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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim vlivu fizeného a spontanniho kvaseni na obsah
organickych kyselin v odridovém viné (Rulandské modré) pochézejiciho z velkopavlovické
podoblasti. Vychozi podminky analyzy, uvadéné v ¢lanku [41] a v materidlech tykajici se
chromatografické kolony, byly v prib¢hu experimentu pozménény tak, aby byla provedena co
nejpresnéjsi analyza vzorku vina. Na zacatku experimentu byl u obou kvaseni pfidan enzym
Rapidase Excolor, a u fizeného kvaSeni jesté kvasinky.

Byly analyzovany Cctyfi organické kyseliny, a to kyselina vinna, jable¢na, mlécna
acitronova. Stanoveni koncentrace jednotlivych kyselin bylo provedeno pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC s UV detekcei. Vino bylo zpracovano dvéma
technologickymi postupy - spontannim a fizenym kvaSenim. Mezi jednotlivymi procesy
kvaSeni byl patrny rozdil v obsahu organickych kyselin.

Pti spontannim kvaSeni hodnota koncentrace kyseliny vinné kolisala v intervalu 1,63 g/l az
6,43 g/1. Tento pokles byl zptisoben probihajicimi biologickymi procesy. Proces spontanniho
kvaSeni téméf neovlivnil hodnotu koncentrace kyseliny citronové. Vlivem probihajici
malolaktické fermentace doslo ve vin¢ k poklesu koncentrace kyseliny jable¢né (z hodnoty
6 g/l na 1,87 g/l), a ke zvySeni koncentrace kyseliny mléné (z hodnoty 0,55 g/l na 4,8 g/1).

Pii fizeném kvaSeni dochazi opét ke kolisani hodnoty koncentrace kyseliny vinné.
K nejvétsimu naristu koncentrace doslo ve 214. hodiné experimentu, kdy byl proces kvaseni
podpoien ptidavkem mléénych bakterii. Vlivem probihajici malolaktické fermentace dochazi
opét k poklesu koncentrace kyseliny jablecné a ke zvySeni koncentrace kyseliny mlécné.
Béhem tizeného kvaseni vykazovala koncentrace kyseliny citronové opét konstantni hodnoty.

V tomto experimentu bylo prokazano, ze ve vin¢€ zpracovaném zptisobem fizeného kvaseni
je vyssi obsah zjistovanych organickych kyselin nez pii procesech spontanniho kvaseni.

KLICOVA SLOVA

Organické kyseliny, vino



ABSTRACT

Diploma thesis deals with the problem of observation of controlled and spontaneous
fermentation influence on the organic acids content in species of wine (Ruland blue)
originated in subregion of Velké Pavlovice. Initial conditions of analysis (introduced in [41]
and in materials concerning chromatographic column) were changed during lasting of
experiment in such manner to get the most precise analysis of the wine sample. Enzyme
Rapidase Excolor was added in the beginning of both types of fermentation plus yeasts were
added at the controlled fermentation.

Analysis of four organic acids was done; these were tartaric, malic, lactic and citric acid.
High performance liquid chromatography (HPLC) with UV detection method was used to
determine concentration of each acid. Wine was processed by two technological methods — by
spontaneous and controlled fermentation. Each of the process differed in the organic acids
content.

Concentration of tartaric acid varied from 1,63 g/l to 6,43 g/l during spontaneous
fermentation process. Decrease was caused by biological processes taking place.
Concentration of citric acid was not almost influenced by the process of fermentation. Due to
malolactic fermentation being in progress, decrease in malic acid concentration (from 6 g/l to
1,87 g/1) and increase in lactic acid concentration was observed.

Concentration of tartaric acid varies as well during controlled fermentation. Biggest
increase in concentration was observed at hour 214 of the experiment when the process of
fermentation was supported by addition of lactic bacteria. Due to malolactic fermentation
being in progress, decrease of malic acid concentration and increase of lactic acid
concentration was observed similar to simultaneous fermentation. Concentration of citric acid
was constant during controlled fermentation.

Experiment proved that there is higher content of observed organic acids during controlled
fermentation than during processes of spontaneous fermentation.
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Organic acids, wine
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1 UVOD

Po staleti, mozna i tisicileti pfispivalo vino ke kvalit¢ zivota mnohym spolecenstvim svéta,
a tak je tomu dodnes.

Metody vyroby vina se lisi nejen od kraje ke kraji, ale také od oblasti k oblasti
a od péstitele k péstiteli v téZe obci. ZaleZi mnoho i na tom, zda se dodrzuji tradi¢ni principy
vyroby nebo se zavadéji inovace a zda je pro né dostupna technologie. Jakkoli se vinaf
rozhodne, urcité zakladni principy ziistavaji potad stejné.

Jiz diive lidé dovedli z hroznti ziskavat most pomoci §lapani ve velkych kadich, tak dlouho
dokud vSechen most nevytekl. Postupem ¢asu lidé vyvinuli kladové €i Sroubové lisy. V dnesni
dob¢ se pouzivaji moderni hydraulické stroje, které dokdzou vyzdimat surovinu doslova
na troud.

Po ziskani mostu zac¢ina proces transformace na vino. Jde o slozity pfirodni proces, v némz
ma ¢lovek tlohu dozoru, aby se celd proména nezvrhla nezddoucim smérem. Ptirod¢ je jedno,
jestli koneénym produktem kvaseni bude vinny ocet nebo S$pickové vino. A pravé
to celé probihalo jaksi samovoln¢ dle prirody a vinatf se mnohdy nestacil divit, co Ze se mu to
v sudu narodilo. V dne$nich provozech uméji lidé kvaseni vhodné regulovat tak, aby vysledek
tohoto procesu byl co nejlepsi. Nejdulezitéjsi v celé preméné jsou kvasinky. Do mostu se
kvasinky dostavaji z hroznli nebo piidy a jen zhruba polovina je uSlechtilych, ostatni jsou
divoké.

V modernich provozech se vinaii snazi jiz pii zpracovani hroznil a oSetfeni mostu omezit
ptitomnost divokych kvasinek pfidanim suSenych usSlechtilych kvasinek, které presné
odpovidaji dané odriidé ¢i typu vina. Dulezitou soucésti kvasnych procest jsou i fyzikalni
Cinitele jako je teplota a tlak. Ponechat most jeho osudu a radovat se, jak je sud teply a most
kvasi bouflivé, patfi uzZ pomalu do vinafské historie. Moderni metody fizeného kvaseni
udrzuji teplotu prokvaseni mostu kolem 20 °C, pfti které¢ dochazi k nejlepSimu pribehu celého
déje. V modernich technologiich se jesté provadi fizené jablecno-mlécné kvaSeni, které
v optimalnich podminkéch probiha ve viné¢ samovolné. Protoze neni mozné tidit jeho pribeh,
muze dojit k procestim, které poskozuji chut’ vina.

Ve viné je také urcCité procento organickych kyselin ménicich se v prubehu starnuti vina.
Jejich obsah zaleZi na ro¢niku, ale také na odrtidé. Kyseliny se do vina dostavaji bud’ pfimo
z hroznti (kyselina vinna, jableCna, citrénova atd.), nebo vznikaji jako vedlejsi produkt
kvasného procesu pfi pfeméné cukrii na alkohol. Jde o vysledek alkoholového a jablecno-
mlécného kvaseni (kyselina mlécnd, octova, glykolova atd.). Pfitomnost kyselin ovliviiuje
predevs§im chut'ovou vyrovnanost vina. Obsah kyselin ve ving se obecné pohybuje v rozmezi
4 — 9 g/l. Delsi vyzravani neni umoznéno vinu s nedostatkem kyselin, vino s nizkym obsahem
kyselin je ploché a fadni. Naopak nadbytek a nevyvazenost kyselin kazi chut’ vina.

Predkladand diplomova prace sleduje obsah organickych kyselin v odridovém viné
Rulandské modré zpracovavaném spontannim a fizenym kvasenim.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vino
2.1.1 Historie vinohradnictvi a vinarstvi na naSem uzemi

Hrozny a ucinky jejich zkvasené stavy jsou zndmy clovéku od pocatku jeho existence.
Vinafstvi kolem roku 3500 ptfed naSim letopoftem bylo na vysoké urovni ve staré
Mezopotamii a predev§im v Egypté. Egyptané jiz zcela zvladali technologii vyroby vina
a péstovali Sest az osm odriid vinné révy, nejvice pobliz dneSniho mésta Alexandrie. Diikazy
vyspélého vinafstvi nachazime v antickém Recku, na Krété a v Thrakii (dne$ni Bulharsko).
Z téchto oblasti se vinafstvi rozsifilo do Italie, na Sicilii a do Spanélska. Fénicang,
osidlovatelé oblasti kolem Stfedozemniho mofe, zakladali rozsahlé vinice v severni Africe.
Poté rozsifovali svoji plisobnost do jizni ¢asti Francie, kde ptedavali znalosti mistnim Galiim,
nam zndmym Keltim. Keltové jsou prvni skupinou na naSem tuzemi, ktefi zde vino
konzumovali a mozna 1 péstovali, piestoze pocatky naseho vinohradnictvi jsou spojovany
s Rimany.

Na nasem tUzemi doSlo ke znacnému rozsifeni vinic v obdobi Velkomoravské fise, tedy
béhem 9. a 10. stoleti naseho letopoctu. Vyznamnou roli v $ifeni vinafstvi v raném stiedovéku
u nas hraly klasterni komodity. V klaStefe na Bfevnové se vyrabélo vino od roku 933. Prvni
zminka o vinicich na Moravé je zroku 1101. Rozvoj vinohradnictvi podpofili na Moravé
vroce 1202 cisterciaci z klastera ve Velehradé u Uherského Hradist¢ a ve SkorSicich
u Hustopec¢i. Béhem celého 13. stoleti se zasluhou klasterti zakladaly souvislé celky vinic.
Obliba vina rostla a vinna réva se zacala objevovat kolem mést a to hlavné¢ Brna, Znojma,
Mikulova a pozd¢ji v Hustopecich. Jiz na pirelomu 13. a 14. stoleti nasi pfedkové byli nuceni
branit domaci trh pfed zahrani¢ni konkurenci. Proto si roku 1325 vyzadali ustanoveni, Ze se
sm¢ji od sklizn€¢ do Velikonoc v Brné Senkovat pouze doméci vina. V roce 1355 moravsky
markrabé Jan Jindfich vydal vzorovy vini¢ni f&d pro Moravu a v Brné vydal nafizeni
o povinném zapisu vinic do bernich knih. Rozkvét vinafstvi nastal v pribéhu 14. stoleti
za vlady cisate Karla IV., ktery dal pivést do Cech révu z Burgundska a Poryni. Karel roku
1358 dal vinohradnictvi pravni rdmec ve form¢ kralovského mandatu a vydal pravo vini¢né —
bulu o zakladani vinic. V pribchu celého 14. stoleti je ziejmy nardst ploch vinic na Moravé,
coz byla predevs§im zasluha méstant. Na pocatku 15. stoleti v obdobi husitskych valek doslo
ke zni¢eni mnoha vinic. O zlepSeni v druhé poloviné 15. stoleti se postaral Jifi z Pod€brad
a jeho nastupce Vladislav II. Jagelonsky, za jehoz vlady vinaistvi dosdhlo svého vrcholu.
Vroce 1497 vydava Vladislav II. Jagelonsky nafizeni o povinném zapsani vSech vinic
do gruntovnich knih. Za vlady Rudolfa II. dochdzi k ipadku naseho vinaistvi, proto roku
1590 vydal ,Instrukci o vinafstvi®, kterd tesi tehdejsi problémy. Hlavni upadek méstského
vinafstvi nastal v obdobi tricetileté valky, kdy bylo mnoho vinic zni¢eno a opusténo. Valecné
udélosti v 17. a 18. stoleti zanechaly zna¢né stopy i na ceskych a moravskych vinicich.
V prubéhu 19. stoleti ptispél k tpadku také rozvoj pivovarnictvi a stoupajici dovoz
zahrani¢nich vin. Snaha o povzneseni ¢eského a moravského vinatstvi vedla k zakladani Skol
pro vyskoleni odbornikii v oblasti péstovani vinné révy a vyrob¢ vina. Skute¢na katastrofa
pro vinafstvi pfisla po roce 1860, kdy kndm byl z Ameriky zavleen Skldce révokaz,
houbové choroby podium a peronospora. Tyto pohromy znicily vétSinu vinic, nakonec bylo
potieba obnovovat vinice $t€povanim, a proto byly zfizeny statni révové Skoly. Opétovné



povzneseni vinaistvi a obnovu vinic utlumila prvni svétova valka roku 1914-1918 a pozdéji
i druhd svétova valka. Od konce Sedesatych let az do roku 1984 se postupné zvétSovaly
plochy vinic az na 15 000 ha, na kterych hospodafila jednotnd zemé&dglska druzstva. Uroveii
naseho vinafstvi v 80. letech zaznamenala velkou uniformitu — co nejvétsi sklizen, na ukor
kvality vyrabénych vin. Dlouhodobé hospodateni, ve kterém se vice dbalo na zisk a kvantitu
vina nez na kvalitu, bylo zvraceno v listopadu 1989. Jiz v roce 1990 vznikla aktivni potieba
zakona, ktery by navazoval na pterusenou tradici z dob Rakouska-Uherska.

