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1 UvVOoD

Statistiky uvadi, Ze az 75 % dospélych s oblibou konzumuje vino. Je obecné zndmo, Ze
Cervené vino disponuje zdravi prospéSnymi latkami a konzumované Vv pfiméfeném
mnozstvi pisobi blahodarné na nase zdravi. Divodem je vysoky obsah polyfenolickych
latek. Konkrétné polyfenoly vyskytujici se v semenech a ve slupkéach poskytuji ochranu
proti kardiovaskuldrnim onemocnénim a puasobi jako antioxidanty branici akumulaci
LDL-cholesterolu. Bilé vino tak vysokym mnozstvim téchto latek nedisponuje, a tak
pozitivni Vvlastnosti na zdravi se svymi protéjsky v podobé Cerveného vina nesdili.
I kdyz polyfenolti obsahuji az 10x méng, a tim i jejich pozitivni vliv na zdravi je slabsi,
dava vétsina Cechil prednost bilym vintim (Yeamans-lrwin, 2011).

Polyfenoly ovSem nemaji jen kladné vlastnosti, konkrétné v ptipad¢ bilych vin
jsou zdrojem nezadoucich necistot, kalti @ nartZzovélych nebo hnédych odstint. Aby se
zabranilo témto vaddm a vino bylo pro konzumenta atraktivni, pouzivaji se tzv. Cifici
prostfedky. Jedna se o inertni latky, které strhavaji necistoty ve viné¢ ke dnu nadoby
a jsou potom spolu s kaly odstranény pfi staCeni vina. Necistoty ulpivaji na ¢itidlech na
zéklad¢ opacnych elektrickych néboji casteCek jednotlivych cifidel. Nejbéznéji
pouzivanymi ¢ifidly jsou bentonit (- naboj), tanin (- naboj), vajeény bilek (+ naboj),
Zelatina (+ naboj), PVPP (+ naboj) atd. (Sedlacek, 2014).

Pravé posledni zminovany ptipravek je vhodny pro snizeni intenzity barevnych
odstinti vznikajicich oxidaci na minimum. Jelikoz ale patfi k cenové naro¢néjsSim
stabilizacnim prostiedkiim, nabizela se otdzka, zda by bylo moZné dany ptipravek

pouzit vickrat nez jednou. Inspiraci se stal americky patent, kde se autorovi povedlo

pouzité PVPP v pivée regenerovat a opétovné aplikovat do piva.
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2 CIL
Diplomova prace si klade za cil shromazdit soucasné poznatky o latkovém slozeni
hroznovych vin s diirazem na polyfenolické slozky a 0 zpusobech ¢ifeni vin.

Cilem experimentalni ¢asti je zregenerovat jednou pouzity piipravek PVPP
a zjistit efektivnost jeho opétovného pouziti. Dale pomoci vhodnych analyz stanovit
obsah celkovych polyfenold, antioxida¢ni kapacitu dvéma metodami (DPPH, FRAP)

a barevné parametry a ziskané vysledky statisticky vyhodnotit.
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3 LITERARNI CAST

3.1 Polyfenolické slouceniny

3.1.1 Charakteristika polyfenolickych sloucenin
Jedna se o produkty sekundarniho metabolismu rostlin. Z hlediska chemické struktury
obsahuji aromaticky kruh sjednou nebo vice substitu¢nimi —OH skupinami. Tvoii
velmi pocetnou a rtiznorodou skupinu latek zahrnujici slouc¢eniny od jednoduchych az
po polymerizované fenolové slou¢eniny (Balasundram a kol., 2006).

