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ABSTRAKT

Predmétem predkladané bakalarské prace bylo stanoveni aromatickych latek u vin odrady
Hibernal a nasledné porovnani aromatického profilu jednotlivych vzorkd s cilem prozkoumat
moznosti geografické autentifikace vin této odridy na zakladé obsahu tékavych latek. Celkem
bylo analyzovano 19 vzorkl ze ¢ty moravskych podoblasti. Analyza aromatického profilu byla
provedena pomoci techniky HS-SPME-GC-MS. VsSechny vzorky byly nasledné podrobeny
deskriptivni statistické analyze. Z vysledk( je patrné, ze z profilu 25 vybranych tékavych
sloucenin nelze rozeznat vzorky podle mista plivodu.

KLICOVA SLOVA
Vino, aromatické latky, SPME, GC-MS



ABSTRACT

The subject of the present bachelor thesis was the determination of aromatic substances
in wines of the Hibernal variety and subsequent comparison of the aromatic profile of individual
samples in order to investigate the possibilities of geographical authentication of these varietal
wines on the basis of its volatile compounds content. In total, 19 samples from four Moravian
sub-regions were analysed. The analysis of the aromatic profile was carried out using the HS-
SPME-GC-MS technique. All samples were then subjected to descriptive statistical analysis.
The results show that from the profile of 25 selected volatile compounds, the samples cannot
be distinguished according to their place of origin.

KEY WORDS
Wine, aroma compounds, SPME, GC-MS
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1 UvoD

,Touha po poznani a pifekonani bézného. Kreativni pfistup, intuice, zapal, nasazeni a odfikani.
To vzdy bylo, je a bude hnaci silou lidského poznavani.”

Antonin Holy, esky chemik

Clovék vzdy reagoval na pfirodni zmény, ale také se snazil pfirodu aktivné vyuzivat a pietvaret
— at uz v pozitivnim, €i negativnim smyslu. Souéasti této snahy byla rovnéz kultivace plodin,
které slouzi k jeho obzivé. Nejinak tomu bylo u vinné révy, ktera je nejen potravinou, ale v
podobé vina se stala kulturnim a historickym fenoménem.

Podstatou Slechténi je selekce odlisSnych genotyp(, které jsou dédi¢né prizplisobeny pldnim
a klimatickym podminkam, zejména mrazu a suchu, biotickym vlivim, tedy hlavné chorobam
a $kidclm, a vyhovuji pozadavkim konzumentd. Cilem je napfiklad zlepseni chuti a barvy
hrozna.

Posun v oblasti $lechténi byl pohanén snahami ziskat odridy odolné vici skidclm, ktefi
decimovali evropské vinohrady. Vysledkem snahy o zvy$eni odolnosti vinné révy jsou i tzv.
PIWI odrudy, které jsou vysoce rezistentni vic¢i houbovym chorobam, ¢imz splniuji souc¢asné
pozadavky na redukci uzivani pesticidd. Jsou rovnéz vhodné pro produkci vina v biokvalité,
coz znacna ¢ast zakaznikl ocenuje.

Biokvalita v§ak neni jedinym pozadavkem spotrebitel(. Jejich pozornost se upird zejména k
senzorickym a chutovym kvalitdm vysledného produktu. Tyto pozadavky PIWI odridy naplriuji,
protoze poskytuji kvalitni hrozny pro vyrobu jakostnich vin, v€etné téch s priviastkem.

Jednou z téchto odrdd je i odrida Hibernal, které je vénovéana tato prace, se zaméfenim na
chemické sloZeni a aromatické latky obsazené ve viné vyrobeném z této odridy. Cilem prace
bylo porovnat aromaticky profil vybranych vzork(i vin této odridy a na zakladé zjiSténych
vysledkl potvrdit, prip. vyvratit moznost rozliSeni vzork( z rliznych vinarskych podoblasti.



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast prace uvadi do dané problematiky. Je zminén symbolicky vyznam vina,
nasleduje historicky exkurz do ¢eského a moravského vinohradnictvi a popis sou¢asného
stavu se zamérenim na vyse uvedené odridy. Opomenuta nebyla ani pravni Uprava certifikace
vin. Nasleduje podrobny popis slozeni vina, technologie jeho vyroby a autentifikace vin.
Teoreticka €ast se uzavira popisem metody, kterou byl aromaticky profil analyzovan.

2.1 Symbolika vina

Vinnou révu fadime mezi starobylé plodiny, pfi€emz ji zminuje uz biblické kniha Genesis. Prvni
véci, kterou vykonal praotec Noe —jenz mél jako jediny se svou rodinou pfezit potopu svéta —
bylo obhospodareni zemé po vysuseni, coz zahrnovalo i vysadbu novych vinic [1].

V kiestanském pojeti symbolizuje €ervené vino krev a obét, ale souasné se povazuje i za
symbol mladi a vééného Zivota. Stafi Rekové se domnivali, jak je zachyceno ve starovékych
basnich, ze existuje jakési bozské opojeni duse vinem a umoznilo €lovéku spolupodilet se na
stavu byti, jenz prislusi pouze boh(im [1].

Vinna réva je téz symbolem kfestanské viry a Krista: Prvnim zézrakem, ktery Kristus ucinil,
byla pfeména vody ve vino. AvSak vino je spojovano uz s mnohem starsim patronem, a sice
reckym bohem Dionysem. Pé&stovani révy vyzaduje pili a pracovitost, a tudiz byl Dionysos
plvodcem uvedenych ctnosti [1].

2.2 Vinarstvi v Cechach a na Moravé
2.2.1 Historie

Pocatek vinarstvi na naSem uzemi se datuje do 3. stoleti, kdy fimsky cisar Probus nafidil vy-
sazovat vinice v fimskych koloniich za Alpami. Prvni vinice na nasem uzemi vysazela posadka
z Vindobony, ktera vybudovala opérny bod na Rimském vrchu pod Péalavou. Pfi vykopavkach
u obce Musov v roce 1926 byl nalezen 28 cm dlouhy vinarsky n(iz [2].

DalSi obdobi, jez potvrzuje rozsifeni vinarstvi na uzemi Moravy, predstavuje éra Vel-
komoravskeé fise. V mistech, kde sidlilo slovanské obyvatelstvo, byly nalezeny vinafské noze
a semena révy [2].

O péstovani vinné révy na Uzemi Cech se zasadila knézna Ludmila, jejiz zasluhou se rozsifily
vinice v okoli dnesniho Mélnika. Ludmila se pozdéji také stala patronkou vinard. Nejvice se o
rozvoj vinafstvi v Cechach zaslouzil esky kral a fimsky cisar Karel IV., jenz rozsifil seznam
péstovanych odrlid o kvalitni odridy z oblasti dne$ni Francie [3].

2.2.2 Soudéasny stav

V Ceské republice existuji dvé hlavni vinaiské oblasti a $est podoblasti. Do Cech spada
podoblast Litoméficka a Mélnicka, Morava zahrnuje podoblast Znojemskou, Velkopavlovickou,
Mikulovskou a Slovackou. Celkova rozloha vinic ¢ini 17 200 ha, pfiéemz vétsina vin vyprodu-
kovanych na Uzemi Ceské republiky pochazi z moravské vinaiské oblasti, kam je situovano
96 % ploch vSech registrovanych vinic [4][5].

Vinarskou oblast Morava tvofi 312 vinarskych obci, 1 126 vini€nich trati a hospodafi zde okolo
18 870 peéstitelt. Vinarské traté se nachazeji predevsim v Jihomoravském kraji v okresech
Znojmo, Breclav a Hodonin. Nejsevernéji polozené vinarské obce se rozkladaji ve Slovacké
vinarské podoblasti, kde jsou rozptyleny okolo Uherského Hradisté a zasahuji do Zlinského
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kraje (viz obr. 2). Moravska vinarska oblast se vyznacuje vhodnymi klimatickymi podminkami
pro péstovani bilych vin. Zdejsi bila vina jsou charakteristicka vy$si koncentraci aromatickych
latek, kofenitosti, mineralnosti a latkovou plnosti. Péstovani vinné révy se zajimavym
aromatickym profilem prospiva mirné klima s pfiklonem k vnitrozemskému, které doprovazeji
vpady vihkého vzduchu od Atlantického ocednu nebo studeného vzduchu z vnitrozemi [4][6].

U vin z Moravy a Cech se uplatuji dva zptisoby znageni a zatfidovani. Dosud prevladajici
metodou zlstavalo tzv. germéanské znaceni vin, pro které je rozhodujici cukernatost hroznu.
Cukernatost se udava jako relativni mnozstvi cukru v mostu pfed zahgjenim procesu kvaseni.
Pro méfeni obsahu zkvasitelnych cukr(l se pouzivaji standardizované mostoméry, u nichz se
v jednotlivych regionech 1i$i pouzivana metodika. V Ceské republice a na Slovensku se
nejCastéji uplathuje standardni stupnice mostoméru. Pomoci stupnice normovaného mos-
toméru Ize zjistit obsah cukru v jednotkach kg na 100 | mostu. Obsah cukru v mostu predsta-

jakostnich tfid a ur€uje potencialni obsah alkoholu v budoucim viné [6].

Druhou metodu zatfidovani vin, jez se u spotiebitel(l téSi stale vétsi popularité, reprezentuje
odkud vino pochazi. V Ceské republice byl s novym vinafskym zakonem &. 321/2004 Sb.
zaveden pojem ,vino originalni certifikace“ neboli VOC. Jednotliva VOC sdruzuji lokélni vinare
a umoznuji jim ziskat konkurencni vyhodu na trhu s vinem [6].

2.2.3 PIWI odrudy

Vyslechténi prvnich PIWI odrld predstavovalo reakci na zaneseni rizikovych plivodcl houbo-
vych chorob, jako jsou padli révy Ci plisné révy, a také nebezpecného skldce msicky révokaze
na evropsky kontinent [7].

Konvencni vinohradnictvi pouzivaji na ochranu proti $kidclm Siroké spektrum syntetickych
pesticidl, oproti tomu ekologicka vinohradnictvi se pfi ochrané proti houbovym chorobam
spoléhaji predevSim na fungicidy na bazi siry a médi. AvSak po dlouhodobém aplikovani
zminénych pripravku bylo zjisténo, ze se méd hromadi v mnozstvi nebezpecném pro Zivotni
prostfedi. K jeji kumulaci dochazelo na pozemcich s viceletymi plodinami, mezi néz fadime
i révu vinnou, jelikoz se na nich pravidelné aplikuji fungicidy s obsahem médi. Evropska unie
na vzniklou situaci reagovala stanovenim cilt pro snizeni mnozstvi aplikovanych fungicid(i ve
vinarstvi. Mezi pfijaté strategie patfi pfechod od oSetfovani rostlin pomoci specidlnich pri-
pravk( k prevenci chorob prostrednictvim $lechténi odrtd odolnych v{i¢i houbam [8].

Jedny z prvnich odriid odolnych proti houbovym chorobam byly vyslechtény mezidruhovym
kfizenim stfedomorskych odrid Vitis vinifera a severoamerickych a asijskych druhl Vitis,
napfiklad V. riparia, V. amurensis a V. rupestris [8]. Prvni hybridni odrlidy nemély u kon-
zument( vzdy pozitivni ohlas. Problém nastal u odrid vzniklych kfizenim révy s genotypem
americkych Vitis spp. Staré francouzské hybridy vzniklé kfizenim americkych Vitis spp. s Vitis
vinifera produkovaly vina nizsi kvality [7]. Dnes uz se PIWI odridy povazuji za velmi kvalitni
ive srovnani sdalSimi odridami evropské révy vinné. Znacnou oblibu u péstitel(l
a konzument(l si ziskal predevs§im Hibernal, jenz potvrzuje vysokou konkurenceschopnost
zminénych odrud [9].

PIWI odridy nasly uplatnéni zejména v ekologickém vinohradnictvi. Jejich péstovani vede
k minimalizaci pouzivani fungicidnich pfipravkud a jsou nedilnou soucasti vyluéné ekologického
nebo biodynamického péstovani. Biodynamika predstavuje sadu opatfeni, ktera pecuji o
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ekosystém a organismus krajiny; méla by vést k ozdraveni pldy a rostlin, jez jsou degradovany
a poskozeny vlivem konvenéniho zemédélstvi [9][10].