Dilezitym krokem ke zkvalitnéni vinné révy i vyroby vina v Ceské republice bylo v roce
1995 piijeti zdkona €.115/1995 Sb. o vinohradnictvi a vinafstvi a zejména jeho pozdé&jsi
novelizace ¢. 216/2000 Sb. Tento zdkon dava predpoklady pro zvySovani urovné vinafstvi,
jeho kvality a produkci vin u nés.[1]

2.1.2 Vino a zdravi

Vinu byly uZz ve starém Recku a Rimé& pfisuzovany 1é¢ivé i posilujici u¢inky. Bylo
doporuceno lidem starym, zeslablym nemoci ¢i stizenym chmurami, ale také zdravym jako
prevence.[2]

Bilé vino pomaha na horecku, pfi prijmu sklenku pied a po jidle, ptfi chiipce pul lahve
svafeného vina po &tyfech davkach za den. Cervené vino poméha na dnu nebo starnuti.[3]
pfecpava tuénym masem, kouifi a takika se nehybe. Takovy clovék je nachylny
na onemocnéni ischemickou chorobou srde¢ni a nékterych zhoubnych nemoci. Na vzniku
téchto nemoci se podili volné radikaly, coZ je skupina chemickych latek napadajicich stény
bun¢k. Jejich puisobeni mize vést také ke kornaténi tepen, infarktim nebo mozkovym
ptithoddm. Zdravé té€lo bojuje proti volnym radikdlim enzymy, které redukuji nebezpecné
chemické latky. Pokud enzymy nestaci, je potieba antioxydantt. Existuji jich stovky, fadu
z nich najdeme ve vitaminu C, E a beta karotenu. Jako dal$i moznost ,,boje* proti volnym
radikalim byl objeven ucinek skupiny flavonoidi, kterych je ve viné celd fada. Do této
skupiny chemickych latek se fadi napt. katechin, epikatechin, quercetin, kaemforol a fadu
flavevandiold. Pfi piti vina se dostavaji do krve, kde plisobi pravé jako antioxidanty. Snizuji
tak tvorbu okysli¢eného lipoproteinu, ktery ptsobi pii kornaténi tepen.[3]

M¢jme ale na paméti, ze 1 vino je alkohol, proto se musi pit v rozumné mifte, aby 1éc¢il
a neskodil.

2.1.3 Biologicky ptivod

Uslechtila réva evropska — Vitis vinifera je nejstar$im a jedinym evropskym druhem révy
vinné. K ndm se dostala ze Stredomofi, kde ma tradici n€kolik tisic let. Je ptibuzna s révou
Vitis sylvestris rostouci divoce v zdpadni Asii a byla zndma i v celé jizni a stiedni Evropé.
Réva Vitis vinifera je geneticky velmi plasticka, a proto existuji stovky jejich odrud,
vzniklych mutaci nebo cilevédomym Slechténim, adaptovanych na nejriznéj$i pidni
i klimatické podminky.

Je to teplomilna rostlina, které se dafi tam, kde neklesaji teploty pod -20 °C, primérné letni
teploty jsou 18 — 25 °C a jarni 12 °C. Horni mez jejiho péstovani je na severni polokouli
na 20° az 50° s.8. a na jizni polokouli 30°az 50° j.5.
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Optimalni podminky pro dokonalé¢ vyzrani hroznG hlavné u modrych odrid jsou
v oblastech, kde se nevyskytuji jarni mrazy a kde je dostatek slune¢niho zafeni béhem roku.
Velmi dilezZity z tohoto hlediska je 1 dlouhy a teply podzim, ktery pro Uplné dozrani hroznt
vytvaii optimalni podminky.

Réva americka se vyskytuje v Severni Americe a ma né€kolik druhl (napt. Vitis riparia,
Vitis berlandieri, Vitis rupestris). Je velmi plodnd, odolna vii¢i chorobam a proti poskozeni
kotfenl révokazem. Proto se uZiva u nas jako podnoZz, na kterou se roubuji tizky révy Vitis
vinifera.[4]

2.1.4 SlozZeni hroznu

Aby bylo produkovano vino vysoké kvality, musi byt pfi zpracovani zohlednéno rozdéleni
jednotlivych latek v hroznu.

Hrozny se skladaji z bobuli a tfapin. Bobule maji na povrchu voskovou vrstvu, pod ni je
slupka s tfislovinami a barvivy, duZnina a peci¢ky neboli semena. Trapina je stopka
s hlavnimi a vedlej$imi osami.[6]

tFapina
(stopica)

stopecka

pecicky

Obr. 1 Slozeni hroznu. Ptevzato z [12]
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Tenkd voskovéa vrstva (kutikula) potahuje celou bobuli a chrani ji pfed mechanickym
poskozenim a nadmérnym vypatfovanim. Tato vrstva ovliviiuje ulpivani prostfedklt ochrany
rostlin a pohlcovani pachti z okoli (napf. asfalt, nafta, moctivka).

Slupka bobule sestava z 10 — 12 vrstev relativné malych buné€k (tloustky asi 7 — 15 pm),
které jsou odpovédny za mechanickou pevnost a ochranu. Jejich tloustka st€ény 1 — 6 um je
tedy relativné velkd. Kazdd buiika navazuje na sousednich 14 bun¢k a je sloZena
z elementarnich vladken (mikrofibril) celulézy pro dosazeni pevnosti v tahu a zédkladni hmoty
z hemiceluldzy, proteini a pektinovych latek dodévajicich pruznost. Slupka a semena
obsahuji vétSinové mnozstvi fenolickych latek (tfisloviny, barviva), mineralnich latek
(vapnik, draslik), pektind, proteini a hroznovych enzymi.

Velké buniky duzniny maji velmi slabé, malo stabilni stény. V nich se nachazi nejvétsi
mnozstvi Stavy, kterou lze lehce ziskat. Jejimi hlavnimi slozkami jsou cukry glukéza
a fruktoza a kyseliny vinna a jable¢na.

Pecicky a tfapiny obsahuji velké mnozstvi tfislovin a mohou vinu dodat neptijemn¢ hotkou
a Skrablavou chut’. Proto je tfeba omezit jejich poSkozeni a vyluhovani.[6]

2.1.5 Zrani hroznu

Zrani hrozni je charakteristické méknutim bobuli, které se stavaji prisvitnymi. V obdobi
zrani prechazi cukr z listl do bobuli, kde se uklada a Castecné se spotifebovava dychanim
pfi zrani hroznl. Na zacatku je obsah cukru velmi vysoky, ale postupnym dozrdvanim se
obsah cukru zmenSuje. Zrani hroznti je charakteristické i zménou barvy — zelend se méni
na zelenoZlutou a pfi ¢ervenych odridach na Cervenou az modroCervenou. Pfi zrani nastava
jednak vznik volnych i vazanych kyselin v bobulich, jako i jejich odbourdvani vlivem
dychani. Pfi dychani a oxidaci se vic kyselin rozlozi, nez se jich vytvofti, ndsledkem ¢ehoz se
obsah kyselin v prubéhu zrani v bobulich snizi (obr. 2). Pfi zrani hroznd soucasné s ptilivem
glukézy a fruktézy se hromadi v bobulich barvivo, jehoz obsah pii ptfezravani hroznl klesa.
Vznikaji i aromatické latky, které jsou ulozené prevazné ve slupce. Aromatické latky hroznt
jsou prchavé latky podobné éterickym olejlim, které jsou smési aromatickych a alifatickych
alkoholii, esterti, aldehydd, kyselin a heterocyklickych sloucenin. Jejich chemické slozeni
neni je$t€¢ znamé. Jednotlivé odridy hroznli se vyzna€uji aromatem, které je pro odriidu
charakteristické.[7]

Rozlisuji se nasledujici stadia vyzralosti:

- buketni zralost: Gplné hroznové aroma, obsah cukru jest¢ neni maximalni

- plna zralost: je dosazeno maximalniho obsah cukru, ziskatelného asimilaci, hrozny

obsahuji veskeré ziviny a barviva, pecicky jsou vyzralé, bobule jsou mékké

- prezralost: slupka bobule je prodysnd, voda se mize odpatfovat, ostatni slozky se

zahust'uji, ¢astecné odbouravaji

- nedostatecnd vyzralost: mlize byt zpisobena suchem a ptetiZzenim keit [6]
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2.1.6 Technologie vyroby bilych vin

hrozny

v

(odzriiovani) —_— trapiny

sifeni I mieti

v

oddéleni samotoku

tlak lisovani —» wylisky

&isté kultury, sifeni, vétrani — hlavni kvaseni 3 oxid uhlidity

\

sti¢eni — . Kyselinavinna,
kvasnicni kal

dokvageni ____ 4, oxid uhlidity

\

¢iFici a kraslici prostiedky . skoleni

\

—p filtrace — 3 kal, bilkovina

v

vino

pomocna filtraéni hmota

Obr. 3 Schéma zndzornéni zpracovani hroznii na vino. Ptevzato z [6]

Mezi sklizni hroznii a zacitkem alkoholového kvaSeni prob&hnou v priméru dva dny.
V tomto obdobi se musi uskute¢nit fada opatifeni, které ovliviiuji kvalitu vina po léta nebo
desetileti. Zpiisob zpracovani hrozni a mostu do zna¢né miry ovliviiuje kvalitu vysledného
produktu. Z toho vyplyva odpovédnost ziskat z hroznti spravnym rozhodnutim co nejlepsi
vino. V minulém desetileti doSlo k vyrazné mechanizaci zpracovani hroznti, coZ nahradilo
tézkou fyzickou praci, zvysilo vykonnost, ale snizilo kvalitu vina a rychlé starnuti v disledku
zvySeni kalll a hoi€in. V soucasnosti je patrnd snaha o ziskani mostu s nizkym podilem kalt
Setrnym a rychlym zpracovanim hrozni. Tim je dan zéklad pro kvalitni vino.[10] Podil
vyroby bilych vin je v Ceské republice vyssi nez Eervenych, coz vyplyva piedeviim z lepsi
vyzralosti hroznl u bilych odrad.

Bila vina vznikaji témét vyhradné kvaSenim mostu oddéleného od pevnych ¢asti bobuli.
Za podminek fizeni teploty je vSak rovnéz mozné nechat probéhnout kratkodobou maceraci
hroznt.[7]
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2.1.6.1 Mileti, drceni a odzrnéni hroznii

Pti vyrobé bilych vin je nezbytné zbavit hrozny tfapin, které mohou zptisobovat negativni
chutové toény, pachuti po trapinach ve ving.

Hrozny je mozné upln€ rozemlit nebo asponl trochu rozdrtit. Tim dojde pouze
k ¢astecnému rozruseni bobuli, coz ma velmi pozitivni vliv na kvalitu vina. U bilych odrtd se
ve vinafstvi pouziva rovnéz technologie lisovani celych hroznt. Timto zplisobem ziskdvame
svezi, aromatickd vina s jemnou kyselinkou. Je vSak tfeba zohlediovat skutecnost, ze takto
vyrobena vina maji niz§i obsah fenolickych latek, jez pfispivaji ke stabilit¢ vina. Tato vina
jsou vhodnd ke konzumaci v prvnim roce po vyrobé, kdy si dosud zachovavaji svoji
svézest.[7]

2.1.6.2 Macerace

Pouziti macerace zévisi na odriidé révy a typu vina, ktery chceme vyrobit, na stupni
vyzralosti hroznii a na jejich zdravotnim stavu. Bilé hrozny s hor$Sim stupném vyzralosti
bobuli ve Spatném zdravotnim stavu (plisné a hniloby) nejsou pro maceraci vhodné. Cilem
macerace je vétSinou dosazeni lepSi extrakce aromatickych latek vazanych ve slupkach
a tésné pod nimi.

Za urcity zpuisob macerace lze povazovat i pomalé lisovani hroznd. Pfi pomalém lisovani
se v lisu nachéazeji rozdrcené¢ bobule, které jiz mohou uvoliiovat aromatické latky. Delsi
a pomalé lisovani ma pozitivni vliv pfi teplotach 10 — 15 °C. Pii vysSich teplotach dochazi
k rozvoji mikroflory, a tim ke snizeni kvality hroznli a vina. Pro kvalitni maceraci jsou
zapotiebi studené hrozny zbavené tfapin, listd a lomku letorostd, které by mohly negativné
ovlivnit chutovy projev vina. Délka macerace se pohybuje kolem 12— 20 hodin.
Pro uspéSnou maceraci je dilezita fizena teplota a nepfitomnost kysliku. Tyto podminky
zaruCuji optimalni extrakci aromatickych latek a téméf minimdlni extrakci trpkych nebo
hotkych fenolickych latek. Macerace muize také vést ke snizeni obsahu kyselin a zvySeni
hodnoty pH. Pro maceraci je tieba hrozny vylisovat, most odkalit a pfipravit na zah4jeni
alkoholového kvaSeni. Vina vyrabéna maceraci na slupkach maji vétSinou vyss$i obsah
aminokyselin, coZ ovliviiuje zejména rychly nastup kvaseni a plynulé prokvaseni. Nachéazi se
v nich vys§i obsah polysacharidii a bilkovin, proto jsou naro¢néjsi na stabilizaci proti
bilkovinnym zékaliim, takze byva nezbytné pouziti bentonitu pii jejich Cifeni. Macerace se
muze provadét u mnoha odrid: aromatické muskatové odrady (Muskat moravsky, Ottonel,
Irsai Oliver), aromatické odridy ,traminového typu® (Tramin, Pélava), ostatni odrudy
(Ryzlink rynsky, Ryzlink vlassky, Sauvignon ).[7]

2.1.6.3 Odkaleni mostu

Vylisovany most ma vzdy urcity zakal. Zistavaji v ném pevné Castice, které pochdzeji
z bobuli — semena, zbytky slupek a duziny, v nékterych ptipadech rovnéz ¢asti trapin. Velmi
nezadouci je, kdyz nachazime mezi kalovymi Casticemi i mikrobiadlni organismy (plisné,
bakterie, kvasinky) a rezidua pfipravki na ochranu rostlin (v pfipadé¢ nedodrzeni ochranné
lhiity po jejich aplikaci). Zakladnim piedpokladem pro vyrobu kvalitniho bilého vina, které
bude mit vynikajici aromatickou a chutovou kvalitu, je dobfe technologicky zvladnuté
odkaleni mostu. Je vSak tfeba zminit, Ze ani filtrovany, absolutné ¢iry a ¢isty most neni
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zarukou vyroby kvalitniho bilého vina. Intenzita odkaleni musi byt pfizpisobena kvalité
a zdravotnimu stavu hroznti. O tvorbé kalovych ¢astic rozhoduje rovnéz obsah polysacharidii
v mostu. U hrozni napadenych Sedou hnilobou se pii odkaleni mostl vyskytuji problémy a je
tteba pouzit enzymy.