Tyto slouceniny hraji hlavni roli v enologii. Za vSechny rozdily mezi bilymi
a Cervenymi viny jsou zodpovédné pravé polyfenoly (Ribéreau-Gayon a kol., 2006).
Ovliviuji predevS§im barvu, chutovy projev, antioxida¢ni vlastnosti a podileji se na
jevech uchovani a lezeni vin (Pavlousek, 2011; Michlovsky, 2014). Pfi Setrném
zpracovani hroznii se mnozstvi fenoli v bilém ving pohybuje do 0,25 g.I". Zvyseni
obsahu téchto latek je mozné naleZenim rmutu a silnéjSim lisovanim. Obzvlasté vysoky
je pak obsah fenold v mostu z narusenych hroznti (Michlovsky, 2014). V ¢erveném ving
je pak mnozstvi fenoli 3-10x vyssi (Steidl, 2002). Polyfenolické latky vykazuji
vyraznou proménlivost ve struktufe a rozdé€luji se na neflavonoidy, které se hromadi
v duzniné, a flavonoidy vyskytujici se pfevazné ve slupce, semenech a tfapiné

(Pavlousek, 2011; Fic, 2015).

3.1.2 Rozdéleni polyfenolickych sloucenin
3.1.2.1 Neflavonoidy

Fenolické kyseliny
Fenolické kyseliny se déli do dvou skupin: derivaty kyseliny skoFicové a derivaty
kyseliny benzoové (Michlovsky, 2014). Koncentrace jsou fadové v rozmezi 10-20
mg.I" vbilych vinech a 100-200 mg.l™" v &ervenych vinech. Z organoleptického
hlediska nemaji zddnou zvlastni chut’ ani viini. Jsou vSak prekurzory tékavych fenold,
které¢ jsou produkované plsobenim urcitych mikroorganismti (kvasinky rodu
Brettanomyces a bakterie), (Ribéreau-Gayon a kol., 2006).

Derivaty skoricové kyseliny ptedstavuji hlavni fenolové slouceniny v mostu
a v bilém ving. Radi se sem napfiklad kyselina p-kumarova, kdvova a ferulova. Jedna se
o bezbarvé latky, které snadno podléhaji oxidaci a nasledné zptisobuji hnédnuti bilych
mosti a vin (Fic, 2015; Pavlousek 2011).
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Derivaty benzoové Kkyseliny jsou ve vin¢ =zastoupeny minoritné.
Nejvyznamnéj$Sim zastupcem je kyselina gallova. Je jedind, kterd se naléza piimo

v hroznech, v pevnych ¢astech bobule (Pavlousek 2011).

Stilbeny

Jako pfirozend barviva rostlin nemaji zvlastni vyznam, ovSem fada sloucenin vykazuje
vyznamné biologické vlastnosti. Uplatiiuji se jako antimikrobidlni latky. Ne&které
stilbeny se proto fadi mezi fytoalexiny, tj. nizkomolekularni latky vznikajici na zékladé
vzajemného piisobeni mezi rostlinou a mikroorganismem (Velisek, 2002; Pavlousek
2011).

Nejcastéji zminovanym antioxidantem této skupiny je trans-resveratrol (Fic,
2015). Sun a kol. (2006) dodavaji, Zze se resveratrol vyskytuje v obou isomernich
formach, jak v trans, tak v cis, ale ze pouze forma trans byla identifikovana v hroznech
ovlivituji obsah této latky ve ving, patii jeji koncentrace v hroznu, pouzité vinaiské
technologie a jeji zmény béhem procesu zrani vina. Podle Xianga je vSak vyznam
resveratrolu vyrazné piecefiovan ve srovnani s dalS$imi fenolovymi slou¢eninami

s podobnou strukturou a tedy i obdobnymi vlastnostmi (Fic, 2015).

3.1.2.2 Flavonoidy

Jsou obecné velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenoli (je zndmo vice nez 4 000
téchto latek a stale se objevuji nove), ale predstavuji 1 nejvyznamnéjsi skupinu z fady
fenolickych latek u révy vinné. Mezi flavonoidy vyskytujicich se v hroznech a ve viné
nalezi anthokyany, flavonoly a flavan-3-oly (Velisek, 2002; Pavlousek, 2011; Fic,
2015).