2.2.3.1 PIWI odrudy vyslechténé v Cechach a na Moravé

Prvni pokusy s pé&stovanim hybridd na uzemi tehdejsi Ceskoslovenské republiky se odehraly
ve 20. letech 20. stoleti. Zkousenim novych odr(id se zabyval Karel Neoral ze Slechtitelské
stanice v Muténicich, av$ak testovani velkého mnozstvi odriid jesté nevyustilo v jejich
zavedeni do praxe. Dal$i vina zajmu o odrudy, jez by byly odolné vuci houbovym chorobam,
se zvedla az v 60. letech 20. stoleti. Svou praci zapocal v lednickém ustavu Mendeleum Vilém
Kraus zkfizenim odr(id Vitis vinifera a Vitis amurensis spole¢né s vybranymi hybridy seibel. Ke
shromazdéni bohatého genofondu PIWI odrid doslo v 80. letech 20. stoleti, zasluhou
spoluprace Zahradnické fakulty v Lednici s MiloSem Michlovskym. Do genofondu byly
zarazeny odridy z Rakouska, Madarska, Némecka, Kanady, USA a ze zemi byvalého Sovét-
Ceskoslovenské republiky, pfedstavoval Seibel 13666: Vynika svou rezistenci vii&i chorobam,
a proto poslouzil jako donor zminénych vlastnosti [7].

V soucasnosti pokracuje Slechténi interspecifickych odr(id na Zahradnické fakulté Mendelovy
univerzity v Lednici nebo v podniku Vinselekt. Z PIWI odrid vyslechténych na nasem Uzemi
byly do Statni odrlidové knihy zapsany Laurot, Sevar, Cerason, Nativa, Malverina a Rinot [7].
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Graf 1:Viyvoj plochy (ha) PIWI odriid révy vinné v CR v letech 2005-2022 [11]

2.2.3.2 Hibernal

Hibernal byl vyslechtén v némeckém vyzkumném Ustavu v Geisenheimu. Dnes se v Ceské
republice péstuje na plose asi 13 ha [12]. Radime ho mezi hybridni odrldy, jez vznikly kfizenim
dvou rlznych odrid: v jeho pfipadé slo konkrétné o Seibel 7053 a Ryzlink rynsky [13]. Péstuje
se vyhradné ve stfedni a vychodni Evropé, ale i zde je jeho produkce oproti dal$im odr{idam
patficim k Vitis vinifera zanedbatelna. VVyvoj plochy PIWI odrid révy vinné na Gzemi Ceské
republiky v hektarech zachycuje graf 1 [14].
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Hibernal je velmi odolny vic¢i mrazdm, a proto je umistovan i do mrazovych dolin ve vini¢nich
tratich. Vyuziva se k produkci biovin a k barikovani. Ve vini a chuti Ize nalézt tény grapefruitu,
broskvi i kofenité tony [15].

Obrazek 1: Hrozen odrddy Hibernal [16]

2.2.4 Péstované bilé odrudy révy vinné a jejich aromaticky profil

Pro vyrobu bilych vin u nas dominuiji tfi hlavni odrlidy, jez zaujimaji zhruba polovinu plochy
nasich vinic. Na rakousko-moravském pomezi se péstuje Ryzlink vlassky a Veltlinské zelené,
v severné&jsich éastech Moravy a v Cechach ranéji zrajici odrida Miiller Thurgau [1].

2.2.4.1 Ryzlink viassky

Rostlina je stfedniho vzriistu, se stfedné hustym olisténim, dfevo dobie vyzrava a je dosta-
te¢né mrazuodolné. Bobule dorstaji stfedni velikosti, jsou zlutozelené a na vrcholku maji Cer-
nou tecku [1]. Vina z hrozn(i Ryzlinku vlasského jsou svézi, v chuti plnd a harmonicka.
Ve Zlutozelené zbarveném viné Ize hledat Sirokou $kalu chuti a vlni, od ovocnych rybizovych
¢i angrestovych pres viné luéniho kviti az po chutné medové tény s prichuti hrozinek. Vino je
vhodné k dlouhodobé archivaci [17].

2.2.4.2 Veltlinské zelené

U nés se péstuje pfedevsim na Mikulovsku, Znojemsku a Velkopavlovicku. Rostlina je stred-
niho vzristu i olisténi, dfevo dobre vyzrava a je stredné mrazuodolné. Bobule dorlstaji mensi
velikosti a jsou zelené nebo zelenozluté. Jedna se o pozdni odrldu, citlivou na spravné zati-
Zeni ker urodou [1]. Bobule hroznll Veltlinského zeleného davaji svézi vina s jemné muska-
tovymi tény ¢i vysoce jakostni vina zelenozZluté barvy s medové lipovou vini. V prabéhu
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procesu dozravani se nejprve objevuji kofenité tdny bilého pepre a postupné prechazeji do
jemné mandlové chuti se smetanovou dochuti [17].

2.2.4.3 Miiller Thurgau

Vysledné vino ma jemné broskvové, vanilkové, angrestové nebo muskatové aroma. Odrida
se rychle rozsifila pro niz8i obsah kyselin a pfijemny aromaticky profil. Dfevo rostliny je stfedné
dozravajici a mrazuodolnost nizsi. Vina maji svétlou barvu se zelenozlutym odstinem a jsou
stfedné pInd, svézi a harmonicka [1][17].

2.2.5 Péstované modré odrudy révy vinné a jejich aromaticky profil

Cervena vina tvofi necelou &tvrtinu z celkového objemu u nas vyrabénych vin. Klimatické
podminky v Cechach a na Moravé jsou vhodné&jsi pro pé&stovani hroznii k vyrobé vin bilych.
Hlavni slozky €ervenych vin, jimiz se liSi od bilych, predstavuji tfisloviny a antokyany, které
jsou intenzivnéjsi v jihoevropskych vinarskych oblastech. U €ervenych vin je vyzadovan nizsi
obsah kyselin, predevsim kyseliny jable¢né. Nejvétsi zastoupeni z modrych odrld na vinicich
v Cesku maiji Frankovka a Svatovavfinecké [1].
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Obrazek 2: Vinaiské podoblasti Vinarské oblasti Morava a jednotliva vinar'ska sdruZeni [18].

2.3 Terroir a vina originalni certifikace VOC

Terroir predstavuje Siroce pouzivany pojem, ktery zahrnuje nékolik klicovych faktor(. Prvnim
jsou prirodni faktory, jez souviseji s Zivotnim prostredim, klimatickymi podminkami a pldnimi
vlastnostmi. Druhy faktor tvori lidska ¢innost, konkrétné pouzivani riznych technik na vinici
a ve vinarstvi, jez jsou omezeny na konkrétni region. Posledni, neméné dlezity faktor repre-
zentuje historie vinarstvi v daném regionu, ktera odrazi znalost verejnosti o viné pochazejicim
z uvedené oblasti [19].
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V roce 2004 byl s novym vinarskym zakonem €. 321/2004 Sb. zaveden pojem ,,vino originalni
certifikace” neboli VOC [20]. Umozriuje zfizovat nova regiondlni sdruzeni vinard, zalozena na
odlisném plvodu vin ve Vinarské oblasti Morava. Vznik sdruzeni je reakci na preference
spotrebitell, ktefi kladou pfi vybéru vina vétsi duraz na jeho puavod z urcité oblasti, péstitelské
obce a na konkrétni péstitele [21].

Vina Ize v Ceské republice zatfidovat pomoci dvou klasifikaénich systém(. Dodnes jsou
mnoha vina klasifikovana germanskym systémem, ktery se zaméfuje predevs$im na odrudu;
avsak stéle vice vinaill prechazi na systém romansky, jehoz podstatu tvori apelacni systémy,
klasifikujici vina na zékladé pUvodu z konkrétni vinice, vini¢ni trati, vinarské obce a vinarské
podoblasti. Pokud se vinaf nebo vinafstvi rozhodnou uplathovat apelaéni systém Vino
origindlni certifikace (VOC), museji vyhovét nékolika zakonnym predpisiim. Vino nesouci
oznaceni Vino originalni certifikace musi byt vyrobeno na uzemi, jez je stejné nebo mensi nez
vinarska oblast. Vinaf musi byt pfisluSnikem sdruzeni, které ma opravnéni vina certifikovat,
afidit se podminkami stanovenymi v rozhodnuti o povoleni oznaCovat vina systémem
VOC [22].

V Ceské republice je v sougasnosti evidovano 13 apelaénich systémd, a to VOC Znojmo, VOC
Mikulovsko, VOC Palava, VOC Modré Hory, VOC Blatnice, VOC Vinice Velké Pavlovice, VOC
Bzenec, VOC Muténice, VOC Slovacko, VOC Valtice, VOC Hustopecésko, VOC Kravi Hora a
VOC Mélnik [23]. Jako prvni sdruzeni zagalo apelaéni systém VOC na tzemi Ceské republiky
pouzivat v roce 2009 VOC Znojmo. Clenové sdruzeni mohou vyrabét pouze vina, ktera jsou
pro danou oblast charakteristicka a odrazeji terroir viniCnich trati; ve znojemské oblasti se
jedna o odrady Sauvignon, Ryzlink rynsky a Veltlinské zelené. Vinafi nejsou omezeni pouze
volbou odrlid, ale také zpracovanim hroznu. Vyroba by méla mit minimalni vliv na vyslednou
chut vina. Regulaci podléha téz cukernatost hrozni: Spole¢na pravidla stanovuji, ze hrozny
museji mit cukernatost aspori 19 stupiil normalizovaného mostoméru pfi vynosu 2,5 kg
hroznl na kef. Kvuli nepfiznivému vlivu na charakter vin bylo vinafim sdruzenym ve VOC
Znojmo zakazano i pouzivani sud(i barrique [22].

2.4 Slozeni vina

Latky obsazené ve viné délime na ty, jez jsou pfirozené pfitomny v mostu nebo rmutu, latky
vznikajici pfi kvasném procesu a latky cizorodé, které se mohou do vina dostat v prabéhu
technologického procesu. V mostu jsou pritomny kyseliny, tfisloviny, sacharidy, dusikaté latky,
mineralni latky, barviva a latky tvofici aromatické a chutové slozky vina [1].

2.4.1 Kyseliny

Ve viné jsou pfitomny zejména organické kyseliny. RozliSujeme je na ty, jez vznikaji pfimo
v bobulich hroznt — konkrétné kyselina vinna, jable¢na a citronova — a kyseliny vznikajici bé-
Uvedena Sestice predstavuje vice nez 95 % vSech organickych kyselin, které tvofi soucast
vina [24][25].

Kyseliny mohou byt extrahovany z hroznd, vznikat v rdmci mikrobialnich metabolismu nebo je
mUze pfidat vinaf. S vyjimkou kyseliny octové jsou vSechny netékavé. Kyselina jablec¢na a
vinna se v hroznech tvori na po¢atku vegetaéniho obdobi, ale jejich koncentrace v bobulich se
v prabéhu dozravani lisi. Pred dozravanim hrozn( je v bobulich vysoka koncentrace kyseliny
jablec¢né, ktera vsak v prubéhu dozravani metabolizuje vlivem oxidacnich procesut [24].
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Obsah kyseliny jable¢né v mostu se pohybuje v rozmezi od 1 do 13 g na litr, oproti tomu obsah
kyseliny vinné je konstantni kolem 6 g na litr. Pokud je kyselost mostu nizsi, obsahuje zpravidla
mensi mnozstvi kyseliny jable¢né. Kyselina citronova je v ném pfitomna jen v nepatrném
mnozstvi a plsobenim mikroorganism se ihned rozklada. Jako vedlej$i produkty
alkoholového kvaseni vznikaji kyselina octova, mlééna, propionova a maselna. Vétsi obsah
tékavych kyselin vznika pfi necistém kvaseni, které zapficinuji razné druhy bakterii. Podle
zékona €. 321/2004 Sb. je mnozstvi uvedenych kyselin limitovano [1][20].

