i

k velkym poklesim. Je vidét, Ze nejvyssi hodnoty dosahla varianta PN 14 a nejniz$i —

varianta PN 3.

To nam ukazuje, ze delsi kryomacerace, v nasem piipadé Ctrnactidenni, zvySuje obsah

antokyand. Ale zaroven muzeme vidét, ze v pribéhu postfermentacni macerace doslo

k poklesu antokyant u vSech variant.
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Graf 5: Vyvoj antokyanii u viech variant macerace vyjadieny jako mg.I”
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5.6 Stanoveni obsahu vybranych flavonoidi pomoci HPLC

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byl stanoven obsah katechinu a
epikatechinu u dvou variant macerace. U varianty PN 0 byly pouzity vzorky, které byly
odebrany na za¢atku kvaseni (27. 9.) a v prub&hu postfermenta¢ni macerace (26. 10.). U
varianty PN 14 — po péti dnech predfermentacni kryomacerace (27. 9.) a v prubchu

postfermenta¢ni macerace (26. 10.).

Z grafu je vidét, Ze varianty bez kryomacerace a s étrnactidenni kryomaceraci mély pred
zahajenim fermentace velmi nizky obsah katechinu, ktery vSak rapidné vyrostl po
fermentaci a absolvovani postfermenta¢ni macerace, a varianta bez kryomacerace méla

vy$si obsah katechinu.

To ndm ukazuje, ze zvySeni koncentrace katechinu napomohl cely macera¢ni proces a oba

zpusoby macerace.
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Graf 6: Hodnoty katechinu u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.I™
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Podobné jako katechiny se vyvijely i epikatechiny. Pfed zacatkem fermentace byl jejich
obsah u obou variant nizky, ale po prokvaseni a postfermenta¢ni maceraci byl

zaznamenan jejich velky rast.

Tady jsme dosli ke stejnému zavéru. Koncentraci epikatechinu pozitivné ovliviuji

klasicka macerace a kryomacerace, a také postfermenta¢ni macerace.
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Graf 7: Hodnoty epikatechinu u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.l™
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5.7 Stanoveni obsahu fenolovych kyselin pomoci HPLC

Pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie byl stanoven obsah nékterych
fenolovych kyselin resp. hydroxybenzoovych kyselin - kyselina galova, kyselina
protocatechuova, vanillova, syringova a kyselina hydroxybenzoova. U varianty PN 0 byly
pouzity vzorky, které byly odebrany na zacatku kvaSeni (27. 9.) a v pribéhu
postfermentacni macerace (26. 10.). U varianty PN 14 — po péti dnech predfermentacni

kryomacerace (27. 9.) a v prub&hu postfermenta¢ni macerace (26. 10.).

Z grafu je patrné, Ze varianty PN 0 a PN 14 mély pied zahajenim fermentace nizkou
koncentraci kyseliny galove, kterd stoupla po fermentaci a absolvovani postfermenta¢ni

macerace.
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Graf 8: Hodnoty kyseliny galové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.1™
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Vyvoj kyseliny vanilove a kyseliny syringove se velmi podoba. Varianty PN 0 a PN 14
mély pied zahajenim fermentace koncentraci téchto dvou kyseliny nizsi nez po fermentaci
a absolvovani postfermenta¢ni macerace.
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Graf 9: Hodnoty kyseliny vanilové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.l"
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Graf 10: Hodnoty kyseliny syringové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako mg.l™
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Vyvoj kyseliny protokatechuové probihal jinak nez u pfedchozich kyselin. Je vidét, ze
ptred zahajenim fermentace jeji koncentrace byla naopak vyssi nez na konci

postfermenta¢ni macerace.
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Graf 11: Hodnoty kyseliny protokatechuové u variant PN 0 a PN 14 vyjadi‘eny jako
mg.I*
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Posledni zkoumanou kyselinou byla kyselina hydroxybenzoova. Jeji vyvoj byl zase
odlisny od vsech ostatnich kyselin. U varianty PN 0 byl pfed zacatkem kvaseni jeji obsah
velmi nizky, na konci postfermenta¢ni macerace nepatrné stoupl. Naopak u varianty PN
14 koncentrace kyseliny hydroxybenzoové pted kvasenim byla vysoka, avsak ke konci

postfermentacni macerace vyrazné poklesla.
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Graf 12: Hodnoty kyseliny hydroxybenzoové u variant PN 0 a PN 14 vyjadieny jako

mg.I™
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6. Diskuze

Z provedenych meétfeni a z nich ziskanych hodnot, mizeme usoudit, Ze vina prosli

ocekavanym vyvojem.