Anthokyany
Jednd se o cCervené pigmenty modrych odrid révy vinné, které jsou pievazné
lokalizovany ve slupce (ve vakuoldch) a méné obvykle v duzning (tzv. barvitky). Na
konci vegetacniho obdobi je pfitomno velké mnozZstvi anthokyanti i v listech (Ribéreau-
Gayon a kol., 2006).

Termin anthokyany se v§eobecné pouziva pro oznaceni:

¢ anthokyanidinu, tj. centralni struktury bez navazanych cukernych jednotek (tzv.

aglykony),
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e anthokyanint, tj. slouceniny s riznym poc¢tem cukernych jednotek (Michlovsky,
2014).

V hroznech byvaji anthokyanidiny nestabilni, proto se vazou na glukézu, ktera je
stabilizuje. Pak vypada struktura péti hlavnich anthokyani ve viné nasledovné:
malvidin-3-glukosid, cyanidin-3-glukosid, delfinidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid
a peonidin-3-glukosid (Pavlousek, 2011). Cukerna cast muze byt dale acylovana
napiiklad kyselinou octovou, kumarovou nebo kavovou.

Barviva se synthetisuji od faze zamékani hroznl. Prispivaji k barvé a také
K trpkosti vina, nebot’ neptimo vazou tfisloviny, a tim jsou schopné regulovat trpkost
vina. V prib&hu zrani podléhaji celé fadé chemickych reakci, jako jsou polymerace
s taniny, acylace, kondenzace s cukry, vazba iontti kovii nebo pigmentace. Tyto zasadni

zmeény se projevuji ve zménach barvy, kterd miize pozdéji degradovat (Fic, 2015).

Flavonoly

Jsou to Zluté pigmenty pifitomné ve slupkach bilych 1 modrych hroznl. VzZdy se
vyskytuji ve form¢ glykosidu, tj. jako slouceniny s cukernymi jednotkami. V bobulich
révy vinné jsou pfitomné ve formé glukosidl, glukuronidi a galaktosidd. Béhem
vinifikace jsou vSak glykosidy rozlozeny — hydrolyzovany na cukerné jednotky
a centralni strukturu (tzv. aglykon). V hotovém vin¢ pak nalézdme jiz jen volné
flavonolové aglykony (Michlovsky, 2014; Fic, 2015).

Mezi nejvyznamnéjsi se fadi kaempferol, kvercetin, myricetin a isorhamnetin.
Glykosidy myricetinu vSak dosud nebyly ve slupkach bilych hroznti potvrzeny.
Flavonoly se nepodileji na barvé bilych vin. Mozny puvod barvy téchto vin je ve
sluovani zeleza s n€kterymi fenolovymi slouceninami, naptiklad tfislovinami nebo
organickymi kyselinami. Coz mtze byt i pfi¢inou toho, Ze ovliviiuji i chut’, a to zejména
hotké a tiislovité tony (Michlovsky, 2014; Oslzly, 2012).

Je dokazano, ze vlivem slune¢niho zafeni se zvySuje obsah flavonold. To
znamena, Ze flavonoly maji schopnost ptisobit jako ochrana pied UV zafenim (O Byrne,
2009).

Flavan-3-oly
Flavan-3-oly jsou v hroznu soustiedény ve slupkach a v semenech. Jejich koncentrace je
vSak Vv téchto riiznych ¢astech bobule rozdilna. Slupky obsahuji mnohem méné flavan-

3-olti nez semena. LiSi se 1 jejich slozenim. Ve slupkdch nalézame katechiny
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a gallokatechiny, v semenech pak katechiny a prokyanidiny. Katechin je obvykle
zastoupeni ma i epikatechin (Gonzalez-Manzano a kol., 2004). Pavlousek (2011) dale
informuje, ze flavan-3-oly jsou rovnéz v tfaping, ale v podobé polymerti ozna¢ovanych
jako taniny (tfisloviny) — proanthokyanidiny, a to v mnozstvi nepiekracujici 5 %
celkovych tanint v hroznech. Nejvyssi koncentrace flavan-3-olti je na pocatku zrani,
béhem vyzravani jejich obsah kles4, a to az do dospélosti, kdy jejich mnozstvi zlistane
relativné konstantni (Gonzalez-Manzano a kol., 2004).