2.4.2 Sacharidy

Nezralé plody obsahuiji vysokou koncentraci kyselin a malé mnozstvi cukr(l, v pribéhu dozra-
vani kyselost klesa a obsah cukrl se zvys$uje. Narlst jejich mnozstvi mlize vinar kontrolovat
pomoci refraktometru. Pfiznivost podminek v daném roce — prfedevsim teplé a slunné pocasi —
je urcujici pro vys$si procentudlni zastoupeni sacharid(i v mostu [26].

Cukr je zde pritomen ve formé glukézy a fruktézy. V pfiznivych letech obsahuji mosty cukr
v rozmezi 16—24 %, v nepfiznivych letech i pod 15 %. V nékterych pfipadech se most ziskany
z nezralych hrozn(l musi dosladit sacharézou, avsak vina ziskana z doslazeného mostu se
nesmeji zatfidovat jako pfivlastkova. Sachardéza se béhem kvaseni enzymaticky rozklada
na glukézu a fruktozu. Cukr hraje v procesu kvaseni nezastupitelnou roli, kdy jeho pro-
kvasenim vznika ethanol. Pokud neni proces prokvaseni dokoncen, z(istava ve viné rlizné
vysoky obsah zbytkového cukru [1].

Hlavni kvasinku pro kvaseni vina predstavuje stale Saccharomyces cerevisiae. OvSem
ve vyrobé Ize aplikovat i dalsi neobvyklé druhy, jako Saccharomyces bayanus
a Saccharomyces kudriavzevii. Zminéné kvasinky vykazuji zajimavé fermentacni schopnosti,
dokazou vyprodukovat vina s niz§im obsahem ethanolu a vy§$im obsahem glycerolu. Uvede-
nym zpusobem se producenti vina snazi Celit zvy$enému obsahu cukrl v hroznech v dusledku
globalniho oteplovani. Navic se mlize zamezit zaseknutému kvaseni, k némuz maze dojit, po-
kud se omezi pfisun dusiku [27].

2.4.3 Pektiny

Pektinové latky se ve vétSim mnozstvi nachéazeji ve slupkach bobuli a jejich obsah narlsta
v suchych letech. Polymerni struktura pektinQ je stépena pektindazami, jez jsou v bobulich pri-
tomny. Stépenim pektin{ se snizuje viskozita mostu, coz prispiva k lep$i sedimentaci. Rychlost
stépeni Ize ovlivnit pfidavkem pektolytickych enzym(i [28].

Pektiny se fadi mezi derivaty kyseliny polygalakturonové, jejiz karboxylové skupiny se esteri-
fikuji methanolem. Ve viné jsou obsazeny ve stopovém mnozstvi, jelikoz se kvasenim hydro-
lyzuji. Mohou komplikovat proces Cifeni, které je nutné, pokud nejsou sklizené hrozny zcela
zdravé. Pektiny se mohou podilet na srazeni nestabilnich koloidnich latek pfi zrani vina.
Ve viné jsou pfitomny i dalSi glycidy, napfiklad pentésy a pentosany, avSak ve velmi malém
mnozstvi, jez nema vliv na jeho jakost [1].

2.4.4 Dusikaté latky

Obsah dusiku v mostu zavisi na mnoha faktorech, jako je odrida hroznu, pouziti hnojiv, obdobi
sklizné, pouzivani doplrikll ve vinarstvi a rozsah ¢ireni mostu. Mnozstvi a forma proteinG ovliv-
nuji rast bunék kvasinek a rychlost kvaseni. Hlavni dusikaté latky v mostu tvofi amonné
kationy, aminy, aminokyseliny, polypeptidy a jednoduché proteiny, dale je v ném pfitomno
mensi mnozstvi dusi¢nan, nukleotid(l a vitamin(. Chutovy a aromaticky profil vin z velké ¢asti
utvéareji tyto pfevazné rozpustné dusikaté latky [29].

16



Dusikaté latky predstavuji rovnéz nepostradatelnou vyzivu pro bakterie, jez zpusobuiji
biologické odbouravani kyselin, a pro kvasinky rozmnozujici se pfi kvaseni mostu. Proteiny
tvori soucast koloidniho systému ve vinech, postupnou oxidaci a reakcemi s tfislovitymi lat-
kami koaguluji, srazeji se a postupné z daného systému vypadavaji. Pokud neni koloidni sys-
tém stabilizovan, jsou pficinou tvorby zakall u lahvovych vin [1].

2.4.4.1 Vyzkum za ucelem zlepSeni aroma vina

Za Ucelem zlepseni aroma vina byl proveden vyzkum u odrid révy vinné Garnacha,
Tempranillo a Graciano. Na list révy vinné byly aplikovany dvé dusikaté latky, mo€ovina
a fenylalanin, a dva elicitory, methyl jasmonat a kvasniény extrakt. Vzorky vin byly analyzovany
pomoci metody HS-SPME-GC-MS. U odridy Garnacha se aplikovanim mocoviny,
fenylalaninu, a predevs§im methyl jasmonatu zvysil obsah terpent a C13 norisoprenoidd. Syn-
téza terpenoidll se zlepsila i u odridy Tempranillo, a to U¢inkem mocoviny a methyl jasmonatu.
U odridy Graciano se projevila tendence ke snizovani terpenoidd, avSak po aplikovani
fenylalaninu se zvysil obsah C13 norisoprenoid(l. Z prace vyplyva, Ze aplikace mocoviny,
fenylalaninu a elicitoru na list révy vinné muze vést ke zlepseni kvality hroznl [30].

2.4.5 Trisloviny (taniny)

Trisloviny fadime do skupiny polyfenolickych latek, jedna se o smés skladajici se z fenolu,
katechind a vysokomolekularnich tanin(. Vino obsahuje predevsim kondenzované tfisloviny,
které jsou extrahovany z hroznll, a také nékteré hydrolyzovatelné ftfisloviny extrahované
z dubu. Kondenzované tfisloviny nasledné podiéhaji strukturnim zménam v dlsledku oxidace
a dalsich reakci véetné polymerace mensich polyfenoll. Koncentrace tanind pfimo ovliviiuje
trpkost ¢erveného vina a jejich sloZzeni maze mit vliv na jemnéjsi senzorické vlastnosti. Trpkost
v Ustech je pocitovana po interakci tanin(i vina s bilkovinami slin. Vzajemné pUsobeni se
uskute€nuje prostiednictvim kombinace hydrofobni interakce a vodikové vazby [31][32].

Fyzikalné-chemicky zaklad vnimani chuti tfislovin jesté neni stanoven. Vnimani tvrdé chuti
vina se poji s vysokymi koncentracemi tfislovin, predevsim velkych polymeru a galloylovanych
tfislovin ze semen. Vnimani chutové mékkych tfislovin muize byt zapfic¢inéno nizkou
koncentraci danych tfislovin &i pfitomnosti slouc¢enin, jako jsou adukty antokyaninu a tfisloviny.
Mezi mozna vysvétleni mlze patfit i zaclenéni ftfisloviny do proteinovych nebo
polysacharidovych komplext. Nelze opomenout ani psychologicky faktor. U vin, ktera neméla
dostatek ¢ervené barvy, byla vice vnimana pritomnost nezralych tanin. Vnimani nezralych
a zralych tanin{ se liSilo, kdyz byla stejna vina testovana v c¢ernych ¢i bilych sklenicich odbor-
nou komisi [33].

Tfisloviny jsou pfitomny piedevSim v tfapinach a slupkach bobuli, a tudiz je jejich obsah
ve viné rozdilny v zavislosti na délce styku mostu s nimi. Vina vyrabéna bez predchoziho
odzrnéni nebo €ervena vina nakvasena na rmutech obsahuji vice taninu nez vina bila vyro-
bend tradi¢nim zplsobem s odzriovanim hroznt. Obsah ffislovin narlista i u vin ulozenych
v dubovych sudech. Oenotanin obsazeny ve viné predstavuje velmi dulezitou latku, jez
interaguje s bilkovinami za tvorby srazenin, coz pfispiva k samocisténi vina. U Cervenych vin
taniny pfiznivé pusobi na rozpusténi a stabilitu ¢erveného barviva [1].

2.4.6 Barviva ve vinech

Antokyany u modrych hroznu a flavony u bilych hroznu jsou fenolické biflavonoidni slouceniny,
které hrozn(im davaji jejich charakteristické zbarveni a tvori antioxidanty konzervujici vino [26].
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Cervené nebo modré barvivo je obvykle — az na odrddy, jez maiji antokyany ve slupce i duziné
— obsazeno ve slupkach bobuli [34]. Pokud je v kvasicim rmutu vy$Si mnozstvi alkoholu,
plastidy kfehnou, rozpadaiji se a pfi promichavani se z nich uvolfiuje barvivo. Cervené barvivo
ve viné se nazyva oenin a chemicky se rfadi mezi antokyany: Jedna se o glykosidy, jez se
v kyselém prostfedi $tépi na cukr a antokyanidy [1]. BEhem kvasSeni, a pfedevSim v prvnich
dvou letech dozravani vina podléhaji monomerni antokyany rliznym reakcim, které vedou ke
vzniku novych barviv odvozenych od antokyan(l. Tato nova barviva maji vyrazny vliv na stalost
barvy [34]. Barvu antokyanu ovliviiuje kyselost prostredi; kyselej$i cervena vina jsou svétle
cerveného zbarveni, oproti tomu vina s niz§im obsahem kyselin maji zbarveni tmavé ervené.
Konecna ¢ervena barva je vysledkem vzajemného poméru obsahu antokyan( a tfislovin, které
jsou samy zluté. Pokud se v dlouhodobé skladovaném Eerveném viné vylouéi tmavé Cervena
srazenina, je pfi€inou ucinek vzdusného kysliku a starnuti na oenin, jenz se rozklada a stava
se nerozpustnym [1].

Antokyany jsou prospésné zdravi: Byl potvrzen jejich antioxidaéni charakter, ktery se projevuje
vychytavanim volnych radikald, a to tim zplsobem, Ze jim predaji elektron [35].

Z dalSich barviv obsahuje vino zbytky zeleného chlorofylu, ¢erveného karotinu a zlutého
xantofylu. Jejich kombinace davé vinim rdzné odstiny zelenkavé az Zluté. Vina ze samotoku
jsou nazelenala; pokud byl most v del§im kontaktu se slupkami, je barva vina zlatozluta. Vyssi
obsah chlorofylu ve viné se mUze projevit necistou travni chuti a Zlutym az hnédym zbarvenim

[1].
2.4.7 Cizorodé latky ve viné

Béznou soucast vin tvofi volna i vazana kyselina sifi€ita, jez se pouziva pfi §koleni vin pro své
vyborné antioxida¢ni a konzervaéni ucinky. Jeji maximalni obsah stanovuje zakon
¢. 321/2004 Sb. Pfi dodrzeni povolenych hodnot nelze obvykle kyselinu sifiitou ve vinech
senzoricky rozeznat [1][20].

Konzervace oxidem sifiitym se pouziva zejména u potravin s nizkym pH, jako jsou ovocné
stavy a kvasené napoje. Cilem je regulovat mnozstvi nezadoucich mikroorganismu a aktivitu
polyfenoloxidazy. Oxid sifiCity se pfidava napfiklad k hrozniim po strojové sklizni nebo do vina
po jablecno-mlééné fermentaci. Uvedenym zplisobem se kontroluje oxidacni proces
i nezadouci fermentace [36].

Oxid sificity dokaze pusobit na oxidativni enzymy i pfi koncentraci pod 20 mg/l, ale nejedna se
o prili$ efektivni zplsob. Pokud je v drti pfitomno velké mnozstvi cizich kvasinek, je nutné
alespori po dobu lezeni drti aplikovat vy$si davku SO». Standardné se davkuje 30-50 mg/l SO>
[37].

2.4.8 Aromatické latky

Jedna se o souhrn dnes jiz znamych latek patficich mezi estery, aldehydy, acetaly, vy$Si
alkoholy a stépné produkty bilkovin [1].