Neodkalené mosty s vysokym podilem kalovych ¢astic s sebou piinase;ji:
- zvySenou potiebu aplikace oxidu sificitého;
- vétsinou rychlé a prudké kvaSeni, které je spojeno s vyraznym zahiivanim;
- z toho plynouci pozadavky na chlazeni mostt;
- kvaseni mostt pti vysSich teplotach vede ke ztrat¢ aromatickych latek a snizovani obsahu

alkoholu;
- v konec¢né fazi vyroby vina zhorSeni filtrovatelnosti vina;
- v neodkaleném mostu se vyskytuje vétsi mnozstvi mikroorganismi — plisni, bakterii a
kvasinek, které mohou iniciovat choroby vina.

Ponechani urc¢itétho mnozstvi kalovych ¢astic, je pro vyrobu vina u malovinaia dulezité
z nékolika divodi:
- v kalovych ¢asticich se nachazeji latky, které slouzi jako vyziva pro kvasinky;
- pii spontannim kvaseni je jemny kal zdrojem kvasinkové mikroflory;
- moderni typ vina s vyraznym ovocnym charakterem v chuti a vlini pozaduje bezpodmine¢né
- urcity stupeni odkaleni;
- odkaleni mostu zlepSuje fermenta¢ni aroma bilych vin.[7]

2.1.6.4 Uprava cukernatosti a obsahu kyselin

Po odkaleni mostu a jesté pred za¢atkem kvaseni provedeme upravu cukernatosti. Bézn¢ se
nestanovuje chemicky pfimo cukr, ale relativni hustota moStu na zéklad€¢ hustoty. Hustotu
stanovujeme pomoci mostomeéru.[6,7]

U bilych mostl je mozné obsah kyselin i ¢aste¢né snizit. MoSty se odkyseluji chemicky
s pouzitim uhli¢itanu vapenatého. Aplikaci uhli¢itanu vapenatého se odstrafiuje z mostu pouze
kyselina vinna. Zaroven je tfeba si uvédomit dalsi dalezitou skutecnost, Ze odkyselovanim
snizujeme nejenom obsah kyselin, ale i obsah extraktu v budoucim ving.

Druhy zptsob snizeni kyselin v mostu je sceleni mostu kyselého s méné kyselym. Zde si
vSak musime zase uvédomit, Zze pokud se jednd o odridové vino, musi byt tato Uprava
provedena pouze v ramci jedné odrady.

Zvysovani obsahu kyselin je zakézano.[7]

2.1.6.5 KvaSeni mosti

Alkoholové kvaseni mosti je zakladem technologie vyroby vina. Jedna se o nejdulezitéjsi
biochemicky proces pii vyrobé vina, ktery vyzaduje duslednou kontrolu jeho pribéhu.
Ve vinaiské praxi rozliSujeme dva druhy kvaseni mosti: spontanni a fizené.
Spontanni kvaSeni

Je to tradi¢ni technologie kvaseni mostii pfi vyrobé vina. Vina vyrobena touto technologii

vyzaduji del$i ¢as na vyrobu, aby kvalitné uzrila. Zarovenn se pfi ném vytvaii komplexni
spektrum aromatickych latek. Velmi pozitivni je v téchto vinech vyssi hodnota bezcukerného
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extraktu. Vzhledem k rozmanité mikroflofe je pifi spontannim kvaSeni nutné kontrola priabchu
aplikace oxidu sifi¢itého. Ta je vyznamna zejména z divodu minimalizace populace bakterii.
Je-1i surovina zdrava, nemusi se oxid sifi¢ity aplikovat viibec. Negativni strankou aplikace
oxidu sifi¢itého je totiz to, Ze dojde k oddaleni nastupu spontanni ¢innosti kvasinek.
Praktické poznatky o prubehu spontanniho kvaseni:
- kvaseni je ureno pouze pro dokonale vyzralé hrozny s vynikajicim stavem,
- na hroznech je mozny vyskyt uslechtilé Sedé hniloby,
- nejvhodngéjsi je sklizen hroznt pfi nizsich teplotach,
- nutné je Setrné odstopkovani, drceni, mleti,
- u aromatickych odrtd je mozné aplikovat kratkou dobu maceraci,
- nasleduje Setrné lisovani pii niz$ich tlacich,
- aplikace oxidu sifi¢itého do mostu
- pii odkalenti je tfeba odstranit pouze nejhrubsi kal,
- teplota mostu by méla byt 15 °C,
- po upravé cukernatosti nasleduje spontanni kvaseni,
- kontrola kvaseni z hlediska vyskytu moznych chorob a vad,
- kvaseni mtze byt delsi a trvat i mésic, po plném prokvaSeni sto¢ime vino z kalu,
- po sto¢eni upravime hladinu volného oxidu siti¢itého.
Aromaticky a chutovy vyvoj takto vyrobenych vin je delsi nez u vin vyrobenych fizenym
kvasenim. Aromaticky jsou vSak velmi vyrazna, odriidové typickd a chutové plna, coz
zpisobuje vyssi hodnota bezcukerného extraktu a vyssi obsah glycerolu.

Rizené kvaseni

Pod timto terminem se skryva aplikace suSenych vinnych kvasinek do mostu a zaroveii
fizeni teploty po celou dobu kvaSeni, protoze teplota kvaseni ma velmi vyznamny vliv
na vyslednou kvalitu vina. Kazdy vyrobce vina mé dnes velké moznosti pfi vybéru susenych
vinnych kvasinek v prodejnach vinafskych potieb. Proto mizeme vybrat kvasinky podle
nasledujicich kritérii: kvasinky zvyraziiujici charakter odrid nebo kvasinky zvyraznujici
aromatické projevy odrad; kvasinky uréené pro tzv. ,primeur vina“, tzn. vina urcena
pro konzumaci v obdobi do Vénoc; kvasinky pro plna extraktivni vina.

Optimalni teploty pro alkoholové kvaseni bilych mostd by nemély v zddném piipade
presahnout teplotu 25 °C, coZ je teplota kvasiciho moStu. Pfi vysSich teplotach dochazi
k rychlému kvaseni, vysokym ztratdm alkoholu a aromatickych latek.[S] Vysoka teplota
podporuje nastup jable€no-mlééného kvaSeni, které neni vzdy u bilych vin Zadouci. Muze
dochazet k negativnim zménam kvality vina vlivem bakterii, které vysoka teplota podporuje
v ¢innosti. Pti vySsi teploté kvaSeni nez 30 °C, mlZe dochézet k neprokvaseni, vino ma pak
niz§i obsah alkoholu a vysoky obsah zbytkového cukru.

Optimalni technologie fizeného kvaseni by méla byt nasledujici: teplota moStu
pred zacatkem kvaseni 15 — 18 °C, v prubéhu kvaSeni v zadném piipadé by neméla prekrodit
25 °C, za téchto podminek dojde k pomérné rychlému néstupu kvaseni, dale nasleduje plynulé
prokvaseni bez obsahu zbytkového cukru, takové vino ma vyssi obsah alkoholu a vyssi obsah
glycerolu nezli produkty vyrobené pii vysSich teplotaich nad 25 °C. V dnedni dobé trh
pozaduje vina svézi a vyrazné aromatickd. Tento typ vin se vyrabi technologii chladného
kvaSeni. Teplota mostu u této technologie se pohybuje v rozsahu 13 — 18 °C a kvaSeni probiha
déle. Takto vyrobené vino ma vyssi obsah alkoholu.[7]
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2.1.6.6 Skoleni a zrdni vina

Az do doby ukonceni kvaSeni je vhodné, aby vyroba bilych vin probihala v nerezovych
nadobach nebo ve sklenénych demizonech. Bild vina jsou vyrabéna reduktivnim zptsobem,
zabranime tak vyraznéjsi oxidaci. Po ukonceni kvaSeni musime pfistoupit ke std¢eni mladého
vina. Pfi ném dbame, aby dochdzelo k minimdlnimu kontaktu vina se vzduchem. Tim
zabranime poskozeni aromatického charakteru vysledného produktu. Provzdusnéni vina je
zadouci, pouze pokud se snazime odstranit naptiklad pachut’ po kvasinkach nebo zacinajici
vyskyt sirky. V pribéhu zréni vina se snazime minimalizovat pocet stdc¢eni. Po prvnim stoceni
vina nastava vhodny okamzik pro kone¢nou upravu kyselin ve vin¢ — odkyseleni. Z hlediska
kvality jde pfedev§im o ziskdni harmonické kyseliny, kterd nenaruSuje chut’ vina. Kyseliny
ve vin¢ mohou zpisobovat trpkou chut, podobné jako nékteré skupiny fenolli — taniny.
Rovnéz je tieba usilovat o harmonicky pomér mezi obsahem zbytkového cukru a obsahem
kyselin. U bilych vin ¢asto dochazi i k pfirozenému snizeni obsahu kyselin. Obsah kyselin se
snizuje v disledku tvorby vinného kamene. K pfirozené tvorbé vinného kamene mize
dochazet jiz pti maceraci hroznli, v prib¢hu kvaseni i zrani vina. Chemické odkyseleni je
vhodné provadét s pouzitim uhli¢itanu vapenatého. Ke sniZzeni kyselin mize napomoci
i vystaveni vina chladu. V procesu Skoleni a zrani vina provadime nasledujici operace: Cifeni,
odstranéni bilkovinnych zékald, filtrace, lahvovani.[7]

2.1.7 Vyroba ¢erveného vina

Cervené vino se zna¢né lisi od bilého, proto jeho vyroba vyzaduje odligné postupy.
Cervena vina se vyznacuji svou syté &ervenou barvou, piiméfenou trpkosti a piijemnou viini
a buketem. Hodnoty téchto slozek jsou rGzné podle odridy hroznd. Dilezitou ulohu
pti ziskani kvalitniho vina hraji pouzité technologické postupy pii vyrobé. Pii hodnoceni
kvality Cervenych vin je velmi dalezité kritérium sytosti a intenzity ¢ervené barvy. Barva
cerveného vina zavisi v prvni fadé na obsahu barevnych latek v hroznu, které se vytvareji
v prub¢hu riistu a zrani hroznu. Nedozralé hrozny maji malo barvy a u ptezralych hrozna se
barvivo ztraci. Dulezitou ulohu pfi tvorbé barviva v hroznu ma sluneéni svétlo. V oblastech,
kde je malo slune¢niho svitu je hrozen méné vybarveny. Nejvic barviva ma hrozen v plné
zralosti, proto je velmi dulezité stanovit dobu sbéru hroznt.

V evropskych odridach uslechtilych hrozni je barvivo ulozené ve slupkéch. Intenzita
barvy Cerveného vina zavisi od celkového chemického slozeni mostu a budouciho vina
a od teploty pfi kvaseni, ale i od zplisobu zpracovéani hroznt. Z hlediska chemického slozeni
je dulezity zejména obsah cukru v mostu, a tedy i alkoholu v budoucim ving, a obsah kyselin.
Pokud se predpokladda, ze vino bude mit nizky obsah alkoholu, tieba ho zlepSit pfidanim
sachar6zy, protoze vina s vysSim obsahem alkoholu maji intenzivnéj$i a syt&jsi barvu
a celkové ma vino vétsi ohnivost. Pokud mé most a mladé Cervené vino vétsi obsah kyselin,
neni to na Skodu, protoze obsah kyselin se v prub¢hu kvaSeni a zrani snizi jable¢no-mlécnou
fermentaci a vysrdzenim hydrogenvinanu draselného.[7]

18



2.1.7.1 Zpiisob zpracovani hroznit na vyrobu ¢ervenych vin

K ziskani spravného charakteru cervenych vin se pouzivd vic raznych zplsobi
na zpracovani hroznti. Je to odzrilovani hroznidi, mlynkovani, nakvaseni rmutu, macerace
pod tlakem oxidu uhli¢itého, macerace teplem a jiné kombinace. Tyto metody se neustile
zdokonaluji a hleda se nejoptimalné&jsi zptisob zpracovani hroznli na ¢ervené vino, ktery by
vyhovoval jak kvalitou, tak praktickym zpracovanim.[7]

Odzriiovani se provadi, protoze tfapiny hroznl nejsou v dobé sklizn¢ vyschlé, jsou jeste
zivé zelené a obsahuji listovou zeleil (chlorofyl). Chlorofyl je rozpustny v lihu, a proto by se
pii kvaseni, kdy vznikne ve rmutu alkohol, z tfapin vyluhoval a ptesel by do vina. Toto vino
by pak dostalo nepiijemnou travni ptfichut. Tato ptichut plsobi rusivé na chut vina
a kromé toho by se z tfapin vyluhovaly dalsi latky jako bilkoviny apod., které by stézovaly
samocisténi vina. Proto se musi vSechny modré hrozny uréené na vyrobu cerveného vina
odzrnit.[8]

2.1.7.2  Uprava rmutu

Neprovadi se u dobfe vyzralych hroznii. Pfi nedostate¢ném vyzrani hroznli se musi rmut
jesté pred kvaSenim upravit, aby hotové vino mélo vSechny potiebné vlastnosti. Upravuje se
pridanim fepného krystalového cukru. Kdyby se do rmutu neptidal cukr, vino by m¢élo
nedostate¢ny obsah alkoholu a mélo by i slabou barvu.[8]

2.1.7.3 NakvdSeni rmutu

Tato metoda se pouziva k ziskani cerveného barviva ze slupek hroznl. Proto se musi
modré hrozny nechat nakvasit ve slupkach a vznikly alkohol a castecné i teplo vyluhuji
ze slupek barvivo, které pak dodava vinu syté ¢ervenou barvu. Délka nakvaSeni se neda pevné
stanovit, ale fidi se zase stavem vyzrani hroznid, obsahem kyselin, zptisobem nakvaseni
a michani. Délku nakvéseni je nutno kontrolovat a v nejvhodnéj$i dobé se musi nakvaSeni
prerusit tim, Ze se rmut vylisuje.