Flavan-3-oly maji vyznam pro senzorické vlastnosti a strukturu vina. Je to dano
tim, Ze flavan-3-0ly v prubéhu zrani hroznl polymerizuji do formy tanind. V semenech
polymerizuji do podoby tanind s niz§im stupném polymerizace (10 jednotek), ve
slupkach do podoby tanini o velikosti 30 jednotek (Pavlousek, 2011). Je dokazano, zZe
hotké chut'ové tony jsou odvozené od nizkomolekularnich sloucenin a tfislovité tony od
vysokomolekularnich slouc¢enin. Hoiké tony proto mohou byt spojené s flavan-3-oly ze
semen a tiislovité tony zase s flavan-3-oly ze slupek (Fic, 2015). Stupen polymerizace
tedy ovliviiuje chut'ové vlastnosti hroznt a vina (Pavlousek, 2011).

Prodlouzenim doby macerace a fermentace se zvysuje podil jak flavan-3-oli, tak
1 podil nezadoucich latek negativné ovlivitujici hotkost, sviravost a pachut’ (Giirbiiz
a kol., 2007).

Gonzalez-Manzano a kol. (2004) navic uvadi, ze interakce flavan-3-olu
s anthokyany jsou povazovany za kli¢ové pro stabilitu barvy stejné jako pro tvorbu
novych pigmenti béhem starnuti vina. S tim jde ruku v ruce tvrzeni Pavlouska (2011),
ze semenné taniny byvaji vice reaktivni a stabilizuji anthokyany pomoci tvorby
stabilnich polymernich barviv. Slupkové taniny zase byvaji méné reaktivni, ale jejich
koncentrace pozitivné koreluje s obsahem anthokyanti, tzn., ze hrozny s vysokym
obsahem anthokyanti maji také vysoky obsah tanini a bobule snizkym obsahem

anthokyanti mohou mit i nedostate¢nou ,,taninovou zralost*.

3.1.3 Rozdil mezi cervenymi a bilymi viny

Jeden z hlavnich rozdilti je ve vyrobé cervenych a bilych vin, respektive v kontaktu
slupek s mostem béhem a v nékterych piipadech i po kvaseni. Obvykle jsou bila vina
vyrdbéna bez kontaktu se slupkami a kvasi po vylisovani mostu. Cervena vina kvasi
pied lisovanim. Rozdrcené bobule tedy kvasi spolecné se slupkami, ze kterych se

vyextrahuje barvivo a tfisloviny. Kvasny kontakt mostu se slupkami je znam jako
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macerace. Vzhledem k tomu, Ze u vyroby bilych vin krok macerace chybi, je vyrazné
snizena i hladina polyfenoli (Yeamans-Irwin, 2011; http 4).

Polyfenoly vyskytujici se v bilych vinech
SloZeni polyfenolovych slouc¢enin v bilych vinech se nijak nelisi od sloZeni ve vinech
Cervenych. LiSi se pouze v koncentraci dané slouceniny. Tabulka ¢. 1 uvadi piehled

polyfenolickych latek vyskytujicich se v hroznech a ve viné.

Tabulka 1: Polyfenolické slouceniny vyskytujici se v hroznech a ve viné

Hydroxybenzoové | Kyselina gallova, protokatechova,
. kyseliny vanilova, syringova
Neflavonoidni T : T ; :
L, Hydroxyskoticové | Kyselina kumarova, kavova, ferulova,
fenolické . , , .
.. kyseliny koutarova, kaftarova, fertarova
slouceniny . —
. Trans- a cis- resveratrol, piceid,
Stilbeny . .
piceatannol, astringin
Malvidin-3-glukosid, cyanidin-3-glukosid,
eonidin-3-glukosid, delfinidin-3-glukosid,
Anthokyany P - g . g_ .
: petunidin-3-glukosid, estery s kyselinami
Flavonoidni .
R octovou, kumarovou a kavovou
em: lc, ¢ Katechin, epikatechin, gallokatechin,
slouceniny Flavonoly . .
epigallokatechin
uercetin, myricetin, kaempferol,
Flavan-3-oly Q . y . P
isorhamnetin, rutin