Podle dvou pokusi Gomez-Plaza et al. (2000, 2001) a Gil-Munoz et al. (2009) vina
vyrabéna s piredfermentacni kryomaceraci maji mit vys$i obsah antokyant. Ty dva
pokusy se provadély pii teploté¢ 10°C s délkou macerace 4, 5, 10 dni. Muj pokus se
provadél pii 5°C s délkou macerace 3, 7, 14 dni. Nicméné, tvrzeni o rustu obsahu
antokyani se potvrdilo. Nejvyssiho obsahu dosahla varianta PN 14 - ¢trnactidenni
predfermentac¢ni kryomacerace. Michlovsky (2015) uvadi, Ze koncentraci antokyanii
zvySuje predfermentaéni macerace za nizkych teplot, ale zaroven, ze po zahajeni
fermentace jejich obsah roste jen béhem prvnich osmi dni, pak za¢ina klesat. To odpovida
tomu, co se délo v mém pokusu. U vSech variant v prib&hu ptfedfermentaéni macerace a
n¢kolika dni fermentace koncentrace antokyand se zvySovala, pak doslo k nekolika
mensim a veétsim vykyvim, nakonec v prubéhu postfermentacni macerace jejich obsah
zacal klesat. S toho je moZzné€ odvodit, Ze postfermentacni macerace nepoméha zvyseni

obsahu antokyant.

Dalsim sledovanym parametrem byl obsah celkovych flavanoli. Podle Michlovského
(2015) pomoci predfermentacni kryomacerace se zvySuje extrakce flavanolii z duzniny a
slupky a postfermentacni macerace zvysSuje koncentraci proantokyanidinli (taninll) ze
semen, které také zatazujeme do flavanoli. To odpovida naméfenym vysledkim, kde u
tiech variant s maceraci pfi nizkych teplotach pfed kvasenim a maceraci po kvaseni
postupné se zvySoval obsah flavanoli a zlstal pfiblizn€ na stejné Urovni. Nejvyssi

koncentrace flavanolll byla naméfena u varianty s tfidenni prerfermentaéni kryomaceraci.

Do skupiny flavanolu také fadime katechiny a epikatechiny. Podle Kovac et al. (1992)
doba macerace a pfitomnost semen a slupek v mostu vede K vinim s vy$§im obsahem
katechuni. To se potvrdilo u mého pokusu, kde vétsi koncentraci katechini méla varianta
PN 0 — bez ptredfermentacni macerace, ale s delsi postfermentacni maceraci. Zajimavé je,
ze varianta PN 14, ktera proSla ¢trnactidenni maceraci pied fermentaci, méla nizsi obsah

katechinu.
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Na zéaklad¢ ziskanych poznatkii lze to vysvétlit tim, Ze katechiny ze semen se 1épe
extrahuji v alkoholovém roztoku, kterym je vino po fermentaci. Francesca et al. (2014)
uvadi, ze obsah katechinu a epikatechinu v ¢erveném ving, které absolvovalo delsi
postfermenta¢ni maceraci, se velmi 1isi od vina bez ni. Je ten obsah o hodn¢ vyssi. To se
potvrdilo i u mého experimentu. Varianta PN 0 — klasickd macerace s 10 denni
postfermentacni maceraci méla vyssi obsah katechinu a epikatechinu nez varianta PN 14
— Ctrnéctidenni kryomacerace s 6 denni postfermentacni maceraci. To znamena, ze vétsi

vliv na obsah téchto latek ma macerace po fermentaci.

Dalsim potvrzenim vysledku tykajicich se katechint je prace Gambuti et al. (2004), ktery
zkoumal vliv macerace na obsah katechinu a epikatechinu v ¢ervenych vinech. Ohledné
epikatechnu jsou naSe prace v rozporu, jelikoz jeho obsah v mém pokusu stejné jako

katechinu rapidné vyrostl. A v praci Gambuti et al. (2004) naopak doslo k poklesu.

Sledovanym parametrem u vin a mostu byl také obsah celkovych fenolickych latek.
Z vysledku ziskanych touto praci mizeme zjistit, ze obsah fenold stoupa u vSech variant
macerace. Ke stejnému tvrzeni dosli Kaspar (2013) a Michlovsky (2015), ktery uvadi, ze
obsah vétSiny fenold se zvétSuje jiz pii predfermentacni maceraci a na zacatku kvaseni,
jako prvni se extrahuji fenolové kyseliny, nasleduji flavonoly a antokyany. V mém
pokusu koncentrace fenolickych latek se postupné zvétSovala az do konce
postfermentacni macerace, i kdyz v pribéhu kvaseni doSlo k mensSim poklesim.
Zajimavosti je, Zze nejveétsi obsah fenolickych latek byl u varianty PN 0 — bez
pfedfermentani macerace za nizkych teplot. Vysvétlenim mize byt to, Ze dalsi tfi
varianty podstoupily kryomaceraci a za pisobeni nizkych teplot doSlo k vysrazeni

nckterych latek jako naptiklad antokyand.