Nakvaseni miiZzeme provadét v oteviené nadobé. Je to nejjednodussi zpiisob a pii peclivém
michani rmutu se dosdhne velmi dobrych vysledkd. Nevyhodou pii této metod¢ je, ze vznika
na povrchu rmutu klobouk, ktery se sklada ze slupek bobuli. V klobouku je velké mnoZstvi
kvasinek, které preménuji cukr na alkohol, pficemz se uvoliiuje teplo. Pfi zvyseni teploty by
se oslabila ¢innost kvasinek a vzniklo by vhodné prostiedi pro rozvoj octovych bakterii
a bakterii mlééného kvaSeni. Proto se musi klobouk do moStu ponotovat, aby se zabranilo
vzniku vysokych teplot rozSifovani nezddoucich mikroorganismii a aby se umoZnilo
dokonalejsi vyluhovani barviv. Vzhledem k obtiznému michani se nékdy do nadoby umistuje
drevéné viko, které tlaci klobouk dold.

Nakvaseni v uzaviené nddob¢é ma pouze tu vyhodu vii¢i nakvaseni v oteviené nadob¢, ze
celd kvasna kad’ je uzaviena, tim se snizi moznost infekce ze vzduchu.[8]

Nakvaseni pod tlakem oxidu uhli¢itého spoc¢iva v tom, ze rmut se nakvasi pfi soucasném
pusobeni tlaku oxidu uhli¢itého. Pfi pouziti oxidu uhli¢itého pti nakvaseni ¢erveného rmutu
postaci mensi mnozstvi oxidu sificitého.[7]
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Vyluhovéni barviva horkym rmutem. Metoda spociva v tom, zZe se rmut zahieje k bodu
varu a pak se naleje na ostatni rmut. Pisobenim horkého rmutu se barvivo vyluhuje ze slupek.
Po zachladnuti se rmut ihned lisuje, aby nezacal kvasit.

Zpusob ,,pies Ctyfi“ spociva v tom, ze se na rmut z modrych hrozni nalije takové mnozstvi
vina, aby obsah alkoholu ve rmutu doséhl 4 % objemu. Alkohol vyluhuje jesté cast barviva
pred kvasSenim a soucasné zabrani rozvoji neptiznivych organismu.[8,11]

2.1.7.4 Lisovani ¢erveného rmutu

Lisovani ¢erveného rmutu je ztiZzeno tim, ze ve rmutu nejsou tfapiny, které by zabranily
stlacit rmut tak, aby most pfestal odtékat. Slupky jsou kvaSenim rozruSené a cely rmut je
v takovém stavu, ze se nemuze lisovat rychle, protoze by vystiikoval zlisu. Most
po vylisovani se dokvasi v lezackych sudech. Na sudech jsou kvasné zatky, aby bylo mozno
sledovat dokvaseni. Po ptekvaseni u podezielych vin je tfeba nechat zjistit obsah té¢kavych
kyselin, zejména kyseliny octové. Pii obsahu tézkych kyselin povazujeme vino za nemocné
a podle toho jej osetiujeme, aby se uplné neznehodnotilo. Cervené vino je tieba stadet diiv
nez vino bilé.[§8]

2.1.7.5 Specialni postupy kvaSeni
Jsou to postupy kvaSeni, pfi nichz mizeme ziskat riZové vino a rtiZové vino pod nazvem

Schilcher. Mezi tyto postupy patii naptf. macerace oxidem uhli¢itym nebo studena
macerace.[8]
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2.1.8 Vinarské oblasti — podoblast velkopavlovicka

Vino, s nimz jsem délala méteni, pochdzi z vinafské podoblasti velkopavlovické.

Vinatska podoblast velkopavlovicka je nejvétsi z podoblasti Ceské republiky. Zde kraluji
pfedevsim modré odridy vysazené na piidach s vysokym obsahem hot¢iku. Vini¢ni plochy se
tahnou od kdysi hlavniho stfediska regionu mésta Hustopece, ptfes Starovicky, Velké
Pavlovice, Bofetice, Vrbici, Cejkovice a Kobyli az do mésta s nejvétsi rozlohou vinic ve svém
katastru Velkych Bilovic. Tato krajina je srdcem produkce cervenych vin na Morave.
Do podoblasti velkopavlovické spadé jihomoravskd metropole Brno. Hustopece se nachdzeji
mezi Brnem a Bieclavi.[12] V obci ovéncené ze severni strany velkym pocétem ptirodnich
vinafskych hor se rozmohlo méstské vinatstvi, jehoz zdkladem byly vinice svobodné drzené
meéstany hustopecskymi a celou fadou méstant z Brna, Olomouce i jinych lidi pfespolnich.
Vedle Mikulova byvaly Hustopece s rozlohou 766 ha vinic nejvétsim stfediskem obchodu.
V druhé poloviné 15. stoleti se ujalo v oblasti péstovani modrych odrid révy vinné a jejich
plochy se rozsifovaly i v 16. stoleti. VEt§i mnozstvi modrych odrid se zacalo péstovat kviili
oblib¢ téchto vin a nemusel se z Cervenych vin uz platit desatek. Péstovalo se tu ve starsi dobé
hlavn¢ Rulandské modré, Frankovka a pozd¢ji Portugalské modré. Teprve v poloving
20. stoleti ptibylo ve vétsi mife Svatovaviinecké, Zweigeltrebe a André. VSechny modré
odridy tu nachazeji vyborné¢ podminky, a to hlavn¢ v pfednich vini¢nich horach s nizsi
nadmotskou vyskou a s dlouhym teplym podzimem, kdy se rychleji snizuje obsah kyselin
ve vinech a tvofi necervené barvivo. Na nejlepSich jiznich plochach tu ma vybornou jakost
Veltlinské zelené s jemnou lipovou vini. Vybornou povést si ziskala odrida Tramin
z Hustopeci, Velkych Pavlovic a Némcicek. VySe polozené vinice Kloboucka jsou zndmé
odridou Neuburské, které tu dosahuje vyrazného charakteru a plnosti. Mén¢ piizniveé
exponované svahy jsou vyuzivany odriadou Miller-Thurgau, jejiz vina jsou castymi
komponenty do smési rtiznych znamkovych vin, podobné jako Ryzlink vlassky z této
oblasti.[1]
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Obr. 4 Mapa velkopavlovickeé vinarské podoblasti. Pievzato z [12]
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2.1.9 Vybrana odrida

Experiment byl provadén s odriidovym vinem Rulandské modré.

Je to stard odrida pochazejici z Francie a je rozSifena po celém svéte. Nese téméi vSude
pivodni francouzsky nazev Pinot noir. Tuto odriidu nechal cisat Karel IV. dovézt do Cech
z Francie a prvni sazenice vénoval majitelim hor viniénich u M¢lniku. Na Moravé ji
nalezneme v men§im zastoupeni ve vSech vinai'skych podoblastech. Odriida vyZaduje nejlepsi
polohy. Na hlinité pidé¢ dava odriida vina plna a tmavsich barev. Na Stérkovité pak vina
svétlejsi, ale s velmi jemnymi vinémi. Odolnost proti mrazu dobra, proti houbovym
chorobam stiedni. Tenka slupka snadno podléha hnilobé. Sklizen probihd od konce zafi.
Plodnost je pravidelnd a dobra. Vina odriidy Rulandské modré mivaji rzny charakter, podle
svétovych oblasti kde se odriida péstuje. Vina ohromuji svoji plnosti, kterd se zranim zvysuje.
Vina se hodi pro dlouhodobé skladovéni. Barva vina byva bled€ rubinova az cihlové Cervena,
s nazlatlym okrajem. Viné miva ovocné tony. Chut’ vina je plna, nizky obsah kyselin, velmi
jemné tiisloviny, hebkost pfi klouzani po jazyku. Ve vlini a chuti miiZeme hledat ostruZiny,
maliny, jahody, ¢erné tfesné, brusinky, ve vyzralych kouf hoticiho dfeva, susené Svestky,
povidla, hotké mandle hotkou cokolddu. Z odridy se nedé€laji jen vina cCervena, ale
v n¢kterych oblastech jsou oblibend vina rGzova bud jen z Rulandského cerveného,
nebo ve smési s Rulandskym Sedym.[12]

Obr. 5 Hrozen odrudy Rulandské modré. Pievzato z [12]
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2.2 Organické kyseliny ve viné

Kyseliny, ptredev§im pak vicesytné kyseliny, jsou vyznamnymi slozkami vin. Ovliviiuji
chovani vina v Case, jeho stabilitu, a mnohé dalsi reakce. Ve viné jsou zastoupeny kyseliny
jednosytné, vicesytné i aromatické. Mnohé z nich obsahuji i1 jiné funkéni skupiny, jsou to
napi: aldehydokyseliny, hydroxykyseliny, ketokyseliny, aminokyseliny, merkaptokyseliny
ajiné. Vyraznymi vonnymi a chutovymi projevy se vyznaluji pfedevSim niz$i mastné
kyseliny, které jsou ¢asto vyznamnymi prekurzory (vychozimi latkami) pro syntézu dalSich
vonnych sloucenin.[13]

Organické kyseliny maji vyrazny vliv na organoleptické vlastnosti (chut, barvu a aroma),
pH nebo na stabilitu a mikrobiologické procesy pii vyrobé vin.[14,15,16,17] Tyto kyseliny
pochdzeji z hroznli a z procest, jimZ jsou hrozny vystaveny, jako alkoholickd fermentace,
malolaktickd fermentace, oxidace ethanolu atd.[18,19] O kyselindch je zndmo, Ze maji mensi
nachylnost ke zménam béhem vyroby a skladovani nez jiné slozky vina.[21] Kvantitativni
analyza organickych kyselin je dilezita pro kontrolu kvality vina.[21,22,23,24]

Hlavni organické kyseliny zdravych hroznt jsou tfi. Vyjimecné postaveni mezi nimi ma
pro své fyzikalné chemické vlastnosti a relativné vysokou mikrobiologickou stabilitu kyselina
L-(+)-vinna. Ze vSech vyznamnych organickych kyselin mostu a vina je také nejsilnéjsi.
Révovité rostliny jsou jejim jedinym ptirodnim zdrojem, coz vyznamné ovliviluje spolu
s hojnym pouzivanim v potravinarském primyslu jeji cenu. Ve vyzralych hroznech také
mezi kyselinami zcela prevlada. Jeji koncentrace v dobé zamékéani dosahuje hladiny 15 g/l
abchem zrani klesd v naSich podminkach na hodnoty v priméru kolem 6 g/l. V jiznich
zemich jeji pokles pokracuje dale az na hodnoty 2 — 3 g/1.

Na rozdil od kyseliny vinné se kyselina L-(-)-jable¢na vyskytuje ve vSech zivych
organismech. Své jméno ziskala podle hojného vyskytu v zelenych jablkach, ale tvofi hlavni
¢ast kyselin v nezralych plodech vétSiny ovocnych druhd. Na pocatku zamékani dosahuje
koncentrace kyseliny jablecné az 25 g/l, ale v pribchu &trnacti dnli klesne jeji hladina
na polovinu a poté pozvolna klesa v nasich oblastech na hladinu 4 — 6,5 g/l, zatimco v jiznich
oblastech az na 1-2 g/l. Z biologického hlediska neni kyselina jablecnd pfiili§ stald a je
vyuzivana mnoha druhy mikroorganismi.[25] V pribéhu malolaktické fermentace dochazi
k pteméné kyseliny jable¢né na kyselinu mlé¢nou.[26,27,19]

Co do obsahu ve zdravych hroznech je nejméné zastoupena kyselina citronova.[19] Jeji
koncentrace v plné zralosti hroznii dosahuje podle odridy 0,1 — 1 g/l a jeji obsah nepodléha
tak vyraznym zménam.