U vina se Casto rozliSuje mezi pojmy ,aroma“ a ,buket’. Prvni zminény se pouziva,
pokud hovofime o primarnich (odrlidovych) viinich pochazejicich z hrozn(i. Termin ,buket” za-
hrnuje véechny vlastnosti, které jsou vysledkem zmén, jez nastaly v prabéhu kvaseni ¢innosti
kvasinek; poté mluvime o tzv. sekundarni vini (sekundarnim aroma). Nejvétsi vliv na vysledny
buket ma faze zrani, jelikoz se utvari tzv. terciarni viiné. Ve viné bylo identifikovano vice
nez 400 rdznych aromatickych sloucenin [1][26]. Mezi prekurzory vlni vina fadime volné
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aminokyseliny, fosfolipidy, glykolipidy, aldehydy a fenoly. V prlibéhu kvaseni vznikaji
alkylestery, které davaji vinu sekundarni aromatické vlastnosti. Terpeny, jez jsou pfitomny
v hroznech, se v prlbéhu kvaseni neméni a prispivaji k primarnim aromatickym vlastnostem;
pfi zrani se vSak ménit mohou, a poté pfispivaji k terciarnimu aroma [26].

2.4.8.1 Alkoholy

V ovoci a alkoholickych napojich se uplatiuji jako aromatické latky predevsim volné primarni
alkoholy a jejich estery [38].

Ethanol

Ethanol jako produkt tzv. alkoholového kvaseni vznika enzymatickym rozkladem glukézy
nebo fruktézy za anaerobnich podminek [38][39]. Neni povazovan za podstatnou aromatickou
latku, ale méa vyznamny vliv na vlni a chut vina [40]. Obsah ethanolu ve viné je proménlivy
v zavislosti na mnozstvi zkvasitelnych cukrd v plivodnim mostu. Bézna stolni vina obsahuji
10—13 % obj. ethanolu [39].

Minimalni obsah ethanolu, jenz zajistuje ur€itou mikrobiologickou stabilitu vina, prfedstavuje
10 % obj. Vys$$i obsah ethanolu stabilizuje vino proti kvasni¢nim zakaldm a chrani ho
pred bakterialnimi onemocnénimi, jako je octovaténi, a pred mléEnym kvasenim [1].

V poslednich desetiletich se priimérny obsah ethanolu ve stolnich vinech zvysil; vyrobci tak
reagovali na preference spotiebiteld pro urcité styly vina. Spotiebitelé preferuji vina
s bohatym, pinym a zralym ovocnym chutovym profilem. Prikladem mohou byt odridy Caber-
net Sauvignon a Shiraz, které se sklizeji s pomérné vysokou koncentraci cukru, coz ma za
nasledek produkci vin s vy8§Sim obsahem ethanolu. Podle dat sbiranych v Austrélii od 80. let
20. stoleti se koncentrace alkoholu v australskych ¢ervenych vinech zvysila pfiblizné o 1 %
za desetileti [41].

Methanol

Methanol byva ve vinech pfitomen pouze v zanedbatelném mnozstvi [39]. Volny methanol je
produktem hydrolyzy pektini katalyzované rostlinnymi pektinesterasami [38]. Pektinové latky
jsou pfitomny predevsim ve vyliscich [39].

Vyssi alkoholy

Koncentrace vyssich alkoholl, jez vznikaji jako vedlejsi produkt ethanolového kvaseni,
by méla byt sledovana, jelikoz mohou mit rlizny efekt na chut a aroma vina. Koncentrace pod
300 mg/l davaji vinu komplexni a plnou chut, oproti tomu koncentrace nad 400 mg/I vedou
k silné, sviravé chuti a vani [38][40].

Pfi kvaSeni vznika jako primarni produkt glycerol, ktery nepatfi mezi aromatické latky,
ale dodava vinu plnost. Na vzniku glycerolu se podileji pfedevsim divoké kvasinky [28].

2.4.8.2 Aldehydy

Aldehydy mohou byt ve viné pfitomny ve volné nebo vazané formé [39].
K nejprozkoumané;jsim aldehyd(im radime formaldehyd, acetaldehyd a p-benzaldehyd [40].

Acetaldehyd patfi mezi tékavé karbonylové slouceniny, jez vznikaji degradaci sacharidd.
Vznika také jako sekundarni produkt alkoholového kvaseni €i pfi termickych procesech
Streckerovou degradaci z aminokyseliny alaninu [38].
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Koncentrace aldehydud ve vinech se pohybuje v rozmezi od 20 do 100 mg/l. Obsah aldehyd(
u bilych a ¢ervenych vin se vyznamné lisi: Bila vina obsahuji v priméru 80 mg/I aldehydu
a Cervena 30 mg/l. Prahu vnimavosti je dosazeno pfi koncentraci 100—-125 mg/I [40][39]. Nizké
koncentrace aldehyd(i tvori zdroj pfijemného ovocného aroma; pokud jsou koncentrace pfilis
vysoké, pfipomina aroma vina nahnila jablka [40].

Neni-li acetaldehyd dale redukovan alkoholdehydrogenazou na alkohol a zUstava ve vétsim
mnozstvi ve ving, je nutné zvysit davky SO,. Oxid sifiCity je pro acetaldehyd hlavnim vazebnym
partnerem. V literatufe se udava, ze pro vyvazani 1 g acetaldehydu je nutné aplikovat 1,45 mg
oxidu sifi€itého. Acetaldehyd, ktery je nepostradatelny pfi zrani vina, nepochazi z procesu
kvaseni, ale zpétné z alkoholu [28][42].

2.4.8.3 Estery

Estery kyselin vznikaji reakci alkoholl s organickymi kyselinami a radi se mezi nejvyznamnéjsi
aromatické a buketni latky vin [39][40]. Vétsina esterl neni v hroznech pfitomna a vznika
azjako sekundarni nebo terciarni aromatické latky béhem kvaseni ¢i skladovani.
Na vysledném aroma vina se nejvice podileji dvé tfidy ester(l, a to ethylestery a acetatové
estery, ackoliv k vlni vina mohou pfispivat také cyklické estery s péticlennymi kruhy [24].

Mnozstvi ester(i ve viné se méni v zavislosti na esterolytické aktivité, coz ma vliv na vysledné
vnimani chuti a kvality. Na chuti se podileji nejen samotné estery, ale téz slouceniny, jez jsou
uvolfiovany pomoci ¢innosti enzymu esterazy. Jedna se napfiklad o mastné kyseliny a vyssi
alkoholy [43].

Na tvorbé esterl se podileji rizné kmeny kvasinek, jez maji vliv i na jejich mnozstvi. Jednim
z mnoha zastupcu jsou divoké kvasinky Apiculatus. Vyznamné estery vytvorené kvasinkami
ve viné a jejich aromatické projevy uvadi tabulka 1. Pro chut a aroma vina jsou nejvyznamnéjsi
estery kyseliny octové, estery terpenovych alkohol(, geraniolu a terpenolu [39].

Tabulka 1: Vyznamné estery vytvorené kvasinkami ve viné a jejich aromatické projevy [44]

Tékavé slouceniny Popis aromatického projevu
Ethylpropanoét ovocny

Ethyl 2-metylpropanoét ovocny, sladké ovoce
Ethylbutanoat kyselé ovoce

Ethyl 3-metylbutanoét bobuloviny

Ethylhexanoét zelené jablko

Ethyllaktat jahoda

Ethyloktaonat sladké mydlo

Ethyldekanoat prilemné, mydlové
Ethyldodekanoat mydlové

Ethylacetat ovocny, odlakovac (ve vysoké koncentraci)
2-methylpropylacetat banan, ovocny
2-methylbutylacetéat banan, ovocny

Hexylacetat sladky, parfém
2-fenylethylacetat kvétinovy
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2.4.8.4 Tékavé kyseliny

Do skupiny senzoricky aktivnich tékavych kyselin radime kyselinu octovou, propionovou, ma-
selnou, valerovou a kapronovou. Jsou tvofeny kratkym uhlikovym fetézcem a jejich koncen-
trace ve vinech se pohybuje v rozmezi od 500 do 1 000 mg/l. Pokud je jejich koncentrace
ve viné nadlimitni, a tedy vys$i nez 1 000 mg/l, jedna se o projev jeho vady nebo nemoci [40].

Kyselina octova

Kyselina octova vznika predevsim aerobné oxidaci ethanolu. V pfipadé, ze je vino pfitomno
v anaerobnim prostiedi, mohou nékteré druhy kvasinek vytvorit 300-600 mg/I kyseliny octové.
Jeji koncentrace by neméla presahnout hranici 600 mg/l [28]. VySSi koncentrace se stavaji
pfi€inou chuti vina, ktera je pfirovnavana k salatovému octu. Znalci jsou schopni rozeznat vadu
vina pfi koncentraci 600—700 g/l [42].

2.4.8.5 Terpenoidy

Pro aroma vina jsou podstatné monoterpeny a seskviterpeny; vyssi terpenové uhlovodiky jeho
aroma neovlivnuji [38]. Monoterpeny i seskviterpeny vznikaji syntetickou reakci z isopente-
nylpyrofosfatu (IPP) a dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) [45].

Vétsina terpent je pred kvasnym procesem glykosidicky vazana na cukr, a tudiz jesté nemaji
vliv na aroma. Uvolfiuji se v prubéhu kvaseni a skladovani. Jsou velice dllezité pro odridovy
charakter vin. Vys$si koncentrace terpenoidu se vyskytuji u aromatickych odrad [28][40].

Zdroje terpenoid(l predstavuji houby, fasy a vyssi rostliny, které je produkuji v metabolické
draze biosyntézy steroll. Nejpocetnéjsi skupinu terpenoidl tvofi monoterpeny, jejichz
o-terpineol, nerol, citronelol, hotrienol a geraniol. Na zékladé obsahu monoterpen(i délime od-
rady na intenzivné aromatické muskatové, nemuskatové aromatické a neutralni [40].

Ackoliv jsou monoterpeny pro svUj vliv na aroma velmi vyhledavané, nelze je — kvlli slozitosti
matrice vina a nizkym koncentracim — snadno analyzovat. Pokud chceme terpenoidy izolovat,
je nutné provést predkoncentraéni krok nebo pouzit velice citlivé pristroje. Jelikoz mohou
terpeny snadno oxidovat, provadéji se analyzy, které jsou rychlé a jednoduché. Mezi techniky,
jez Ize aplikovat v praxi, patfi headspace mikroextrakce na tuhou fazi (HS-SPME) [46].

2.4.8.6 Norisoprenoidy

Norisoprenoidy se diky pfijemnym deskriptorim v(iné spojuji s vysoce kvalitnimi vlastnostmi
vina. Jednotlivé v(iné mohou pfipominat ¢aj, fialku, exotické kvétiny, dusené jablko, eukalyptus
nebo kafr. Ve vinech byly nalezeny norisoprenoidy vznikajici degradaci karotenoidu, napriklad
B-damascenon, B-ionon, TDN a izomery vitispiranu [47].

TDN (1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen) se vyskytuje pfedevsim v hroznech révy vinné, které
byly vystaveny nadmérnému sluneénimu svitu. Jedna se o Cis-norisoprenoidovy derivat radici
se mezi ne-megastigmany. Projevuje se typickou petrolejovou vini [40].

2.4.8.7 Methoxypyraziny

Methoxypyraziny, dusikaté heterocyklické slouceniny, se tvofi vramci metabolismu
aminokyselin. Mohou mit velice intenzivni, az nepfijemny vonny projev, nejcastéji vegetativni
¢i bylinny, ktery se podoba paprice. Maji velice nizky senzoricky prah 1-10 ng/I [40][48].
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Methoxypyraziny se vyskytuji v bobulich nékterych odr(id révy vinné, a to predevsim u odrad
Sauvignon Blanc a Cabernet Sauvignon. Na jejich vyssi koncentrace v bobulich maji vliv
zejména chladnéjsi klimatické podminky. Vina péstovana v teplejSich oblastech vykazuji nizsi
koncentrace methoxypyrazin(i, z ¢ehoz plyne, Zze vinlm stejné odridy jsou propuj¢ovany
odlisné vlastnosti v zavislosti na regionu. [48].