Michlovsky (2015) a Arcari et al. (2012) poukazali na to, ze existuje uzka zavislost mezi
obsahem celkovych fenolickych latek a antioxidaéni aktivitou. Toto tvrzeni se v mém
experimentu nepotvrdilo. Varianta s klasickou maceraci méla nejvyssi obsah fenold, ale s
hodnotami antiradikalové aktivity a redukéni sily byla na druhém az tfetim misté.
Zaroven varianta s tfidenni kryomaceraci méla nepatrné méné fenoli nez varianta

s klasickou maceraci, a méla nejvyssi hodnoty redukéni sily a antiradikalové aktivity.
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7. Zavér

V diplomové prace se hlavné pojednava o fenolickych latkach, vétsi pozornost se
vénovala flavonoidim. D4l se tady rozebira kryomacerace, jeji vliv na obsah fenolickych
latek a flavonoidd. Jsou zde shrnuty poznatky nejen o tom, jak se kryomacerace provadi,

ale hlavné jestli je pro nés uzite¢na a v kterych smérech.

Kryomacerace je zpisob vyroby vina, pii kterém se rmut ochlazuje na 5°C po dobu 5 —
15 dni pomoci napiiklad suchého ledu. Diky tomuto zplisobu jsou vznikla vina vic
ovocna a vyrazné aromatickd, plna, svézi a strukturni. Vyhodou je to, Ze stavaji se pro
konzumenty vice lakavé. Nevyhodou je zase vyss$i cena téchto vin. DalSim pozitivnim
ucinkem kryomacerace je zvySeni obsahu fenolickych latek a flavonoidd zptisobené
popraskanim bunék ptisluSnym teplotnim Sokem, jak bylo zjiSténo v experimentalni ¢asti
této diplomové prace a pracich dalSich. Vyssi obsah fenolickych latek ve viné€ je pro nas

dalezity, protoze jsou to zdravi prospésné latky a zajist'uji vetsi stabilitu vina.

V pokusu se potvrdilo, Ze del§i doba kryomacerace pozitivn¢ ovliviiuje obsah antokyantl,
vyrazné jeho zvySuje. Dal se také potvrdilo, ze diky studené maceraci se zvysil obsah
flavanolu. Také se zjistilo, ze pro vyvoj katechinu a epikatechinu kryomacerace neni moc
uzite¢na, koncentrace téchto latek se vyrazn€ zvysila pfi postfermenta¢ni maceraci. A
Vv neposledni fad¢ se musi zminit, Ze u vSech variant, které absolvovali kryomaceraci, byl

zaznamenan vyssi antioxidacni potencial.

V poslednich letech ziskavaji metody studené¢ macerace vic a vic pfiznivcl v fadach
vinafi, nejen pro své vySe uvedené vyhody, ale i protoze svétovy trh vina pozaduje stale

Castéji hladka a ovocné Cervena vina.
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8. Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva studiem flavonoidu v ¢ervenych vinech. Prace je
rozdélena na cast literarni a ¢ast experimentalni. V literarni ¢asti se popisuji fenolické
latky, vét§i pozornost je vénovana flavonoidim, jakozto vyznamnym polyfenolickym
latkam, které ovliviuji kvalitu ¢ervenych vin. Dale se pak jednotlivé podkapitoly vénuji
maceraci resp. kryomaceraci. Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo porovnani
vin z odridy ‘Rulandské modré’. Vina byla vyrobena dvéma zplsoby macerace, a to
klasickou maceraci a kryomaceraci pfi teploté 4 — 5°C po dobu 3, 7 a 14 dni. Zaroven u
téchto dvou zptsobl byl sledovan vliv postfermentaéni macerace. U vin byl zkouman
obsah fenolickych latek, antokyant, flavanoli, obsah katechinu, epikatechinu a
antioxida¢ni aktivita. Vysledkem je, ze kryomacerace zvySuje obsah antokyant,
celkovych flavanoll a antioxida¢ni kapacitu. Klasickd macerace pozitivné ovlivnila obsah
celkovych fenolickych latek a diky postfermentaéni maceraci se zvysila koncentrace
katechinu a epikatechinu. Pro ¢ervend vina se jevi kryomacerace jako zadouci krok pfi

vyrobg.
Kli¢ova slova: fenolické latky, flavonoidy, ¢ervené vino, macerace, kryomacerace

9. Resumé

This diploma thesis deals with study of flavonoids in red wine. This dissertation is
divided into two parts: theoretical and practical. Theoretical part is define phenolic
compounds, pays attention to flavonoids as important polyphenols which influence
quality of red wines. The particular subchapters pay attention to maceration, respectively
cryomaceration. The aim of the experimental part of this diploma thesis was to compare
wines from 'Pinot noir'. The wines were produced by two ways of maceration:
fermentative maceration and cryomaceration at 4 — 5°C for 3, 7, 14 days. At the same
time, the effect of post-fermentation maceration was monitored in these two ways too. For
wines was investigated the content of phenolic compounds, anthocyanins, flavanols
content of catechin, epicatechin and antioxidative activity. Fermentative maceration

positively influenced the content of total phenolic substances and post-fermentation
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maceration increased the catechin and epicatechin concentration. For red wines,

cryomaceration appears to be a desirable step in production.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, red wine, maceration, cryomaceration
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