Z ostatnich organickych kyselin jsou pro své redukcni vlastnosti vyznamné kyselina
askorbova (vitamin C) a kyselina kaftanova, které se vyskytuji vitadech jednotek az
desitek mg/l, ale jejich ptispévek k celkové kyselosti je zanedbatelny.[25]

Po napadeni hroznli plisni Sedou (Botrytis cinerea) se slozeni kyselin i jejich obsah
v moStu méni. Plsobenim Botrytis cinerea dochazi podle zplisobu a stupné napadeni
k rozkladu vySe zminénych tii kyselin. Degradace kyselin uslechtilou formou plisn¢ je
mirnéjsi, zatimco modrd hniloba je schopna odbourat az 90 % kyselin v porovnani se
zdravymi hrozny. Pfesto dochazi k vyraznému odkyselovani, protoze pusobenim plisn¢ se
tvoti tzv. cukrové kyseliny, které vznikaji oxidaci koncovych uhlikii jednotlivych sacharidi.
Z D-glukosy vznikd D-glukonova kyselina, z fruktosy 2-keto-D-glukonova kyselina a z D-
galakturonové kyseliny, kterd tvofi zdklad pektinii, kyselina slizovd. Pro tvorbu téchto
sloucenin plati stejné pravidlo jako pro degradaci normdlnich kyselin. Na masivni tvorbé
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cukrovych kyselin v hroznech napadenych hnilobnou formou se navic vyznamné podileji
1 bakterie. Uslechtila plisen zpravidla netvoti vice nez 3 g/l glukonové kyseliny.[25]

Z hlediska stability vina pfedstavuje hlavni problém kyselina slizova, jez tvofti
nerozpustnou vapenatou stl, vytvarejici drobnou krupi¢ku. Podobn¢ jako soli kyseliny vinné
ma 1 slizan vapenaty tendenci k pfesycenym roztoklim. Jeho vylouceni je tedy velmi obtizné
predvidatelné a casto se stane, ze u starSiho, zdanlivé stabilniho vina z velmi vyzralych
hrozni dojde najednou k tvorbé zdvojovit¢ho zakaleni. Tento zdkal nema zadny vliv
na senzorické vlastnosti vina na rozdil od zakali biologického ptivodu, jimz je podobny.[25]

Z praktického hlediska je dulezita skutecnost, ze mnozstvi a skladbu kyselin je mozné
ovlivnit zptisobem péstovani a vhodnymi agrotechnickymi zasahy. Na pocatku zamékani je
koncentrace kyselin kolem 30 g/l a je celkem nezavisld na odrid¢, poloze vinice, vedeni révy
nebo zatizeni kete. Dal$i vyvoj koncentrace kyselin na téchto faktorech vSak rozhodné zavisly
je.[25]

Dominantni vliv na celkovou aciditu maji kyseliny vinna a jable¢na a z technologického
hlediska je pak dillezity jejich pomér, ktery je indikatorem kvality rocniku.[14] Rozhodujici
ucinek na obsah kyselin v hroznech ma teplota, protoze rychlost odbouravani obou kyselin
stoupa s primérnou teplotou hroznii. Kyselina jablecnd je na teplotu hrozna citlivéj$i nez
kyselina vinna.[25]

Cim jsou hrozny dale od zemé, tim jsou méné vystaveny akumulovanému teplu salajicimu
ze zem¢ a vice ochlazovany proudénim ze vzduchu. Vysoké vedeni révy proto zpomaluje
odbouravani kyselin a terpenickych latek, jez se chovaji podobné. Naopak nizké vedeni
podporuje odbouravani kyselin a urychluje fenolickou zralost hroznii tak dilezitou pro vyrobu
kvalitnich ¢ervenych vin.[25]

Slunéni hroznl v primérném roce ma pozitivni vliv na obsah a slozeni kyselin a fenolické
vyzravani. Masivni odkryti hroznii vede k vyraznému zvysSeni jejich teploty, které miize vést
az kjejich fyzickému poskozeni. Odbouravani kyselin postupuje velmi rychle, kyselina
jable¢nd klesa pod Zadouci hladinu a celkovy obsah kyselin je pfili§ nizky. Béhem zrani mize
v krajnim ptipadé¢ klesnout az na hladinu 3 — 4 g/1, pfi¢emz vétSinu bude tvofit kyselina vinna,
navic vdzana ve form¢ vinného kamene. Nizk4 hladina kyseliny jable¢né je pfi vys$sSim pH
mladého vina velice nachylnd na spontanni biologické odbouravani, které navic mohou
uskute¢nit nezddouci kmeny bakterii.[25]

Kromé¢ kyselin se rychle odbouravaji i terpenické aromatické latky typické pro muskatové
odridy. Teplotni stres vede k produkci ochrannych latek fenolické povahy, které ke kvalité
bilych vin také neptispivaji. Na tyto nezadouci disledky nepfiméfeného odkryti hroznli jsou
nejcitlivéjsi aromatické a Cervené odridy. Naopak u odriid modrych jde o pochody vyznamné
ptispivajici ke kvalité cervenych vin.[25]

Jednou z mozZnosti jak zvySovat obsah kyselin nepfirozenou cestou je jejich ptidavani
do mostu. Nejpfirozenéjsi je ptridavek kyseliny vinné a to i zetického hlediska. Pouziti
kyseliny jable¢né je typické pro jizni vinafské regiony, kde se pouziva pro zvySeni svézesti
mistnich dosti fadnich vin. Pfikyseleni kyselinou jable¢nou v relevantnim mnozstvi je dobie
prokazatelné, protoze se vyskytuje v mostu a vin¢ v koncentracich v fadu desitek mg/l. Dalsi
kyselinou je kyselina citronova. Jeji ptirozeny obsah ve ving je nékolik desetin g/1, a proto jeji
ptidavek je opét prokazatelny. Nejvetsi problém predstavuje jeji odbourdavani mnoha druhy
bakterii, kdy se tvofi fada senzoricky nepiijemnych vedlejsich produktd, jako kyselina octova,
acetoin nebo diacetyl. Samotna kyselina citronova je senzoricky vyraznéjsi. Malo znamou
moznosti je pouziti kyseliny mlécné, kterd je senzoricky jemnd, mikrobiologicky vysoce
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stabilni, nevytvafi nerozpustné slouceniny a tvofi pfirozenou soucast vina. Dosud je hlavni
ptekazkou pro jeji pouziti dosti vyrazny a neptijemny odér.[28]

Pokles obsahu kyselin miize mit nékolik divodi: (1) Redéni kyselin jako disledek
zvétSovani objemu bobule. (2) Zvyseni toku drasliku do bobuli, kdy dochazi k tvorbé soli
asnizeni celkové koncentrace kyselin a hodnoty pH. (3) Pfeména organickych kyselin
na cukry. (4) ZvySeni propustnosti buné¢nych membran, a tim vyssi prodychani kyselin.[29]

Tvorba optimalniho obsahu kyselin mize byt negativné ovliviiovana néasledujicimi faktory:

(1) Vysokymi a nizkymi teplotami, které mohou negativné ovliviiovat fotosyntézu, jez je
optimalni pfi teplotach 25 — 30 °C. Vykonnost fotosyntézy se sniZzuje pfi teplotach nad 30 °C
a zastavuje se pii teplotdich nad 35 °C. (2) Stresovymi podminkami zplisobenymi silnym
proudénim vétru nebo nedostatkem vody. Sucho, nebo naopak nadmérné vlhko miize vést
k nizkym hodnotam obsahu kyselin. (3) Nedostatkem zivin, nebo naopak piehnojenim
draslikem a dusikem. (4) Napadenim listii nebo hrozni houbovymi chorobami.[29]
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2.3 Metody stanoveni organickych kyselin ve viné
2.3.1 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody jsou zaloZeny na reakci organickych kyselin s jistou latkou,
¢imz se vytvareji slouceniny nebo barevné komplexy, které jsou méfitelné pii urcité vinové
délce. Aby se zabranilo jejich interferencnim chybam, jsou organické kyseliny izolovany
pomoci procesu srazeni napf. iontoveé vyménnym sorbetem.[18]

2.3.2 Enzymatické metody

Enzymatické metody se pouzivaji pfevazné pro kvantifikaci u jablecné, mlécné a citrébnové
kyseliny u hroznovych §tav a vin. Pomoci této metody je vSak mozné stanovit i jiné kyseliny
jako vinnou, octovou, L-askorbovou, mraven¢i, D-isocitronovou, Stavelovou a kyselinu
jantarovou, pomér kyseliny dehydroaskorbové a L-askorbové a pomér kyseliny D-glukonové
a D-glukonolaktonu. Tyto metody jsou zalozeny na méfeni poklesu absorbance koenzymu
NADH (nikotinamidadenindinukleotid v redukované¢ form¢) nebo NADPH (nikotinamid-
adenindinukleotidfosfat v redukované forme), které maji absorpéni maximum 340 nm. Hlavni
vyhodou téchto metod je jejich vysoka ptesnost, a moznost rozliSeni L- a D-izomert.
Nicmén¢ pii kazdém stanoveni lze sledovat pouze jednu organickou kyselinu, coz je hlavni
nevyhodou zminéné metody. Automatizace téchto metod za Gcelem snizeni nékladi a ¢asu
pottebného k analyze, spocivéa v pouziti vstiikovaci analyzy. Enzymatické metody jsou nékdy
pouzivany jako referencni metody pro validaci HPLC nebo CZE.[18]

2.3.3 Chromatografické metody
2.3.3.1 Chromatografie tenké vrstvy (TLC)

Chromatografie v ploSném uspofadani —napf. chromatografie na tenké vrstvé - vlastni
déleni probiha na tenké vrstvé adsorbentu (nosice) naneseného na sklenéné nebo hlinikové
folii z plastu ¢i hliniku. Mobilni fazi je kapalina, jejiz pohyb pevnou fazi je vyvolavan
kapilarnimi silami. K déleni dochazi na zaklad¢ rozdélovaciho mechanizmu, adsorbce nebo
vymeény iontd.

Pomoci této metody byly identifikovany a separovany kyselina vinnd, jable¢na, mlécna,
jantarova, citrébnova v hroznové §tave a u vin.[18].

2.3.3.2 Plynova chromatografie (GC)

Navzdory své velké citlivosti a selektivnosti, je GC zfidka pouZivdna pro urceni
organickych kyselin. Vétsina organickych kyselin s kratkym fetézcem neni tékava, takze je
nezbytné provadét derivatizaci na trimethylsilylové derivaty (TMS), methylestery, terc-
butyldimethylsilyl derivaty (TBDMS), nebo ethylestery. Vzhledem ke slozitému sloZeni
hroznové §tavy a vin, je nékdy nezbytné pied derivatizaci organické kyseliny izolovat. Tato
izolace se obvykle provadéla srazenim olovnatych soli, iontové vyménnym sorbentem nebo
extrakci na tuhou fazi kazet. Pomoci téchto krokl ¢as pro ptipravu vzorki podstatné nartsta
atyto GC metody jsou zdlouhavé. Pro snizeni Casu potfebného k piipravé vzorkll se
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sjednotily kroky separace a derivatizace na estery piimo v iontové vyménném sorbentu, kde
organické kyseliny byly izolovany béhem 60 min. pfi teploté do 90 °C. V dnesni dobé nékteré
organické kyseliny jako octova, mléénad nebo jable¢nd mohou byt ur€eny pomoci plynové
chromatografie ptimo, bez této derivatizace. Jako detektory se nejcastéji pouzivaji plamenovy
ionizaéni detektor (FID) a hmotnostni spektrometr (MS). Zavérem, volba metody pro uréeni
téchto sloucenin je velmi omezena diky svym nakladim a komplexnosti. Jinymi a mnohem
vhodnéj$imi moznostmi pro urceni organickych kyselin u hroznovych §tav a vin jsou
kapalinova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza.[18]

2.3.3.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se pouziva pro urcovani organickych kyselin v hroznové stave
a vinech nejcastéji.[18]

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metod HPLC k urceni organickych kyselin v hroznové §tavé a vinech je mnoho [30],
nicméné¢ ve védeckych pracich jsou velké rozdily. Podle predbézné upravy vzorku mohou byt
rozdéleny do dvou skupin. V prvni skupiné jsou vzorky pouze zfedény a filtrovany, kdezto
ve skupiné druhé je pouzito mnohem komplexnéjsiho postupu. VétSina studii urceni
organickych kyselin u hroznové $tédvy a vin uZzila uvedenych postupl, aby nedoslo
k interferencim s cukry nebo barvivy, které by mohly reagovat s organickymi kyselinami.
Nejbéznéjsim postupem je extrakce iontové vymeénnym sorbentem nebo extrakce na tuhé fazi
(SPE kolonky) aderivacni postupy. Bylo zjisténo, Ze piimy néstiik s pfedchazejicim
nafedénim a filtraci vykazuje lep$i vysledky nez postup s extrakci na tuhé fazi.[31] Byl
vyvinut plné¢ automaticky systém piipravy vzorkli s on-line dialyzou pted analyzou
HPLC.[32,33] Tim byly odstranény makromolekuldrni i mikromolekuldrni interference
pochazejici z komplexnich matic. Zminény systém byl pouzit pro analyzu hroznové $tavy
avin a bylo dosazeno dobrych vysledki co do opakovatelnosti a citlivosti této metody.
Ovsem obecné vzato extrakce a izolace organickych kyselin jsou zdlouhavé, drahé a ¢asove
narocné.[18]

Na druhé strané byly vyvinuty metody s odliSnymi mechanismy separace napf. vysoce
ucinnd kapalinovd chromatografie s obrdcenymi fazemi (Reverse-Phase High-performance
Liquid Chromatography - RP-HPLC) a vysoce u¢innd kapalinovd chromatografie s iontove
vyménnymi fazemi (lon-exchange High-performance Liguid Chromatography - IE-HPLC)
nebo iontoveé vylucovaci HPLC. RP-HPLC se uvadi jako nejcastéji pouzivany mechanismus
separace organickych kyselin ve vin€. Separace se provadi za izokratickych podminek a se
slabé zfedénou kyselinou jako elu¢nim ¢inidlem. Vysledny signal je potom detekovan na UV
detektoru.[15] Dalsi vyvinutou metodou byla iontové vylu¢ovaci HPLC s refraktometrickou
a elektrochemickou detekci umoziujici stanoveni hlavnich organickych kyselin v hroznovych
stavach a vinech.[34]

Prednosti obou metod je jednoduché zpracovani vzorkl, jejich nevyhodou je mensi
citlivost. Proto byla vyvinuta dal$i metoda IE-HPLC s dvéma detektory zapojenymi do série
(UV a RI) pro ptfimé uréeni organickych kyselin v hroznové stavé a vinech. Pouziti této
metody umoznilo snizit dobu a ndklady na tuto analyzu a organické kyseliny, cukry
a alkoholy byly ur¢eny simultanné s ptijatelnymi vysledky. Bylo provedeno srovnani analyzy
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organickych kyselin v hroznové §t'avé a vinech pomoci HPLC za pouZiti reverzni faze a IE-
HPLC. Vysledkem bylo zjisténi, ze HPLC za pouziti reverzni faze je vhodna metoda k urceni
pfitomnosti vinné, jable¢né a mlééné kyseliny, ale u citrébnové a octové kyseliny lze
dosahnout lepsich vysledkti pomoci metody IE-HPLC.[18]