2.4.8.8 Tékavé fenoly

Tékavé fenoly se ve viné casto projevuji nezadoucim zplsobem; u ¢ervenych vin mohou byt
pfi€inou zapachu, ktery je popisovan jako zivocisny. Aroma vina s nadmérnou koncentraci
tékavych fenoll pripomina konsky pot ¢i farmaceutické prostiedi. U nékterych vinarl previada
nazor, ze nizké koncentrace tékavych fenoll — konkrétné 4-ethylfenolu a 4-ethylguajakolu —
mohou prispivat ke komplexnimu buketu. Prekurzory tékavych fenolll se pfirozené vyskytuiji
v hroznové stavé; jedna se o hydroxyskoficové kyseliny, z nichz Ize zminit napfiklad kyselinu
p-kumarovou a ferulovou [49].

Vyznamny vliv na aroma maji té€kavé fenoly zejména u bilych vin, jelikoz jsou v nich obsazeny
ve vys$Sich koncentracich. Mezni hodnota, nad niz se zaginaji projevovat nepfijemné chutové
a vonné vlastnosti, €ini 725 ug/l. Pri¢inu enzymové aktivity, pfi které jsou kyseliny p-kumarova
a ferulova preménény dekarboxylaci na pfislusné vinylfenoly, predstavuji kvasinky rodu
Saccharomyces cerevisiae. Zminéna nitrobunécna aktivita se projevuje pouze béhem
alkoholového kvaseni a s odliSnou intenzitou, jez zavisi na kmeni kvasinek [50].

2.4.8.9 Vonné thioly a dalsSi sirné sloué¢eniny

V letech 2010 a 2015 byly studovany a identifikovany nékteré odridové thioly, mezi nimi na-
pfiklad 4-merkapto-4-methyl-pentan-2-on, 3-merkaptohexan-1-ol a 3-merkaptohexylacetat.
Z odrud, jejichz aroma utvareji vysoce vonné thioly, Ize zminit Sauvignon Blanc. Specifické
skupiny thiolG jsou ve vinech zdrojem ovocnych tonG [40][51].

Za vUni pfipominagjici  mucenku ¢i  bedrnik  zodpovidaji  3-merkaptohexan-1-ol
a 3-merkaptohexylacetat. Vani  kostalu, cCerného rybizu a bedrniku vykazuje
4-merkapto-4-methyl-pentan-2-on. Vzhledem k nizkému prahu vnimavosti thioly pozitivhé
prispivaji k ovocnym tonim mladych vin. Odrldové thioly se uvolnuji v priibéhu alkoholového
kvaseni z netékavych prekurzord, jako jsou cysteinové konjugaty a glutathion, enzymatickym
plsobenim kvasinek [51].

Thioly nemaji na senzorické vlastnosti vina pouze pozitivni vliv — nékteré sirné slouceniny jsou
pri¢inou jeho senzorickych vad. K nezadoucim slou€enindm patfi sulfan, jehoz aroma se
pfirovnava ke zkazenym vejcim [40].

2.5 Technologie vyroby vina

PFi vyrobé vina se uplathuji pfedevsim tfi procesy: pfedkvaseni, kvaseni a dokvaseni. U vin
vyrabénych z hroznu tvori soucast predfermentace rozdrceni bobuli a uvolnéni stavy. Dalsi
postup se liSi u Cervenych a bilych vin; u bilého vina se slupky a $tava oddéluji, zatimco u vin
cervenych zUstavaji pohromadé. U bilého vina nasleduje odstranéni pevnych latek (Cifeni)
sedimentaci nebo odstfedénim pfi nizké teploté 5-8 °C. Nasledné se do vycisténé stavy pridaji
specialni vinné kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, které zahaji kvaseni [52].

Kvaseni mostu probiha v kvasné kadi. Pfi vyrobé €erveného vina se duzina, slupky a semena
béhem celého kvaseni nebo jeho &asti uchovavaji pohromadé, aby bylo dosazeno typické
barvy a chuti vina. Proces kvas$eni je zapocat pfidanim kvasinek do rozmackané duziny nebo
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mostu. V prabéhu alkoholového kvaseni se cukry ve stavé preménuiji za pritomnosti kvasinek
na ethanol a oxid uhli¢ity. Kvaseni mize byt zpomaleno nebo zastaveno, pokud kvasinky
nedokazou maximalné vyuzit dostupny cukr. Problém lze vyreSit scezenim, filtraci nebo
odstfedénim. Kvaseni probihd za anaerobnich podminek a je mozné ho posilit pfidanim
fosfore¢nanu amonného, jenz doplni dusik potfebny pro riist kvasinek [52].

Po dosazeni pozadované faze kvaseni se provadéji postfermentacni postupy. Vino se
z kvasni¢nych kall staci do nadob z nerezové oceli nebo do dubovych sudl. V prabéhu
skladovani se mohou vina filtrovat, stabilizovat, michat ¢i zjemnovat. Aromatické a chutové
vlastnosti vina se v prabéhu zrani méni a ve vhodné chvili se filtruje a staci do lahvi [52].

2.5.1 Sekundarni aroma

V procesu vyroby vina z mostu se uplatfuji dva typy kvaseni: alkoholové a jableéno-mlééné.
Béhem procesu kvaseni vznika cela rada sekundarnich aromatickych latek. Z alkohol(l vznika
pfi alkoholovém kvaseni predevS§im 2-methylbutanol, 3-methylbutanol, 1-propanol,
2-methylpropanol, 1-butanol, 1-pentanol a 2-fenylethanol. Alkoholy vznikaji v metabolismu
aminokyselin. Jejich koncentrace ve viné se pohybuje v rozmezi 400-500 mg/I a je ovlivhéna
obsahem dusiku v bobulich révy vinné [45].

Spolecné s alkoholy predstavuji hlavni markery kvasného aroma mastné kyseliny a estery.
Mastné kyseliny vznikaji v okamziku, kdy je hydrolyzou prerusen proces prodluzovani acetyl-
CoA. Estery se tvofi enzymatickou cestou, pocatecni aktivaci mastnych kyselin v kombinaci
s koenzymem A (CoA). Dekarboxylace a-ketonovych kyselin, vznikajicich pfi biosyntéze
vy$sich alkoholl, vede k tvorbé karbonylovych slouc¢enin. Dekarboxylaéni proces se odehrava
v metabolismu kvasinek. Sirné slouceniny jsou obecné zdrojem nepfijemného a intenzivniho
vonného projevu. Radime sem sulfidy, thioly a thioestery. Z dusikatych slouéenin se na
sekundarnim aroma nejvice podileji acetamidy z primarnich amind a jim odpovidajici aminy.
Jejich viiné je pripodobriovana ke kyseliné mocové. Laktony se ziskavaji intramolekularni
esterifikaci hydroxykyselin. Ze 4-hydroxykyselin jsou produkovany y-laktony a z5-
hydroxykyselin ®-laktony; v obou pfipadech se jedna o kyslikaté heterocyklické slouceniny.
Cinnosti kvasinek Saccharomyces cerevisiae vznikaji dva hlavni tékavé fenoly, ato 4-
vinylfenol a 4-vinylguajakol. Do uvedené skupiny se fadi rovnéz 4-ethylfenol, ten nicméné
produkuji jiné kvasinky, rodu Brettanomyces/Dekkera [45].

2.5.2 Terciarni aroma

Terciarni aroma utvareji slouc¢eniny vznikajici v prdbéhu zrani vina. Proces uchovavani vina
provazi fada fyzikalné-chemickych a biochemickych reakci, které preménuji aromatické latky
vzniklé v pfedeslych krocich vyroby. Tzv. buket je vysledkem bud oxidaénich reakci v sudech,
kde jsou syntetizovany acetaldehydy a acetaly, nebo dozravani vina v lahvi. Slouceniny
vzniklé pfi fermentaci mezi sebou interaguji a utvareji buket. U vin, ktera byla ulozena v sudu,
se chutové projevuji latky uvolnéné ze dreva. Jedna se o furany, jejichz vonny projev muze
pfipominat prazené mandle, fenolové aldehydy, fenylketony, kyslikaté heterocykly, tékavé
fenoly a laktony [45].

2.6 Autentifikace vin

Identitu vina urcuje vice faktor(i, mezi néz radime odrtdu hrozn(i, zemépisny puvod, biofyzi-
kalni prostredi vinice, podminky sklizné a vstupy pfi vyrobé. Postupné se pfi vyrobé vin zacaly
uplatiiovat rzné zplisoby padélani souvisejici s uvedenymi Udaji. Za padélani vina se
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povazuje uvadéni nepravdivych udajii na znackach a etiketach, pridavani nepovolenych pri-
sad, provadéni nepovolenych postupl a zaména na zakladé odriidy hrozn(i nebo oblasti pu-
vodu [53].

Mésiéni zpravy Evropské komise uvadéji, ze vino patfi mezi nejvice falSované
potraviny. V disledku popsaného jednani pak nejsou naplnéna ocekavani spotrebitelll, coz
mUze vést k poklesu dlvéry zéakaznika v autenticitu produktu. Druhym aspektem nekalého
jednani je narudeni konkurenéni soutéZe mezi vyrobci vina. V poslednich letech byly vyvinuty,
ale také se stale vyvijeji metody, jimiz Ize pravost vin ovéfit. Cilem vyzkumnikd bylo vytvorit
rychlé, pfesné a levné metody pro potvrzeni €i zamitnuti hypotézy [54]. Obvykle aplikované
analytické metody stavéji na profilovani stopovych prvku, fenolovych sloucenin, tékavych
sloucenin a izotopovych pomérl pomoci rliznych chromatografickych a spektroskopickych
metod [55]. Z prvnich zminénych se bézné vyuziva plynova chromatografie s hmotnostni
detekci a vysokoucinna kapalinova chromatografie. Spektroskopické metody pak predstavuji
velice efektivni nastroj pro svou jednoduchost, rychlost pfipravy vzorkd a rychlost analyzy [53].

2.6.1 Geograficka autenticita

PFi ovéfovani geografické autenticity vin se uplatiuje cela fada biometrickych metod, které
vinafi vyuzivaji pro charakterizaci, klasifikaci a autentizaci vzork(. K cenénym metodam pro
ovéreni zemépisného plvodu vin se fadi stanoveni stopovych kovl. Kovy se do vina dostavaji
z endogennich nebo exogennich zdroju. Endogenni zdroj tvofi prvky, jez se pfirozené vyskytuji
v pudé, nebo také klimatické podminky a zralost hroznl. Exogennim zdrojem jsou rizné
kontaminanty, které se do vina mohou dostat béhem rustu a pfi technologickém zpracovani.
Vyskyt stopovych prvk(i ve vinech Ize ovéfit pomoci metod, jako je atomova absorpéni
spektroskopie, atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES)
nebo hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [56].

V jedné studii, jez se snazila potvrdit korelaci mezi vyskytem stopovych prvkd v plidé a ving,
bylo analyzovano 1 397 komercnich vin z 51 australskych oblasti, 39 odrid a 19 ro¢nikl. Ze
k viceprvkovému slozeni australskych vin, nasledovana barvou hrozn(, ro¢nikem a odridou.
Ve studii byla pouzita jedna z metod mnohorozmérné statistické analyzy, konkrétné linearni
diskriminacni analyza (LDA), jejiz pomoci se potvrdilo, Ze spolehlivymi ukazateli plvodu vin
jsou nasleduijici prvky: Li, Na, Mg, Si, P, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Zn, Rb, Sr, Cs a Ba [56].

DalSi metodu, jez umoznuje rozsahlou analyzu pfirodnich molekul, reprezentuje izotopova
analyza nuklearni magnetickou rezonanci (SNIF-NMR). Pouziva se pro ur¢ovani zemépisného
plvodu vina, které bylo ve vSech Clenskych statech zavedeno narizenimi EU ¢. 2670/90,
2347/91 a 2348/9. Vlastnosti vina se porovnavaji s udaji uvedenymi na etiketé za vyuziti
databanky autentickych vzork(, jez byla Evropskou unii zfizena v roce 1991 [56].