Steidl (2002) uvadi celkovy obsah polyfenolt v bilych vinech v rozmezi 150-250
mg.I". Koncentrace oviem zavisi na zptisobu zpracovani. V pripads etrné manipulace
s hrozny a opatrného lisovani muze byt obsah polyfenoli vyssi. Vino bohat$i na
polyfenolické slouceniny mizeme ziskat naleZenim rmutu, nebo silngj$im lisovani,
zvlasté velky obsah je pak v mostu z jiz dfive naruSenych bobuli.

U cerveného vina je mnozstvi polyfenoli mnohonasobn¢ vyssi. Uvadi se az 4 500

mg.I™.

3.1.4 Moznosti méieni polyfenoli

Stejné jako existuje velky pocet polyfenolickych latek, tak existuje i spousta metod, jak
polyfenoly detekovat. Naczk a Shahidi (2004) uvadi az deset kategorii, jakymi
metodami lze polyfenoly stanovit. Jejich vycet zacina extrakci a pokracuje pies

spektrofotometrické, chemometrické, titracni, chromatografické a jiné metody a konci
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kapilarni elektroforézou. V podstaté se ale déli do dvou hlavnich tfid, a to na stanoveni
celkovych polyfenolii (napt. spektrofotometrické metody) a na stanoveni jednotlivych

komponent (napt. chromatografické metody).

3.1.4.1 Spektrofotometrické metody

Metoda s ¢inidlem Folin-Denis

Jedna se o nejvice rozsifenou metodu pro kvantitativni stanoveni celkovych polyfenola
jak v rostlinném materidlu, tak v napojich. Metoda funguje na principu reduk¢ni reakce
fenolickych sloucenin s kyselinou fosfomolybden-fosfowolframovou (Folin-Denis
¢inidlo) v alkalickém prostfedi za vzniku modrych komplext. Byla ptizptisobena pro
stanovovani velkého poctu vzorkd. Méfeni probiha pii vinové délce 725 nm, jako blank

slouzi smés vody a ¢inidla Folin-Denis (Naczk, Shahidi, 2004).

Metoda s ¢inidlem Folin-Ciocalteu

Metoda spociva v reakci hydroxidovych skupin fenolickych sloucenin s ¢inidlem Folin-
Ciocalteu. Nejprve byla vytvofena pro analyzu proteinti, pozdé€ji byla rozsifena pro
analyzu celkovych polyfenolti ve viné. Metoda je vhodna ke zjiStovani antioxida¢ni
kapacity z pohledu reduk¢nich schopnosti métenych vzorkti. Vyhodou je velmi dobra
korelace mezi ni a dal§imi metodami pouZivanymi pro meéfeni antioxidacni kapacity
(napf. FRAP). Dalsi vyhodou je jednoduchy a rychly postup pii méfeni a relativné nizké
ndklady na analyzu. Za nevyhodu se povazuje schopnost C¢inidla reagovat
s oxidovatelnymi latkami, jako je kyselina askorbova (mitize dochazet ke zkreslenym

vysledkim), (Blainski a kol., 2013).

Metoda s pruskou mod¥i

Metoda je zalozend na redukci Zelezitého iontu na Zeleznaty. Produktem je pruska
neboli berlinskd modf. Schopnost polyfenolickych sloucenin redukovat zelezity iont
zavisi na jejich hydroxylaci a stupni polymerace. Tato detekéni technika je oblibena pro
svoji jednoduchost a nizkou interferenci s jinymi slouceninami. Nicméné ma dva
dulezité nedostatky. Prvnim je tvorba srazeniny béhem kratké inkuba¢ni doby a druhym

je zvySeni hustoty barev s ¢asem (Schofield a kol., 2001).
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3.1.4.2 Chromatografické metody
V poslednich letech jsou nejvyznamngj$imi separacnimi metodami, které jsou soucasné
1 metodami kvantitativné¢ analytickymi. Chromatografie je souhrnné oznafeni pro
skupinu fyzikalné-chemickych separa¢nich metod (Nikolova, 2012).