Pfi srovnani tfi chromatografickych systémt (IE-HPLC, iontové vylu¢ovaci HPLC a RP-
HPLC) se dospélo k zavéru, ze nejpresnéjsi data byla dosaZzena pomoci metody iontové
vylucovaci HPLC, nicméné metoda RP-HPLC byla pfi analyze nejrychlej$i.[35] Vyhody
metody IE-HPLC jsou neptitomnost interferenci a jednodusi zpracovani vzorka.[18]

Iontova chromatografie

Iontova chromatografie s vodivostni detekei umoznuje separovat a kvantifikovat organické
kyseliny ve vzorcich hroznové $tdvy a vin.[36] Tento postup mé své vyhody vzhledem
ke svému pouziti, jsou to piesnost a citlivost pii urceni organickych kyselin, naptiklad
detektor vodivosti a minimalizace interferenci cukrti. U téchto metod pfedbézna komplexni
ptiprava vzorku jako je extrakce a/nebo derivace nejsou nutné. Tento druh chromatografie je
vhodnou metodou pro urceni vzorkll s velmi nizkym mnozstvim organickych kyselin nebo
u rutinnich analyz.[18]

2.3.3.4 Elektroforézni metody

V poslednich letech byla kapalinovad chromatografie z velké casti nahrazena kapilarni
elektroforézou pii ur€ovani organickych kyselin. Tyto kyseliny byly stanovovany
u rozli¢nych matric, napft. klinické vzorky, vzorky ze zivotniho prostiedi nebo vzorky jidla.
Kapilarni elektroforéza je analytickd separaéni metoda, kterd m4a mnoho vyhod jako jsou
vysoké rozliSeni, jednoduchost a moznost automatizace, rychlost analyzy, nizkou spotiebu
¢inidel a vzorkt, a minimalni pfipravu vzorki 1 u slozitych matic. Co se tyka hroznoveé §tavy
a vin, nedavno se objevilo mnoho postupii pro urceni organickych kyselin pomoci kapilarni
zoénoveé elektroforézy (CZE).[36] Jednoduchost ptfedbézné ptipravy vzorkll je jednou
z prednosti CZE, nebot touto metodou muizeme separovat malé molekuly ve slozitych
matricich. Proto je pozadovano pouze zifedéni a odfiltrovani vzorkli u vétSiny postupti.
S ohledem na zpiisob davkovani vzorkt, bylo pouzito dvou metod pro urceni organickych
kyselin u hroznové §t'avy a vin: hydrodynamické a elektrokinetické davkovani.[18]

Hydrodynamické davkovani vzorkl je nejpouzivanéjsi metodou. Muize byt doprovazeno
aplikaci tlakového néstfiku (na konci vstiiku nebo kapildry), vakua (na detekénim konci
nebo kapilafe) nebo vyplachem pomoci zvednuti nadrze injekce imérné k hlavni nadrzce.
Objem davkovaného vzorku témét nezavisi na matrici vzorku, piestoZe zavisi na viskozité.
Malo metod pouziva elektrokinetické davkovani, kdy je pii kone¢ném davkovani nahrazen
zasobnik vialkou se vzorkem a za pouziti napéti. Proto je odebrané mnozstvi vzorku zavislé
jednak na elektroosmotickém toku, vodivosti a viskozit¢ zdkladniho elektrolytu a vzorku
a na elektroforéznich mobilitdich analytd. Pouziti elektrokinetického davkovéani zvySuje
citlivost CZE, ale znehodnocuje matrici vzorku. a zplisobuje mensi piesnost stanoveni. Proto
pouziti této metody neni vhodné pro kvantitativni stanoveni. Jsou-li brany v Givahu
elektroforézni podminky, slozeni elektrolytu je velmi dilezité k tomu,aby bylo dosazeno
dobré CE separace.[18]
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U hroznové §tavy a vin, bylo pouZzito n¢kolik typl pufrd jako jsou bis (2-hydroxyethyl)
imino-tris  (hydroxy-methyl) = aminomethan  (BISTris), kyselina  borita, 1,3,5-
benzentrikarboxylovad kyselina (BTA), chroman, 4-aminobenzoova kyselina (PAB), fosfat,
ftalat, kyselina pyridindikarboxylova (PDC), kyselina pyromellitova (PMA) nebo tetraboritan.
Déle bylo pouzito i n€kolik typii elektroosmotickych modifikatorti pritoku (kationaktivnich
tenzidi)  jako  jsou cetyltrimethylammonium bromid (CTAB), kyselina
ethylendiamintetrakarboxylovd (EDTA), myristyltrimethylammonium bromid (MTAB),
tetradecyltrimethylammonium bromid (TIAB) nebo tetradecyltrimethylammonium hydroxid
(TTAOH), které¢ byly pfidany do zakladnich elektrolyti (BGE), aby otocily tok
elektroosmoézy. VétSina pouzitych metod vyuziva kapilar z neobaleného kiemenného skla
s pfidanym kationtovym cinidlem, ale absorpce smési na stény zpisobuje problémy
s reprodukovatelnosti. Proto se pouziva potazenych kapilar, aby nedochéazelo
k elektroosmotickému toku a ptidavek kationtovych ¢inidel tak neni nutny.[18]

Z vyse uvedeného vyplyva, ze CZE je schopna nahradit pét souc¢asnych metod, které se
pouzivaji pfi analyzach organickych kyselin: HPLC, IC, enzymatické, destila¢ni
a kolorimetrické metody. Vysledky CZE metody byly v uspokojivé shodé s vysledky
dosazenymi pii pouziti IC, kolorimetrické a destilacni metody. Enzymatické metody se daji
hife srovnavat s CZE metodami. Tyto rozdily mohou byt vysvétleny skutecnosti, ze
enzymatickd metoda je ur€ena pro L-izomery, zatimco metoda CZE urcuje jak D- tak i L-
izomery jako jeden vrchol. VétsSina CZE metod umoziuje urcit hlavni organické kyseliny
v hroznové §taveé (vinnou, jableCnou a citronovou) a u vin (vinnou, jable¢nou, citronovou,
kyselinu jantarovou, octovou a mlécnou). Konecné¢ hlavnimi nevyhodami kapilarni
elektroforézy je jeji nizkd reprodukovatelnost, ve srovnani s enzymatickou
a chromatografickou metodou.[16,18]

30



2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie se stala béhem svého vyvoje jednou

Uspésné analyzy, tedy dobré separa¢ni uéinnosti, reprodukovatelnosti retenénich Gasi
a presnych kvantitativnich dat — lze doséhnout pouze pfi pouziti kvalitni chromatografické
kolony v kvalitnim pfistroji, ktery umoznuje ptesné kontrolovat slozeni a pritok mobilni faze,
teplotu kolony a pracovni rezim detektoru. U¢inné separace a vysoké citlivosti analyzy lze
dosdhnout pfedev§im pouzitim uUCinnych kolon, spojovaciho potrubi a cel detektorii
s minimalnim vnitfnim objemem a takové konstrukce detektoru, ktera zarucuje stabilni signal
a vysoky pomér odezvy k Sumu i pii vysokém nastaveni citlivosti detektoru. K urychleni
analyzy pfispiva pouziti pomérn¢ vysokych pritokti mobilnich fazi nebo kratkych kolon
plnénych velmi u¢innymi naplnémi s malym pramérem castic, zapisovacl a detektort
s rychlou odezvou a automatické zpracovani dat.[37]

2.4.1 Princip HPLC

HPLC je separac¢ni (délici) a soucasné i analytickd metoda, (tj. poskytuje kvalitativni
a kvantitativni informace o vzorku). Vyuziva distribuce latek mezi dv€ faze: mobilni
(pohyblivou) - eluent a stacionarni (nepohyblivou) — sorbent.[38]

Na zacatek kolony je nanesen objem vzorku. Kolona je naplnéna stacionarni fazi a protéka
ji mobilni faze, kterou je unasen vzorek. Latky interaguji jak se stacionarni fazi (rozpousti se
v ni, adsorbuji se, reaguji s ni za vzniku sloucenin), tak i s mobilni fazi. Pokud se separacni
funkce obou délenych latek od sebe dostatecné lisi, dojde k ¢astecnému nebo Uplnému
rozdéleni latek do izolovanych past. Po vystupu latky z kolony indikuje detektor pfitomnost
této latky v mobilni fazi a zaznamena pik (obr. 6).

Prichodem separované latky kolonou piejde kazdd molekula vzorku mnohokrat
z protékajici mobilni faze do stacionarni faze a zpét. Doba, po kterou separovana latka setrva
ve stacionarni fazi, zavisi na velikosti interakci a urcuje potradi, v jakém slozka vychdzi
z kolony. Cim vétsi jsou interakce latky se stacionarni fazi, tim deli je retenéni ¢as.[37]
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Obr. 6: Kapalinovy chromatograf. Pievzato z [38]
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2.4.2 Instrumentace HPLC
2.4.2.1 Cerpadla

Cerpadla mobilni faze pouzivana v modernich kapalinovych chromatografech musi byt
konstruovana z materialti odolnych vici korozi i pii pouziti pomérné agresivnich mobilnich
fazi (roztoky pufrl, slabych kyselin a bazi, riizné organickd rozpoustédla), k cemuz se hodi
nerezova ocel, titan &i nékteré keramické materialy. Cerpadla by méla mobilni fazi davkovat
plynule bez kolisani pritoku do tlaki 30 — 50 MPa v rozmezi priitoku 0,1 ml.min™ do 5 - 10
ml.min”, protoze kolisani pritoku vyznamné ovliviiuje jak pfesnost retencnich dat, tak i ploch
piki.

Vnitini objem ¢erpadel mé byt co nejmensi, aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze
a praci s gradientem mobilni faze tvofenym v nizkotlaké ¢asti pfistroje.

Vzhledem k témto pozadavkim se jiz nepouzivaji ¢erpadla pneumatickad nebo hydraulicka,
kde je zdrojem hnaci sily bud’ stlaceny plyn, nebo kapalina, nebot” prutok kapaliny u téchto
Cerpadel zavisi na hydraulickém odporu v systému. V soucasné dobé se pii praci
s analytickymi kolonami témét vyhradné pouzivaji pistova Cerpadla s malym objemem pistni
komory, v nichz se kapalina stfidavé vytlatuje a nasavd rychlym pohybem mechanicky
hnaného pistu ptes dva zpétné ventily. Hlavni vyhoda cerpadel s malym objemem pistni
komory spociva v tom, ze umoziuji davkovat mobilni fazi bez ptreruseni a také umoziuji
snadnou a rychlou vyménu mobilni faze.

Velmi dulezité¢ je dokonalé¢ odplynéni mobilni faze pied vstupem do cerpadla, aby
nedochédzelo k uvoliiovani bublinek rozpusténych plynt (vzduchu) v sacich ventilech
Cerpadla, coz by se projevilo snizenim a kolisanim pratoku mobilni faze. Uvoliovani
bublinek plynu v chromatografické koloné¢ nebo v cele detektoru miize vazn€ narusit
1 separacni proces a vést k nevyhodnotitelnému chromatografickému zaznamu.[37]

2.4.2.2 Davkovani vzorkii

Konstrukce zatizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony miize vyznamné
ovlivnit u¢innost separace.

Davkovaci zafizeni pouzivajici techniky ndstfiku injekéni stfikackou pifes septum nebo
pfi zastaveném priitoku mobilni faze jiz byla prakticky opusténa a u modernich pfistrojii se
pouzivaji bud manudlni smyckové davkovace na principu prepinacich ventill,
nebo automatické dédvkovace, které umoziiuji davkovat vzorek do kolony bez ptferuSeni toku
mobilni faze.

Manudalni smyckové davkovace umoznuji bud’ davkovat pouze konstantni objem vzorku
dany celkovym objemem vnitini smycky davkovace, nebo u davkovact specialni konstrukce
1ze plnit jen ¢ast davkovaci smycky presné¢ odméfenym objemem vzorku z injekéni stfikacky,
coz umoziuje davkovat rizné objemy vzorku. Jsou dostupné davkovace s riznymi objemy
smycek, od 0,2 ul az do 2000 pl.

Automatické davkovace ve spojeni se sadou specialnich sklenénych mikronadobek
uzavienych pryzovym septem jako zéasobnickli vzorkli, umisténych v pneumaticky
ovladanych drzacich, umoziuji automaticky davkovat mnoho vzorkdi po sobé
1 pfi obménovanych pracovnich podminkach, bez zdsahu obsluhy pfiistroje. To je vyhodné
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pro sériové analyzy velkého poctu vzorki, zejména pokud lze davkova¢ ovladat fidicim
pocitacem, ktery soucasné kontroluje zpracovani dat.[37]

2.4.2.3 Chromatografické kolony

Kolony pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii se v souasné dobé zhotovuji
pfevazné z rovnych trubic s hladkym vnitinim povrchem. Musi odolavat relativné vysokym
tlakiim, az do 60 MPa, chemickému piisobeni mobilnich fazi a separovanych latek, na néz
nesmi pusobit katalyticky. Hodi se bezeSvé trubice s leSténym vnitinim povrchem
z antikorozivni oceli nebo zniklu. Do tlaki asi 20 MPa lze pouzit i kolon ze specialné
vytvrzeného skla. Také byly vyvinuty analytické a preparativni kolony ve formé vlozek
z plastické hmoty, plnénymi riznymi naplnémi, které se vkladaji do specialniho plaste.