Plvod vina Ize ovéfit i metodou sledujici pomeér '80/'80. Technika umoznuje identifikovat
pfidanou podzemni nebo vodovodni vodu v hroznovém mostu. Hodnota 880 vody obsazené
ve viné reflektuje pomér ve srovnani s mezindrodnim standardem Vienna Standard Mean
Ocean Water a odrazi zemépisny pavod vina [56].

Pfi ovérovani autenticity vina a v boji proti podvodiim se uplatriuje vice analytickych metod, pfi
nichz je sledovan pomér izotopu. Z metod, jez stale tvori predmét vyzkumu, se v praxi vyuziva
pomér izotopu 2H/'H, 3C/'2C, jiz zminény '80/'60O a 8" Sr/%Sr [57].
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Jeden z moznych pristupl propojuje izotopové charakteristiky pady, rostliny, meziproduktu a
konec¢ného produktu na zakladé pomér(i izotopl &Sr a 8¢Sr. Avsak pro izotopovou vlastnost
neni izotopové slozeni plidy spolehlivym ukazatelem. Vhodny ukazatel predstavuje izotopové
sloZzeni poérové vody, ktera vymyva rlzné minerdini faze a poté prechazi do korenového
systému. Nevyhoda takového odbéru tkvi v jeho komplikovanosti, proto byla vyvinuta metoda
odbéru a zpracovani vzork(l pidy a nasledného vyhodnoceni vzork( mostu a vina. Po
provedeni rozboru jsou srovnany vzorky pldy a biologického materidlu. Na zakladé
provedenych analyz Ize spolehlivé uréit zemépisnou, regionalni i mistni pravost vina. Cervena
a bila vina prochazeji odliSnym procesem zpracovani hroznl, proto je v pfipadé druhych
zminénych nutné brat v potaz i pomér &Sr a #Sr bentonitl [58].

2.7 Plynova chromatografie

Studium tékavych latek ve viné patfi mezi prvni aplikace plynové chromatografie (GC) po jejim
rozvoji na pocatku 50. let 20. stoleti. GC se stala nepostradatelnou pro pochopeni chemického
sloZzeni vina a v soucasnosti je jeji vyuziti pfi analyze vzork( vina mnohem rozsahlejsi.
Postupem ¢asu byla technika zdokonalovana, pokrok se projevil zejména v technologii kolon,
zlepSeni stacionarnich fazi a v novych detekénich metodach. Zavedeni kapilarnich kolon
s vysokou rozliSovaci schopnosti na konci 80. let 20. stoleti vedlo k identifikaci stovek novych
tékavych latek, v€etné sloucenin, jez jsou ve viné pfitomny pouze ve stopovém mnozstvi [59].

2.7.1 Detektory

Pro analyzu vina se nejcastéji vyuzivaji dva typy detektord, a to plamenové ionizacni (FID)
a hmotnostné spektrometricky (MS); av§ak kromé téchto univerzalnich detektorl se v praxi
uplathuji i detektory s vy$Si citlivosti a selektivitou pro nékteré analyty. Pfikladem mohou byt
plamenové fotometrické (FPD) a chemiluminiscencni detektory schopné detekovat latky obsa-
hujici siru. Rezidua pesticidl, tékavé aldehydy a stopova mnozstvi haloanisolu se stanovuji
pomoci detektorl s elektronovym zachytem (ECD). Pro analyzu rezidui pesticidu, ale také
methoxypyrazind, které prispivaji k paprikovému aroma nékterych odrld vin, jako je Cabernet
Sauvignon, slouzi detektory dusiku a fosforu (NPD). Kromé tradi¢nich GC detektor(i se v praxi
vyuzivaji i novéjsi typy, jez umoznily rychlejsi analyzu s lepsi selektivitou i citlivosti. Patfi mezi
né hmotnostni spektrometrie s dobou letu (TOF) a kombinované techniky jako tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) [59].

2.7.2 Extrakce

Vino je velice slozitou matrici, jelikoz obsahuje velké mnozstvi slou¢enin riznych chemickych
skupin. Pfed samotnym méfenim je nutné ze vzorku izolovat slouceniny tvofici predmét
vyzkumu. Pfipravné kroky vétSinou zahrnuji izolaci a koncentraci stanovovanych slouéenin
a jejich provedeni je zasadni pro kvalitu i relevantnost nasledné analyzy. Mezi nej€astéji pouzi-
vané extrakéni techniky radime extrakci kapalina—kapalina (LLE), extrakci na pevné fazi (SPE)
a headspace (HS), ktery se mUze provadét staticky i dynamicky [60].

Pfi statickém HS-GC se analyt odebira z hermeticky uzaviené vialky, poté co matrice
dosahne rovnovahy s vlastnimi parami pfi urcité teploté [61]. U dynamického HS-GC prochazi
plyn matrici a unasi aromatické latky na vhodny zachytny systém, jako je pevny adsorbent,
kapalna stacionarni faze nebo selektivni Cinidlo. Slou€eniny jsou uvolnény pomoci tepelné
eluce, pfipadné eluci rozpoustédlem [61]. S ohledem na zivotni prostfedi se stéle vice
prosazuji miniaturizaéni techniky, které vyrazné omezuji mnozstvi pouzitych rozpoustédel.
Pfikladem je mikroextrakce jednou kapkou (SDME) a mikroextrakce na pevné fazi (SPME)
[60].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Aromatické latky ve vzorcich byly stanoveny pomoci headspace mikroextrakce na tuhé fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostné spektrometrickou detekci. Vedle toho bylo
provedeno ovéreni opakovatelnosti a linearniho rozsahu stanoveni vybranych analytu.

3.1 Pouzité vybaveni a chemikalie
3.1.1 Pristroje, software a laboratorni pomuicky

e Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

e Hmotnostni spektrometr ISQ™ LT Single Quadrupole (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

e SPME vilakno DVB/CAR/PDMS 50/30 pm (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

e Kapilarni kolona TG-WAXMS (80 m x 0,25 mm x 0,5 ym) (Thermo Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

e pH metr HI 981032 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)

e Xcalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

¢ Knihovna hmotnostnich spekter NIST/EPA/NIH (Gaithersburg, MA, USA)

e Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)

e Statistica 13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA)

3.1.2 Pomucky

e Predvazky EK-1200i a analytické digitalni vahy GR-202 (A&D Instruments Ltd,
Abingdon, Spojené kralovstvi)

e Vialky (10 ml) se zavitovym magnetickym uzavérem

e Bézné laboratorni sklo a nacini

3.1.3 Chemikalie a pracovni roztoky

e Helium 4.8 (SIAD Czech s.r.0., Rajhradice, Cesko)
e Chlorid sodny p.a. (Lach-ner, s. r. 0., Neratovice, Cesko)
e Roztok modelového vina (MV), tj. 12% v/v roztok ethanolu p.a. (Penta Chemicals,
Chrudim, Cesko) ve vodé s obsahem:
o 15,0 g/l glukdzy a fruktdzy (Merck, Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Némecko),
1,5 g/l vinné, jable¢né a mlééné kyseliny (Merck, Némecko),
6,0 g/l glycerolu (HPLC grade, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
1,0 g/l 2,3-butandiolu (Merck, Némecko),
40 mg/l 2-fenylethanolu (Merck, Némecko),
o nasyceného vodného roztoku hydroxidu draselného do pH 3,5 celkového MV
e Vnitini standard (IS) 2-heptanolu a 2-nonanolu (oba Merck, Némecko) o koncentraci
10 mg/l v roztoku MV
Linalool 97% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko)
a-Terpineol (Sigma-Aldrich Co., USA)
Citronellol 96% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Némecko)
Ethyl hexanoét (Sigma-Aldrich Co., USA)

O
O
O
O
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3.2 Ovéreni vybranych valida¢nich parametri

Za ucelem ovéreni spravnosti fungovani pouzité metody byly proméfeny opakovatelnost
alinearni rozsah metody. Tato méfeni byla provedena pomoci modelového vina (MV)

simulujiciho matrici redlnych vzork( s pridavky standard(l ve vhodnych koncentracich.

3.3 Analyzované vzorky

V této bakalarské praci bylo zkoumano 19 vzork( moravskych vin odridy Hibernal. Vzorky
byly vybrany tak, aby byly zastoupeny vS8echny Ctyfi moravské podoblasti (slovacka,
mikulovska, velkopavlovicka a znojemska). Vina byla zakoupena v bézné obchodni siti nebo
pres e-shop jednotlivych vinaill. Poté byla skladovana v temnych a chladnych prostorach
a k jejich otevreni bylo pfistoupeno az pred samotnym méfenim. Prehled analyzovanych
vzork( uvadi tabulka 2.

Tabulka 2: Prehled analyzovanych vzorkii

- . . , s Alk. Kys. Cukr
Vzorek | Roénik Vin. obec Vin. trat Vinarstvi [0bj.%] [gy/l] [9/l]
Podoblast mikulovska
MIK1 2020 Ivani Holanek 13,0 7,7 5,1
MIK2 2019 Pouzdrany Kolby Kolby 11,0
MIK3 2021 Sedlec Nad Nesytem ZD Sedlec 11,0
MIK4 2020 Pouzdrany Kolby Kolby 13,0
Podoblast velkopavlovicka
VP1 2021 Némcicky ZD Némcicky 13,0
VP2 2021 Némcicky Ludwig 12,5
VP3 2020 | Velké Paviovice ISperky Arte Vini 12,5 6,5 3,0
VP4 2019 | Velké Pavlovice ISperky Arte Vini 12,5 6,8 34
Podoblast slovacka
SLA 2021 Muténice Ulehle B\V 14,0 7,1 1,4
SL2 2021 po'?j'ztc_i‘fm_ Stara hora Raus 13,0 7.4 8,5
SL3 2021 Jalubi Vinohradky Vino Hruska 12,0 8,2 16,4
SL4 2021 Blatnicka Vinohradky Vino HruSka 12,5 8,5 11,9
Podoblast znojemska
ZN1 2020 Starovice Podhofi Znovin Znojmo 12,0 7,2 31,2
ZN2 2019 Dolni Kounice Sibeniéni hora Trpélka a Oulehla 13,5 71 2,2
ZN3 2020 Bozice Pustina Znovin Znojmo 12,0 7,2 14,0
ZN4 2020 Vrbovec U sv. Urbana WALDBERG 10,0 6,5 23,2
ZN5 2021 MélCany Seslice Jan Placek 13,5 7,3 2,3
ZN6 2020 Dolni Kounice Sibeniéni hora Trpélka a Oulehla 13,5 7,0 1,6
ZN7 2021 Dolni Kounice Sibeniéni hora Oulehla 13,5 6,8 1,8

3.4 Stanoveni aromatickych latek pomoci HS-SPME-GC-MS

3.4.1

Priprava vzorku

Nejdfive byly v§echny vialky disledné ocistény a vhodné oznaceny. Z Cerstvé otevienych lahvi
byly pipetovany 3 ml vina do 10 ml vialek s predvazenym 1,0 g chloridu sodného. Po pfidavku

27



90 ul vnitfniho standardu (IS) byly vialky hermeticky uzavfeny zavitovym magnetickym
uzavérem opatfenym septem. VSechny vzorky byly analyzovany do 24 hodin od odbéru.