Rozméry kolon zédvisi na Ucelu, k némuz jsou pouzity, a na velikosti ¢astic naplné.
Pro analytické aplikace se v soucasné dob¢é vétSinou pouziva ,.konvencnich® analytickych
kolon odélce 5-30 cm a vnitfnim priméru 3-5 mm, plnénych poédrovitymi ndplnémi
a ¢asteCkami o priméru 3—10 pm. Pfi volbé rozméri kolony a velikosti naplné je tfeba mit
na paméti, ze mnozstvi vzorku, které lze podrobit separaci, roste se ctvercem vnitiniho
praméru kolony, zatimco u dobie naplnénych kolon uinnost separace ani doba analyzy
na priméru kolony nezavisi. S rostouci délkou kolony se imérné zvySuje G¢innost separace,
ale také i doba analyzy a pracovni tlak. Uginnost separace a pracovni tlak naopak klesaji
s rostoucim ¢tvercem prameéru ¢astic naplné.

V posledni dobé se intenzivné rozviji vyvoj novych ndplni kolon pro separaci
biopolymerti, ptedevs§im peptidl a proteintl, aby bylo mozZno dosahnout jejich rychlého déleni
pifi  zachovani puvodni biologické aktivity. K takovymto materialim patfi napf.
glykolmethakrylatové gely, materidly na bazi silikagelu povle¢eného hydrofilni organickou
vrstvickou ¢i materidly s chemicky vazanymi né€kolika vrstvami s riznymi hydrofilnimi
a hydrofobnimi vlastnostmi [37].

2.4.2.4 Detektory

Prakticky vSechny typy detektori pouzivané v HPLC jsou koncentracniho typu,
tj. poskytuji signal (odezvu) imérny koncentraci detekovanych latek v eluatu.

Nejpouzivangj§imi detektory jsou fotometrické detektory pracujici v ultrafialové
a viditelné oblasti. Lze je délit do Ctyt zakladnich typl. Prvni jsou detektory, které pracuji
sjednou pevné nastavenou vinovou délkou. Na stejném principu jsou zaloZeny dalsi
detektory, u nichz lze volit mezi nckolika pfedem danymi vlnovymi délkami pomoci
vymeénitelnych interferen¢nich filtrd. Daéle existuji detektory vybavené polychromatickym
zdrojem zafeni, které umoznuji volit libovolnou vinovou délku zaieni pro detekci. Poslednim
typem jsou spektrofotometrické detektory srychlym zaznamem spektra bez pteruseni
chromatografické separace zalozené na souasném méfeni signalu velkého poctu miniaturnich
plosnych fotodiod.

Princip detekce fluorimetrickych a fosforimetrickych detektord je zalozen na tom, ze latky
s ur¢itymi funkénimi skupinami v cele detektoru absorbuji budici ultrafialové zéfeni, jehoZz
pohlcend energie se zCasti vyzaii ve form¢ luminiscencniho (fluorescencniho
nebo fosforescencniho) zéateni o nizsi energii (vyssi vlnové délce), nez ma zareni excitacni.
Intenzita emitovaného zéfeni je pro nizké koncentrace ptimo timérna koncentraci latky a méfti
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se fotonasobi¢em umisténym tak, aby na n¢j dopadlo pouze emitované, ale nikoli excitaéni
zateni. Fluorimetrické detekce se pouzivd mnohem castéji nez detekce fosforimetrické.
Fluorimetrické detektory jsou vysoce selektivni a citlivé a uplatituji se pfi stopové analyze,
zejména biochemicky vyznamnych latek.

Elektrochemické detektory jsou tietim nejcastéji pouzivanym typem selektivnich detektorii
a slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce. Ampérometrické detektory meéti
proud vyvolany prichodem redukovatelné ¢i oxidovatelné latky pratokovou celou, v niZ jsou
umistény elektrody s vlozenym pracovnim napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické
reakce.

DalSimi, ale malo pouzivanymi detektory jsou vodivostni, reakéni a refraktometrické
detektory. Refraktometrické detektory fadime mezi nespecifické (univerzalni). Poskytuji
odezvu umérnou rozdilu indext lomu eludtu v mérné cele a srovnavaci kapaliny (mobilni
faze) v referencni cele. Citlivost detekce je imérna rozdilu indexu lomu latky a indexu lomu
mobilni faze, je vSak podstatn¢ niz§i nez u specifickych detektorti (fotometrickych,
fluorimetrickych a elektrochemickych). Dal§imi nevyhodami jsou znacna teplotni zavislost
odezvy a nemoznost pouziti k detekci pti gradientové eluci.

Vodivostni detektory jsou nespecifické detektory mefici elektrickou vodivost eludtu
v prutokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano stfidavé napéti, aby se
zabréanilo jejich polarizaci.

Reakéni detektory vyuzivaji vhodné reakce analyzovanych latek sreakénim cinidlem
v eludtu z chromatografické kolony.[37]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pristroje a zarizeni
3.1.1 Kapalinovy chromatograf Waters 2487
Pro analyzu byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters 2487 Dual A Absorbance Detector
s manualnim ndastfikem vzorku a s izokratickou HPLC pumpou Waters 1515 firmy Waters

Milford, USA. Detektor umozituje métit vinové délky v rozsahu 190 nm — 700 nm. Namétené
hodnoty byly déle zpracovavany pomoci programu Breeze.

Obr. 7 Kapalinovy chromatograf Water 2487

3.1.2 Chromatograficka kolona ZORBAX SB-Aq

Kolona pro kapalinovou chromatografii od vyrobce Agilent Technologies, USA.
Vlastnosti kolony:
D¢lka kolony: 150 mm
Siika kolony: 4,6 mm
Velikost ¢astic: 5 mm
Rozsah pH: 1 - 8
Maximalni tlak: 6000 PSI (1 PSI = 1/1,45.10" Pa)
Maximalni teplota: 80 °C
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3.1.3 Davkova¢ vzorku

K nadéavkovani vzorku byla pouzita laboratorni sttikatka HAMILTON Reno (Nevada,
USA) o objemu 25 pl.

3.1.4 Analytické vahy

K navazovani byly pouzity analytické vahy HR-120-EC firmy HELAGO® CZ Hradec
Kréalové. Parametry: kapacita 120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CMI.

3.1.5 Chemikalie a vzorky
3.1.6 Vzorky

Vzorky pochazely zvinafské oblasti Morava, podoblasti velkopavlovické. Vzorky
od vinate, ktery vyrabél vino spontdnnim kvaSenim, byly odebirany od 8. fijna 2008 do 24.
fijna 2008, prvni vzorek byl odebran z moStu a poté bylo provedeno dalSich 10 odbéra
v prubéhu vyroby vina. Vzorky od vinafe, ktery vyrabél vino fizenym kvaSenim, byly
odebirany od 11. fijna 2008 do 24. fijna 2008 v prubchu vyroby vina. Vzorky byly odebirany
od pocatku kvaseni az po mladé vino. Vzorky byly uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -
18°C. Jeste pred zmrazenim byly prefiltrovany mikrofiltrem o velikosti 0,45 um.

3.1.7 Chemikalie

Pro ptipravu mobilni faze a standardnich roztokl byly pouzity néasledujici chemikalie:
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, NaH,POy4; Lachema Neratovice
Kyselina fosforecnéa, H3PO,; Lachema Neratovice
Kyselina jable¢na, C4HgOs; Sigma-Aldrich
Kyselina mlé¢na, CsHgO3; Sigma-Aldrich
Kyselina vinna, C4H¢Og; Sigma-Aldrich
Kyselina citronova, C¢HsO7; ZMBD chemik

3.2 Priprava roztoku mobilni faze

Jako mobilni faze byl pouzit 20 mM fosfatovy pufr. Bylo navazeno 1,3797 g
NaH,P04.H,0, navazka byla kvantitativné pievedena do 500 ml odmérné banky a doplnéna
vodou pro HPLC po znacku. Poté bylo upravovano pH pomoci kyseliny fosfore¢né na pH 2.
Nasledné bylo provedeno fedéni takto pfipraveného roztoku s acetonitrilem v poméru 99/1.

Takto zfedény roztok byl po dobu 5 minut v ultrazvukové vodni 1azni zbaven vzduchovych
bublin.
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3.3 Priprava standardu a vzorku
3.3.1 Priprava standardu

Byl vytvotfen smésny standard o koncentraci 6 g/l. Do odmérné baniky na 100 ml bylo
navazeno 0,6 g kyseliny vinné, 0,6 g kyseliny jable¢né, 0,6 g kyseliny mlé¢éné a 0,6 g kyseliny
citronové. Vse bylo doplnéno vodou na HPLC po znacku.
3.3.2 Priprava vzorki

Vzorky byly rozmrazeny a poté pfimo nastitikovany na kolonu.
3.4 Vlastni méreni

Smésné standardy a vzorky byly pfimo nastfikovdny na kolonu pomoci mikrostiikacky
o objemu 25 pl. Doba jedné analyzy byla zvolena na 20 minut, teplota kolony na 45 °C,
pritok na 0,5 ml/min a UV detekce pii 220 nm. Davkovaci smycka méla objem 10 pl.

3.5 Vyhodnoceni vysledki

Retencni Casy a plochy pikii byly vyhodnoceny programem MS Excel. U kazdého vzorku
byla provedena 3 paralelni méteni, ze kterych bylo provedeno statistické zpracovani vysledk.

Byla vypoctena primérna hodnota x a smérodatnd odchylka sg (Tabulka 3 a 4)
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4 VYSLEDKY

4.1 Chromatogramy
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Obr. 8 Standard organickych kyselin
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Obr. 9 Chromatogram organickych kyselin v mostu odrudy Rulandské modré — spontanni

kvasent (8.10.)

Legenda:
1 — kyselina vinna, 2 — kyselina jablecna, 3 — kyselina mlécnd, 4 — kyselina citronova
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Obr. 10 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (9.10.)
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Obr. 11 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (10.10.)

Legenda:
1 —kyselina vinna, 2 — kyselina jablecnd, 3 — kyselina mlé¢n4, 4 — kyselina citrénova
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Obr. 12 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (11.10.)
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Obr. 13 Chromatogram organickych kyselin v prubéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (15.10.)

Legenda:

1 — kyselina vinna, 2 — kyselina jablecna, 3 — kyselina mlécnd, 4 — kyselina citronova
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Obr. 14 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (16.10.)
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Obr. 15 Chromatogram organickych kyselin v prubéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (17.10.)

Legenda:

1 — kyselina vinna, 2 — kyselina jablecna, 3 — kyselina mlécnd, 4 — kyselina citronova
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Obr. 16 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —

spontanni kvaseni (18.10.)
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Obr. 17 Chromatogram organickych kyselin v prubéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —

spontanni kvaseni (22.10.)

Legenda:

1 — kyselina vinna, 2 — kyselina jablecna, 3 — kyselina mlécnd, 4 — kyselina citronova
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Obr. 18 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —

spontanni kvaseni (24.10.)
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Obr. 19 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —
Fizené kvaseni (11.10.)

Legenda:
1 —kyselina vinna, 2 — kyselina jablecnd, 3 — kyselina mlé¢n4, 4 — kyselina citrobnova
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Obr. 20 Chromatogram organickych kyselin v prubéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
spontanni kvaseni (18.10.)
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Obr. 21 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odriidy Rulandské modré —
rizené kvaseni (22.10.)

Legenda:
1 —kyselina vinna, 2 — kyselina jablecna, 3 — kyselina mlé¢n4, 4 — kyselina citronova
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Obr. 22 Chromatogram organickych kyselin v pritbéhu kvaseni odrudy Rulandské modré —
Fizené kvaseni (24.10.)

Legenda:

1 —kyselina vinn4, 2 — kyselina jable¢na, 3 — kyselina mlécna, 4 — kyselina citronova

45



4.2 Srovnani obsahu organickych kyselin u odriidy Ruladské modré
4.2.1 Tabulky

Tabulka 1. Teplota a pH v dobé odbéru vzorkt pfi spontdnnim kvaSeni

Samovolné kvaseni

datum teplota pH
8.10.2007 20 3,2
9.10.2007 20 3,38
10.10.2007 23 3,38
11.10.2007 20 3,38
15.10.2007 22 3,67
16.10.2007 20 3,52
17.10.2007 20 3,54
18.10.2007 20 3,57
20.10.2007 | 15 - 18 | neméfeno
22.10.2007 | 15-18 3,48
24.10.2007 | 15-18 3,51

Tabulka 2. Teplota a pH v dob¢ odbéru vzorka pfi fizeném kvaseni

Rizené kvaSeni

datum teplota pH
11.10.2007 22 3,58
18.10.2007 21 3,57

20.10.2007 20 neméreno
21.10.2007 20 nemeéreno
22.10.2007 19 3,57
24.10.2007 19 3,59