3.4.2 Podminky analyzy

e SPME vlakno: DVB/CAR/PDMS vlakno, 3 ml vina v 10 ml vialce

e Kapilarni kolona: TG-WAXMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 ym)

e Doba inkubace: 5 min, teplota inkubace: 40 °C

e Doba extrakce: 30 min

e Doba desorpce: 7 min

e Teplota desorpce / inletu injektoru: 250 °C

e Pratok nosného plynu (He): 1 ml/min

e Teplotni program: 40 °C (1 min), 2 °C/min do 100 °C (3 min), 5 °C/min do 130 °C
(5 min), 5 °C/min do 200 °C (1 min)

e Detekce: SCAN rezim snimani

¢ lontovy zdroj: elektronova ionizace pfi 70 eV

e Teplota iontového zdroje: 200 °C

e Skenovaci rozsah: 30-300 m/z

3.5 Zpracovani vysledku

Obsahy jednotlivych tékavych slou€enin byly vypoéteny srovnanim plochy piku daného analytu
a plochy piku 2-heptanolu jako vnitfniho standardu (koncentrace latek v tabulce €. 4 jsou tak
vyjadieny v ug/l 2-heptanolu). Ziskana data byla zpracovana pomoci deskriptivni statistiky.

4 VYSLEDKY
4.1 Ovéreni opakovatelnosti a linearniho rozsahu metody

Opakovatelnost metody byla ovéfena pomoci vnitiniho standardu (IS) pfidaného do MV,
tedy na 2-heptanolu a 2-nonanolu na koncentracni hladiné pridavané do v$ech vzorku
(300 pg/l). Vysledné relativni smérodatné odchylky uvedené v tabulce 3 vychazi z méreni
7 shodnych vzork(.

Tabulka 3: Opakovatelnost metody

Sloucenina RSD [%]
2-heptanol 2,66
2-nonanol 3,37

Linearni rozsahy byly proméfeny pfidavky standard(i vybranych analytd do MV
v koncentracnim rozsahu (LR) uvedeném v tabulce 4, v niz je linearita stanoveni vyjadiena
jako smérnice linearniho prolozeni (slope) spolu s koeficientem spolehlivosti (R2). Smérnice
vychazi z podilu plochy piku analytu k plose piku 2-heptanolu z IS.

Tabulka 4: Linearni rozsah metody

Slouéenina LR [ug/l] Slope R? [-]
1-hexanol 5-1000 0,00077 0,99794
Ethyl hexanoat 100 — 5000 6,28576 0,99899
Linalool 0,5-500 0,02031 0,99623
a-Terpineol 0,5-500 0,00367 0,99927
Citronellol 0,5-500 0,01023 0,99959
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4.2 Identifikace tékavych latek ve vzorcich vin

Tékavé latky ve vzorcich vin byly identifikovany na zakladé jejich retenénich ¢ast a shody
detekovanych spekter se spektry v knihovné NIST.

Celkem bylo identifikovano 30 sloucenin nalezenych alespori v 5 vzorcich, jak uvadi tabulka 5,
véetné jejich retencnich ¢asli a Cetnosti nalezli ve vzorcich napfi¢ podoblastmi. Mezi témito
slouceninami se nachazi 16 esterli karboxylovych kyselin, z toho 9 ethyl ester(l a 2 isoamyl
estery, dale 6 alkoholli, 4 terpenoidy, 3 karboxylové kyseliny a anethol, fenolicky ether
vychazejici z metabolismu kumarové kyseliny.

Na obrazcich 3 a 4 je uvedena ukazka chromatogramu tékavych latek identifikovanych
ve vzorku MIK3. Z chromatogrami je patrna znacna variabilita vysek pik(, které jsou
az na vyjimky vzajemné velmi dobfe rozliSeny, coz Ize oznadit za znak kvality pouzité metody.

Tabulka 5: Cetnost vyskytu sloudenin v jednotlivych vzorcich (podoblastech)

RT [min] Sloucenina Sl VP MIK ZN
7,40 Ethyl butanoat 4/4 4/4 4/4 7/7
8,50 Ethyl isovalerat 3/4 2/4 4/4 7/7
9,76 Isobutanol 4/4 4/4 4/4 717
10,89 Isoamyl acetat 4/4 4/4 4/4 7/7
15,53 Isopentyl alkohol 4/4 4/4 4/4 77
16,86 Ethyl hexanoéat 4/4 4/4 4/4 7/7
19,09 Hexyl acetat 4/4 4/4 4/4 6/7
22,71 Ethyl heptanoat 1/4 1/4 2/4 1/7
23,49 Ethyl 2-hydroxypropanoat 1/4 2/4 3/4 317
24,01 1-Hexanol 4/4 4/4 4/4 7/7
26,15 Methyl oktanoat 3/4 2/4 2/4 2/7
29,13 Ethyl oktanoat 4/4 4/4 4/4 7/7
30,51 Kyselina octova 4/4 4/4 4/4 7/7
30,91 Nerol oxid 4/4 4/4 4/4 717
35,82 2,3-butandiol 4/4 4/4 4/4 7/7
36,28 Linalool 4/4 4/4 4/4 7/7
36,70 1-Oktanol 2/4 1/4 3/4 7/7
39,23 Hotrienol 4/4 4/4 4/4 7/7
40,18 Ethyl dekanoat 4/4 4/4 4/4 7/7
40,86 Isoamyl oktanoat 4/4 3/4 3/4 4/7
41,92 Diethyl sukcinat 4/4 4/4 4/4 7/7
42,62 a-terpineol 4/4 4/4 4/4 7/7
48,34 2-fenylethyl acetat 4/4 4/4 4/4 7/7
48,79 Anethol 0/4 1/4 3/4 1/7
49,30 Ethyl dodekanoat 4/4 4/4 4/4 7/7
49,66 Kyselina hexanova 4/4 4/4 4/4 717
51,67 Fenylethyl alkohol 4/4 4/4 4/4 77
54,92 Isopropyl myristat 2/4 1/4 2/4 1/7
55,24 Diethyl malat 3/4 3/4 4/4 7/7
55,68 Kyselina oktanova 4/4 4/4 4/4 77
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Obrazek 3: Ukdzka chromatogramu tékavych latek ve vzorku odrudy Hibernal
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4.3 Kvantifikace tékavych latek ve vzorcich vin

Kvantifikace tékavych latek ve vzorcich byla provedena u 25 sloucenin, které byly nalezeny
v nejméné 10 z analyzovanych vzorku, tj. ve vétsiné. Ze seznamu identifikovanych sloucenin
pro kvantifikaci tak byly vypustény ethyl heptanoat, ethyl hydroxypropanoat, methyl oktanoat,
anethol a isopropyl myristat. Koncentrace sloucenin, uvedené v tabulce 6, byly vypocteny
pomoci odezvy vnitfniho standardu, viz kap. 3.5.

Nejvy$si koncentrace ve vzorcich zaujimaji podle oekavani ethyl estery — ethyl hexanoat,
ethyl oktanoat a ethyl dekanoat, vyskytujici se v koncentracich v radech mg/l, dale nasleduji
nékteré alkoholy — isopentyl alkohol, fenylethyl alkohol a 1-hexanol.

Terpenoidy, které jsou povazovany za typické odridové latky, nabyvaly koncentraci v radech
desitek, spiSe vSak nizsich stovek ug/l. Z toho Ize fici, ze vina odridy Hibernal mohou
poskytovat Sirokou paletu aromatickych viemu po kvétinach, bylinach ¢i ovoci, jejichz silic jsou
terpenoidy soucasti.

4.4 Porovnani aromatického profilu vzorkui vin

Ze ziskanych koncentraci byly vypocitany prlimérné nalezy ve vzorcich z jednotlivych
podoblasti, prisludné relativni smérodatné odchylky, které poskytuji informaci o variabilité
koncentraci latek v kazdé z podoblasti, p hodnota Shapiro-Wilkova testu ukazujici na shodu
s normalni distribuci dat a t hodnota dvouvybérového t-testu srovnavajiciho primeérnou
koncentraci slouceniny v dané podoblasti s celkovou primérnou koncentraci ve vsech
vzorcich. Tyto hodnoty uvadi tabulka 7.

Tato popisnd statistika ukazala, Ze zjiSténé koncentrace vétsinou (vyjma 6 z 89 pfipadu)
odpovidaji normalni distribuci dat (hodnota p > 0,05), tedy ze obsahuji pouze malo vyznamné
odlehlych hodnot, prestoze pochazi ze souborl se znac¢nou variabilitou — primérna relativni
smérodatna odchylka pro vSechny analyty cinila 48 %. Ukazky rozptyll hodnot ukazuji
varian¢ni grafy na obrazcich 5 a 6 na pfikladu hexyl acetatu a a-terpineolu (vizualizace
rozptyl(l ostatnich sloucenin je uvedena v priloze 1). Z grafli je ziejméa podobnost mezi vzorky
z rliznych podoblasti. Vzajemnou nerozdilnost potvrdily hodnoty t-testu, u néhoz t < 0,05
znamena vyznamny rozdil mezi primeéry, zde z konkrétni podoblasti proti celému souboru.
Jedinymi vyjimkami, u nichz t < 0,05, byly isoamyl acetat v pfipadé mikulovské podoblasti,
isopentyl alkohol a oktanova kyselina ve vzorcich z velkopavlovické podoblasti a ethyl
hexanoat ve vinech ze znojemské podoblasti.

Souhrnné se tedy da fict, ze analyzované latky se ve vinech napfi¢ moravskymi podoblastmi
nachazi v pfili§ podobnych rozptylech koncentraci, nez aby bylo mozné uréit nékteré
ze slou€enin jako marker pouzitelny pro geografickou autentifikaci.
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Tabulka 6: Koncentrace tékavych latek ve vSech analyzovanych vzorcich [lg/l]

Slouéenina SL1 SL2 SL3 SL4 VP 1 VP 2 VP 3 VP 4 MIK 1 MIK2 | MIK3 | MIK4 ZN1 ZN 2 ZN3 ZN4 ZN5 ZN6 ZN7
Ethyl butanoat 134,5 253,7 193,8 196,7 169,4 332 171,7 119,2 312,7 206,3 143,8 356,1 281,6 262,1 281,5 207,9 62 196,4 245,3
Ethyl isovalerat N/A 24,4 11,5 14 N/A N/A 82,3 41,9 68,3 65,3 50,5 99,3 58,4 124,5 16,6 11 9,8 78,1 43,6

Isobutanol 154,4 202,1 120,5 113,8 78,3 341,8 263,1 133,7 368 314,9 235,1 3191 393,7 302,7 217,9 82,8 64,8 198,9 120,6
Isoamyl acetat 1427,3 | 2156,7 | 1149,2 | 1098,4 | 1623,9 | 3686,6 | 1316,7 278 1448,4 315 29456 | 823,8 | 1988,5 | 260,8 600,8 661,4 | 28345 | 137,1 980,6
Isopentyl alkohol | 4984,2 | 4109,9 | 2903,1 | 2992,1 | 3783,2 | 10440,8 | 7776,1 3359 | 10554,9 | 5728,8 | 8850,3 | 10901,1 | 8906,7 | 9734,1 | 3967,2 | 30059 | 5452,1 | 4547,8 | 3658,3
Ethyl hexanoat 6544,4 | 2910 | 2977,2 | 3513,4 | 5604,4 | 6317,3 | 5734,3 | 1970,4 | 7192,6 | 5117,9 | 5646,9 | 7373,2 | 6542,6 | 7915 | 5330,7 | 3346,1 | 4876,7 | 3378,2 | 3969,3
Hexyl acetat 1652,3 | 522,1 825,3 9446 | 14812 1203 431,4 81,3 643,7 84,6 755 287.5 621,1 N/A 820,7 559,1 1441,3 23,8 516,2
1-Hexanol 708,7 585,9 452,2 4854 390,7 977,3 619 357,2 731,3 3121 520,8 484 514,4 694,7 848,5 760 379,3 438 597
Ethyl oktanoat 18887 | 7904,5 | 9351,4 | 10157 | 13848 | 14310,5| 16384 | 6012,2 | 26071,3 | 20386 | 7855,3 | 17343,8 | 16619,5| 17536 | 12922,2 | 10032,2 | 12757,5 | 8186,9 | 9486,1
Kyselina octova 385,7 69,5 111 1271 100,7 194,6 126,3 62,7 165,1 76,2 85,4 123,6 186,2 235,2 282,5 94,1 132 116,2 135,4
Nerol oxid 154,6 146,9 40,5 49 131,1 100,6 326,2 245,8 241,8 240,9 50,9 188 214,8 671,3 166,8 92,4 122,4 501,3 189,2
2,3-Butandiol 307,2 48,3 40,2 26,7 120 246.,5 142,1 54,7 140,9 94,3 147,8 1775 112,2 201,5 45,1 68,2 66,7 60,9 84,3
Linalool 542,8 108,3 107,7 113,1 527.,9 199,3 147,2 31,5 1341 180,3 110,7 97,2 236,1 74,6 319,9 91,8 1971 21,7 36,2
1-Oktanol 35,3 24 N/A N/A N/A N/A N/A 12,2 N/A 70,4 46,2 43,2 30,4 34,4 33,7 254 18,3 30,7 16,1
Hotrienol 268 235,4 79,6 82,3 249,5 269,8 293,9 178 216,6 316,9 82 260,3 2721 473,4 299 106,6 255,7 286,2 201,9
Ethyl dekanoat 4138,7 | 2478,1 | 2343,4 | 2648,1 4871 4701,6 | 64416 | 21753 | 5657,8 | 5814,7 | 1934,2 | 3729,7 | 4392,7 | 2997,6 | 3516,4 | 1426,5 | 3289,8 | 1423,4 | 2012,2
Isoamyl oktanoéat 37,6 23,9 23,6 23,2 29,6 N/A 28,2 13,7 65,9 37,6 N/A 28,1 35,5 N/A N/A N/A 27,9 20 18,9
Diethyl sukcinat 681 618,2 221,7 166,7 246.,8 383,2 | 1850,3 | 1248,7 | 9605 | 14774 | 185,7 | 1565,3 662 2791,7 | 559,1 252,9 97 1822,4 | 4179
a-Terpineol 98,7 53,2 31 31,8 129 54,2 109,6 60,1 69,7 99,1 22,1 58,1 88 115,9 88,2 36,5 42,9 36,6 17,5
2-Fenylethyl acetat | 344,7 203,3 176,1 177.8 175,9 206,3 1471 59,6 288,1 108,5 187,3 1473 256,7 77 132,8 177,1 293,2 63,3 116,8
Ethyl dodekanoat 78,8 62,5 41,8 45 118,9 183,5 125,2 38,5 93,4 182,4 35,7 81,9 62,3 34,6 30,4 21,2 21 12,3 19
Kyselina hexanova 427 488 466,9 480,2 359,4 853,3 373,8 272,6 767.9 7442 351,3 5211 548,7 538,7 487,5 484,4 360,1 444.6 591,2
Fenylethyl alkohol | 1959,9 | 918,1 709,4 740,8 781,2 | 1468,5 | 1890,4 | 900,5 | 3988,6 | 1583,9 | 1366,1 | 24475 | 2229 1551 1007,7 | 868,8 749 862,9 729,7
Diethyl malat N/A 20,9 10,6 11 N/A 31,4 38,3 28,4 72,5 52,9 16,7 46 29,1 53,6 26,7 20,2 8,9 32,9 39,7
Kyselina oktanova | 1450,9 | 1681,6 | 1525,1 1542 1576,1 | 3463,8 | 2129,8 | 1165,5 | 36574 | 4013,2 | 1713,8 | 2333,9 | 2707,1 | 1857,1 | 1858,2 | 2267,2 | 1244,7 | 1192,6 1582
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Tabulka 7: Priimérna koncentrace (avg) [ug/l], relativni smérodatna odchylka (std) [%], normalita (p) a shodu priaméri (t) u tékavych latek podle podoblasti

Podoblast slovacka Podoblast velkopavlovicka Podoblast mikulovska Podoblast znojemska

Slouc¢enina avg [ug/l] | std [%] p t avg [ug/l] | std [%] p t avg [ug/l] | std [%] p t avg [ug/l] | std [%] p t
Ethyl butanoat 194,69 25 0,74961 0,48 198,09 47 0,18758 0,30 254,74 38 0,69245 0,58 219,54 35 0,05481 0,07

Ethyl isovalerat N/A N/A - - N/A N/A - - 70,85 29 0,52971 48,86 86 0,28741 -
Isobutanol 147,69 27 0,42438 0,71 204,24 59 0,71481 0,09 309,27 18 0,61238 0,98 197,34 61 0,63285 0,15
Isoamyl acetat 1457,87 33 0,19082 0,11 1726,31 83 0,63291 0,37 1383,20 82 0,63818 0,03 1066,23 93 0,17632 0,62
Isopentyl alkohol | 3747,33 26 0,37006 0,81 6339,79 53 0,39197 0,05 9008,75 26 0,33563 0,88 5610,29 47 0,11909 0,16
Ethyl hexanoat 3986,25 43 0,03718 0,67 4906,61 40 0,05660 0,10 6332,64 18 0,28462 0,88 5051,23 34 0,45408 0,01

Hexyl acetat 986,08 49 0,56011 - 799,23 82 0,59334 - 442,68 70 0,60386 - N/A N/A 0,62809 -
1-Hexanol 558,04 21 0,60820 0,09 586,03 49 0,34058 0,13 512,06 34 0,86331 0,49 604,56 29 0,87448 0,42
Ethyl oktanoat 11575,06 43 0,09975 0,44 12638,47 36 0,18037 0,22 17913,96 43 0,86713 0,75 12505,78 29 0,49319 0,27
Kyselina octova 173,32 83 0,07356 0,33 121,07 46 0,86093 0,44 112,58 36 0,54227 0,65 168,81 41 0,41041 0,40
Nerol oxid 97,76 63 0,09148 0,87 200,90 52 0,58754 0,10 180,44 50 0,11727 0,08 279,74 78 0,05053 0,51
2,3-Butandiol 105,60 128 0,00948 0,17 140,84 57 0,81081 0,39 140,12 25 0,75617 0,53 91,28 58 0,03435 0,55
Linalool 217,98 99 0,00174 0,29 226,46 94 0,43404 0,35 130,58 28 0,60533 0,68 139,61 81 0,41047 0,42

1-Oktanol N/A N/A - - N/A N/A - - N/A N/A - - 27,01 27 - -
Hotrienol 166,34 60 0,11864 0,73 247,80 20 0,54461 0,33 218,94 46 0,69515 0,09 270,67 41 0,54556 0,44
Ethyl dekanoat 2902,08 29 0,05156 0,53 4547,37 39 0,64150 0,59 4284,09 43 0,37097 0,42 2722,66 42 0,49167 0,62

Isoamyl oktanoat 27,09 26 0,00517 - N/A N/A - - N/A N/A - - N/A N/A - -
Diethyl sukcinat 421,90 63 0,17900 0,97 932,28 81 0,45970 0,17 1047,24 60 0,3776 0,41 943,29 105 0,05659 0,14
a-Terpineol 53,66 59 0,16999 0,47 88,23 42 0,31500 0,76 62,25 51 0,95083 0,15 60,80 60 0,3216 0,20
2-Fenylethyl acetat | 225,49 36 0,03299 0,73 147,21 43 0,59499 0,54 182,80 42 0,6922 0,06 159,57 55 0,46874 0,31
Ethyl dodekanoat 57,03 30 0,49292 0,33 116,56 51 0,72695 0,66 98,36 62 0,62632 0,37 28,67 58 0,10105 0,85
Kyselina hexanova | 465,51 6 0,35014 0,46 464,78 57 0,06800 0,24 596,12 33 0,40236 0,66 493,60 15 0,82466 0,13
Fenylethyl alkohol | 1082,03 55 0,03909 0,43 1260,17 41 0,52763 0,23 2346,52 51 0,38846 0,86 1142,59 49 0,02465 0,36

Diethyl malat N/A N/A - - N/A N/A - - 47,04 49 0,85484 - 30,15 47 0,99234 -
Kyselina oktanova | 1549,89 6 0,62862 0,67 2083,80 48 0,58924 0,01 2929,60 37 0,51755 0,83 1815,59 30 0,66918 0,33
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Obrazek 5: Graf variability koncentrace hexyl acetétu v jednotlivych podoblastech
(1 - slovécka, 2 — velkopavlovicka, 3 — mikulovska, 4 — znojemska)
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Obrézek 6: Graf variability koncentrace a-Terpineolu v jednotlivych podoblastech
(1 - slovécka, 2 — velkopavlovicka, 3 — mikulovska, 4 — znojemska)
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5 ZAVER
V této bakalarské praci byly sestaveny profily tékavych latek 19 vzork(l vin odridy Hibernal
plvodem zvinafské oblasti Morava. Slouceniny byly stanoveny technikou plynové

chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci, které predchazela headspace
mikroextrakce na tuhou fazi v online spojeni s chromatografii.

V teoretické €asti byla shrnuta problematika vina a jeho autentifikace. Byly popsany historie
i sou¢asna situace v tuzemském vinarstvi a vinohradnictvi, systémy tfidéni vin, chemické
slozeni vina a nebyla opomenuta ani jeho spole¢enska role.

V experimentalni €asti byla dokazana ucinnost metody stanoveni tékavych latek celou
tandemovou technikou jak velmi dobrou separaci jednotlivych analytl, usnadnujici jejich
identifikaci a kvantifikaci, tak ovérenim nékterych valida¢nich parametrd. Opakovatelnost
metody pfi stanoveni 2-heptanolu a 2-nonanolu vykazovala odchylky 2,7 — 3,4 %, coz Ize
povazovat za vynikajici hodnoty, za néz metoda vdécéi predevSim automatizaci extrakce.
Linearni rozsah byl ovéfen na péti slou¢eninach jak v jejich typickém koncentraénim rozsahu,
tak i nad a pod nim. Linearni rozsah stanoveni je pro vétsinu slou€enin Siroky pres tfi fady a
piné postacuje pro uréeni pfirozené se vyskytujicich koncentraci. Linearni prolozeni vykazuje
velmi dobré koeficienty spolehlivosti, u proméfovanych latek v intervalu 0,996 — 1,000.

V praktické ¢asti pak byly provedeny analyzy vin a statistické zpracovani ziskanych dat.
Ukazalo se, ze jednotlivé tékavé slouCeniny se bud nevyskytuji v dostate¢né Cetnosti,
aby mohly byt pouzity do statistik, nebo jsou jejich koncentrace napfi¢ podoblastmi pfilis
podobné, nez aby mohly byt pouzity pro rozliSeni plvodu. Zjisténé vysledky tak neposkytuji
klic k mozné kontrole geografické autenticity mezi moravskymi vinarskymi podoblastmi.
Za uvahu by ovSem stalo porovnani s viny odrady Hibernal ze zahranici, vzhledem k tomu,
Ze jde o odrlidu tésici se ve stredni Evropé rostouci popularité, a tak i rostoucim plocham vinic,
na nichz se péstuje.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HS headspace

SPME mikroextrakce na pevné fazi

GC plynova chromatografie

MS hmotnostni spektrometrie

FID plamenové-ionizaéni detektor

FPD plamenové fotometricky detektor

ECD detektor s elektronovym zachytem
NPD detektor dusiku a fosforu

TOF hmotnostni spektrometrie s dobou letu
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
LLE extrakce kapalina—kapalina

SPE extrakce na pevné fazi

SDME mikroextrakce jednou kapkou

IS vnitini standard

MV modelové vino

p.a. pro analyzu

LR linearni rozsah

SL Slovacka podoblast

MIK Mikulovské podoblast

VP Velkopavlovicka podoblast

ZN Znojemska podoblast

RT retenéni Cas

avg primérna koncentrace

std smérodatna odchylka

p p hodnota Shapiro-Wilkova testu normalni distribuce dat

t hodnota dvouvybérového t-testu



8 PRILOHY

Pfiloha 1. Rozptylové grafy jednotlivych slou¢enin napfi€¢ podoblastmi

Pro v8echny grafy plati pro horizontalni osu: 1 — podoblast slovacka, 2 — podoblast
velkopavlovicka, 3 — podoblast mikulovska, 4 — podoblast znojemska; na vertikalni ose je
vynesena koncentrace daného analytu v pg/l (vypocet dle kapitoly 3.5)
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Variability Plot of Ethyl dekanoat Variability Plot of Iscamyl oktanoat
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