Tabulka 3: Koncentrace vybranych kyselin pfi spontdnnim kvaseni

Datum 8.10. 9.10. 10.10. 11.10. 15.10.
x[g] | sk |x[eM] sk [x[gM]| sk | x[e1] | sk | x[g1] | sk
kyselina vinna 482 014 | 464 | 0,02 522 | 0,02] 643 | 031 ]| 322 |0,25
kyselina jable¢na | 4,76 | 0,11 | 4,79 | 0,03 | 6,00 | 0,61 | 5,56 | 0,38 | 3,69 |0,13
kyselina mlé¢na 1,18 | 0,03 1,21 | 0,06 | 0,74 | 0,06 055 |002]| 3,80 |02
kyselina citrénova | 0,75 | 0,02 | 0,80 | 0,07 | 0,54 | 0,03 | 0,51 | 0,02 046 |0,21
Datum 16.10. 17.10. 18.10. 22.10. 24.10.
x[gN ] sk |x[eN]| sk |x[gN] se | x[g1] | s& |x[g1]| sk
kyselina vinna 3,68 | 0,01 256 |[0,14] 428 | 0,64 2,06 | 0,1 | 1,63 | 0,17
kyselina jabletna | 447 | 033 [ 343 [ 0,09 | 341 | 005] 334 |0,12] 1.87 | 0,05
kyselina mlétn4 480 | 0,82 | 424 | 0,10] 4,01 | 0,07 | 4,16 | 0,16 2,38 | 0,09
kyselina citronova | 020 | 0,11 ] 0,30 | 0,05 [ 0,09 | 0,06 | 0,12 | 0,02 0,69 | 0,41
Tabulka 4: oncentrace vybranych kyselin pfi fizeném kvaSeni
Datum 11.10. 18.10. 22.10. 24.10.
x[gN] sk |x[gM| sk | x[gn] sk |x[gN]| sk
kyselina vinna 1,55 1 0,04 | 1,36 | 0,06 | 5,69 | 0,54 | 548 | 08
kyselina jablens 222 10,56 | 1,99 | 0,23 ] 599 | 0,35 | 467 | 031
kyselina mlé&na 3,72 1 0,63 | 592 | 0,47 ]| 10,32 | 0,6 | 7,90 | 0,24
kyselina citrénova 0,39 [ 0,10 | 1,64 | 0,66 | 1,33 | 0,46 | 0,39 | 0,1
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4.2.2 Casové zavislosti
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Obr. 23. Celkovy obsah vybranych kyselin pri spontannim kvaseni
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Obr. 24. Celkovy obsah vybranych kyselin pri rizeném kvaseni
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Obr. 25. Srovnani koncentrace kyseliny vinné v pritbéhu spontanniho a rizeného kvaseni.
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Obr. 26. Srovnani koncentrace kyseliny jablecné v priibéhu spontanniho a rizeného kvaseni
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Obr. 27. Srovnani koncentrace kyseliny mlécné v pritbehu spontanniho a rizeného kvaseni.
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Obr. 28. Srovnani koncentrace kyseliny citronové v priitbéehu spontanniho a rizeného kvaseni
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S DISKUSE

V praci byly sledovany zmény koncentrace kyseliny vinné, jablecné, mlécné a citronové
v prub¢hu spontanniho a fizen¢ho kvaseni u odriidového vina Rulandské modré. Na zacatku
byl u obou kvasSeni ptfidan enzym (Rapidase Excolor, jeji slozeni: ektinaza, hemicellulaza)
a u fizeného kvaseni jesté kvasinky.

U kyseliny vinné (Obr.25) bylo pfi spontannim kvaseni pozorovano mirné kolisani
a ke konci procesu byl pozorovan vétsi pokles az na hodnotu 1,63 g/l. To se neshoduje
s literaturou [ 1], ktera uvadi, ze hodnoty koncentrace kyseliny vinné jsou konstantni. Kolisani
muze byt zpusobeno riznymi biologickymi procesy, které ovliviiuji prabéh kvaseni.
K velkému nartistu koncentrace kyseliny vinné (5,69 g/l) dochdzi pii fizeném kvaSeni
ve 214. hoding, coz je zpusobeno piidavkem bakterii.

Koncentrace kyseliny jable¢né se pohybovala pifi spontannim kvaseni v rozmezi
od 1,87 do 6 g/l, v konecné fazi procesu klesla na hodnotu 1,87 g/l, coz se shoduje
s literaturou [1], kterd udava, Ze obsah kyseliny jable¢né klesd béhem kvaseni i po ném
v disledku biologického odbouravani kyselin. V pribéhu tizeného kvaseni byl zjistén velky
narist koncentrace kyseliny jable¢né az na hodnotu 5,99 g/l a poté mirny pokles na hodnotu
4,67 g/l (Obr.26)

Graficky pribéh zmény koncentrace kyseliny mlééné je znazornén na Obr.27. Byl
pozorovan velky nartist koncentrace az na hodnotu 10,32 g/ pfi fizeném kvaSeni. Tato zména
byla zptisobena tim, Ze v prib&hu kvaseni nastala malolakticka fermentace, ktera se projevila
nariistem koncentrace kyseliny mlééné a poklesem koncentrace kyseliny jable¢né [26].
Pti spontannim kvaSeni koncentrace kyseliny mlécné vzrostla z hodnoty 0,55 g/l az na 4,8 g/1.
Tento nartst ale neni tak intenzivni, nebot’ zde nebyly ptidany bakterie.

Charakter pribéhu zmény koncentrace kyseliny mlécné, jablecné a vinné byl u fizeného
kvaseni obdobny, coz bylo zplisobeno piidavkem bakterii 10. den, tj. v 214. hodin€ procesu,
a fizenim teploty.

U spontanniho kvaSeni kyselina citrébnova dosahovala nizkych koncentraci, hodnoty se
pohybovaly od 0,9 do 0,8 g/l, coz souhlasi sudaji v literatufe [25]. V prubéhu fizeného
kvaseni doSlo nejdiive k malému nartstu koncentrace kyseliny citronové, a potom
k pomalému poklesu az na 0,39 g/l. Grafické zndzornéni zmény koncentrace této kyseliny je
uvedeno na Obr. 28.

Nejvice obsazenou kyselinou ve viné i v mostu je kyselina vinnd, kterd v nasich métenich
dosahovala koncentrace 4 az 6 g/l, coz se shoduje s literaturou [18,26]. Druhou nejvice
obsazenou kyselinou ve ving je kyselina jable¢na, coz se rovnéz shoduje s literaturou [18].

Cim vice jsou vyzralé hrozny, tim vice je v hroznech a nasledné i ve viné zastoupena
kyselina vinna a tim méné¢ je zastoupena chutové ostiejsi kyselina jablecna. Naopak,
v nevyzralych rocnicich je vice ostfejsi kyseliny jablecné a méné chutové jemnéjsi kyseliny
vinné [39]. Toto tvrzeni je patrné z grafického znazornéni zmén koncentraci jednotlivych
kyselin pfi spontannim a fizeném kvaseni, budeme — li posuzovat vyzralost hroznli podle
prvniho odbéru, tj. 72. hodina. Koncentrace kyseliny vinné je v pfipadé fizeného kvaseni
(Obr. 24) nizsi neZ koncentrace kyseliny jable¢né, z ¢ehoz lze usoudit, Ze hrozny nebyly
dostatecné vyzralé. V piipadé spontanniho kvaseni je koncentrace kyseliny vinné vyssi nez
kyseliny jable¢né, proto Ize fici, Ze hrozny byly dostate¢né vyzralé (Obr. 23).

Jestlize ma most a mladé vino vyssi obsah kyselin, neni to piekdzka, protoze obsah kyselin
se v pribéhu kvaseni a zrani snizi jable¢no-mlécnou fermentaci a vysrazenim hydrogenvinanu
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draselného.[7] Tento fakt lze potvrdit pii spontdnnim kvaseni v pfipadé kyseliny vinné
a jableCné, coz je patrné z Obr. 23. Pii jable¢no-mlééném kvaseni dochazi k pfeméné kyseliny
jable¢né na kyselinu mlé¢nou a oxid uhli€ity, jak dokazuje opét Obr. 23, kdy se zvySuje
hodnota koncentrace kyseliny mlééné oproti koncentraci kyseliny jable¢né.

Pii tizeném kvaSeni (Obr. 24) je koncentrace kyseliny mlééné mnohem vys$si v porovnani
s koncentracemi ostatnich kyselin. Kyselina mléénd nevznikd jenom pfi jableCno-mlécné
fermentaci, ale vznika jiz pii kvaSeni, zvlaSt€ pii vyssi teploté. V tomto experimentu
dosahovala teplota fizeného kvaseni az 22 °C. Ke zvySeni koncentrace kyseliny mlécné
pfispivd 1 probihajici malolakticka fermentace, kdy dochazi k pfeméné kyseliny jablecné
pravé na kyselinu mlécnou.V literatufe [40] je uvedeno, ze mlécné bakterie rozkladaji
kyselinu citrénovou na zminiovanou kyselinu mlé¢nou, octovou a dalsi produkty. Proto tyto
bakterie ptidané 10. den procesu také ptispély ke zvySeni koncentrace kyseliny mlécné.

Obsah kyseliny citronové v mostu byva jen cca 100 - 300 mg/l. V hroznech napadenych
uslechtilou hnilobou a vledovych vinech miZze obsah kyseliny citronové piesahnout
1600 mg/1.[40] Koncentrace kyseliny citronové v hroznech pouzitych v tomto experimentu
(pochazely z Velkopavlovické oblasti) dosahovala hodnoty 750 mg/I pfi spontdnnim kvasSeni
a 390 mg/l pii fizeném kvasSeni. To potvrzuje fakt uvedeny v literatute [40], ze hrozny
z jiznich oblasti maji vétsi obsah kyseliny citronové. Vliv na mnozstvi této kyseliny ma
1 odrtida vina.[40]
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovani vlivu fizeného a spontanniho kvaseni na obsah
organickych kyselin ve vin€. Pozornost byla zaméfena predev$im na kyselinu citronovou,
jable¢nou, mléénou a vinnou. Béhem experimentu se vychdzelo pfedevSim z podminek
uvedenych v ¢lanku [41] a z materidli o chromatografické kolon¢ dodanych firmou Agilent
Technologies. Stanoveni koncentrace jednotlivych kyselin bylo provedeno pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC s UV detekci. Vzorek analyzovaného
odridového vina Rulandské modré pochazel z velkopavlovické podoblasti.

V priibéhu experimentu byly podminky uvedené v ¢lanku [41] upraveny tak, aby analyza
vzorki byla co nejptfesnéjsi. Piivodni vinova délka 210 nm byla zvySena na 220 nm, pii které
bylo dosazeno vyssi citlivosti signdlu. Pritok 1 ml/min byl snizen na hodnotu 0,5 ml/min,
¢imz byla zajisténa lepsi separace jednotlivych organickych kyselin. Teplota byla zvySena
z 25 °C na 45 °C, ktera opé&t podpofila lepsi separaci jednotlivych kyselin. V disledku téchto
zmén musela byt délka analyzy prodlouzena z 10 minut na 20 minut.

Vzorky nevyzadovaly Zadnou specialni Gpravu, byly pouze ptefiltrovany pies mikrofiltr.
Prefiltrovani bylo nutné, aby se do stanovovaného vzorku nedostaly necistoty, které jsou
ve viné obsazeny vlivem procesu vyroby a které by tak mohly poskodit zafizeni
chromatogramu.

Vino bylo zpracovdano dvéma technologickymi postupy a to spontdnnim a fizenym
kvaSenim. Mezi jednotlivymi procesy kvaseni byl patrny rozdil v obsahu organickych kyselin.

Z namé¢tenych dat lze usoudit, Ze pii spontdnnim kvaSeni zjiStény pribéh zmény
koncentrace kyseliny vinné neodpovidd tdajim uvedenych v literatufe. To je zplsobeno
biologickymi procesy, které ovliviiovali pribéh kvaseni. Koncentrace kyseliny jablecné
odpovida zavérim uvedenych v literatufe, kdy hodnota jeji koncentrace klesa. Tento pokles
zpisobuje malolaktickd fermentace, pii které dochazi k pfeméné kyseliny jable¢né
na kyselinu mlé¢nou. Disledkem této premény dochazi ke zvySeni koncentrace kyseliny
mlécné ve vin€, coz potvrzuje zavery z literatury. Z provedeného experimentu také vyplyva,
ze hodnota koncentrace kyseliny citronové se v pribéhu spontanniho kvaseni témef neméni.

U fizen¢ho kvaSeni byla koncentrace kyselin na pocatku procesu téméf konstantni,
po pridavku bakterii koncentrace kysely vinné, jablené a mlécné intenzivné stoupala.
Ptidavek mlécnych bakterii mél také vliv na zménu koncentrace kyseliny citrénové, ale
na konci méfeni dosahovala koncentrace kyseliny citrénové stejnych hodnot jako na pocatku
experimentu.

Hodnoty koncentrace kyseliny vinné ziskané pti odbéru vzorkid zpracovanych postupem
fizeného kvaseni, neodpovidaji idajim uvedenych v literatute, nebot” koncentrace kyseliny
vinné neni konstantni. Z grafu zavislosti koncentrace kyseliny jablecné na Case lze usoudit, ze
v kone¢né fazi procesu jeji koncentrace klesa, coz odpovida tdajim v literatufe. Pokles je
disledkem malolaktické fermentace. Pfi procesu malolaktické fermentace také dochazi
ke zvyseni koncentrace kyseliny mlécné, kterd také odpovida udajim uvedenych v literatute.
Koncentrace kyseliny citronové se také vlivem ptidavku bakterii zvysila, ale nakonec
dosahovala stejnych hodnot jako na zac¢atku méteni.

Jestlize srovname obsah organickych kyselin pfi spontannim a fizeném kvaseni lze fici, ze
ve viné zpracovaném zplsobem fizeného kvaSeni je véEtsi obsah sledovanych organickych
kyselin, a to celkovy obsah, ale i obsah jednotlivych kyselin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

NADH
NADPH
HPLC
CZE
TLC

GC
TMS
TBDMS
FID

MS

SPE
RP-HPLC

IE-HPLC

BTA
PAB
PDC
PMA
CTAB
EDTA
MTAB
TIAB
TTAOH
BGE
IC

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
vysokoucinna kapalinova chromatografie
kapilarni zonova elektroforéza
chromatografie na tenké vrstvé

plynové chromatografie
trimethylsilylové derivaty
tercbutyldimethylsilyl

ioniza¢ni plamenovy detektor
hmotnostni spektrometr

extrakce na tuhé fazi

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s obracenymi
fazemi

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s iontoveé
vyménnymi fazemi
benzentrikarboxylova kyselina
4-aminobenzoova kyselina
pyridindikarboxylova kyselina
pyromellitova kyselina
cetyltrimethylammonium bromid
ethylendiamintetrakarboxylova kyselina
myristyltrimethylammonium bromid
tetradecyltrimethylammonium bromid
tetradecyltrimethylammonium bromid
zéakladni elektrolyt

iontova chromatografie
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