Principem metody je rozdilnd rychlost pohybu latek v soustavé mobilni
a stacionarni faze. Vzorek obsahujici n€kolik slozek je unaSen mobilni fazi. Podle toho,
jak jsou jednotlivé slozky poutany k staciondrni a mobilni fazi dochéazi k tomu, ze

nékteré slozky se pohybuji rychleji a jiné pomaleji (Dostal, 2013).

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography)

Tato separacni technika pracujici na tenké vrstve silikagelovych deskach je uzite¢na pro
rychlou a nizkonakladovou izolaci a identifikaci polyfenolti pfitomnych ve ving.
Denzitometricka kvantitativni analyza polyfenold ve viné je obvykle provadéna pomoci
skenovani TLC desek s pouzitim UV zéafeni pii vlnovych délkach 350-365 nm
a 250-260 nm. Pro vyhodnoceni nejefektivnéjsi mobilni faze a optimalniho vybéru ze
dvou nebo vice mobilnich fazi, lze pouzit dvé metody: informacni teorii nebo

numerickou taxonomii (Rastija, Medi¢-Sari¢, 2009).

Vysokoudinna Kkapalinova chromatografie (HPLC, High-Performance liquid
Chromatography)

V soucasné dobé¢ piredstavuje nejpopularnéjsi techniku pro analyzu polyfenold ve ving.
Zakladem je Cerpadlo s vysokym tlakem mobilni faze, vysoce u¢innd kolona a detektor.
Nejbéznéjsim detektorem je UV-VIS spektrofotometr. Pro zvySeni selektivity
a citlivosti pii stanoveni nékterych polyfenolit vyzaduje metoda pouziti riznych
detekénich technik, jako je napiiklad fluorimetrie, konduktometrie nebo hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s ioniza¢ni technikou: elektrosprejem (ESI) nebo chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Chromatogram pak ukazuje zavislost odezvy
detektoru na Case analyzy. Jednotlivé sloZky se ukazuji jako peaky, jejich koncentrace

je zobrazena jako plocha pod peakem (Rastija, Medi¢-Sari¢, 2009; Dostal, 2013).

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography)

Plynovy chromatograf je zafizeni, do které¢ho proudi plyn (nej€astéji helium, dusik nebo
vodik), ktery unasi latku kolonou. Zkoumané latky se musi dat vypatit, aby byly
stabilni. Nejpouzivangjsim detektorem je FID. V tomto detektoru vstupuje analyzovany

vzorek do plamene. FID detektor méii vodivost plamene. Chromatogram ukazuje
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zavislost vodivosti (odezvy detektoru) na Case. Rozdélené latky vstupuji do plamene
v rizném c¢ase a na chromatogramu je vidime jako peaky (Dostal, 2013).

GC vyvinuta pro analyzu polyfenolii vyzaduje derivatizaci na té€kavé slouceniny
a detekci hmotnostni spektrometrie v rezimu selektivniho monitorovani ionti (Rastija,

Medi¢-Sarié, 2009).

Kapilarni elektroforéza (CE, Capillary Electrophoresis)

Tato specidlni technika je vykonny nastroj pro analyzu obsahu polyfenoli bilych
a Cervenych vin. Vyuziva elektrokinetickych principt elektroforézy a elektroosmodzy
k separaci latek uvniti kiemenné kapilary.

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC) rozsitila vyuziti
kapilarni elektroforézy k separaci neutrdlnich analytti pod vlivem elektrického pole.
Frakcionace monomernich a polymernich pigmentd s vys$i molekulovou hmotnosti
pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) zlepsila analyzu téchto sloucenin

podle CE (Rastija, Medi¢-Sari¢, 2009).

3.2 Antioxidanty a antioxidacni kapacita

3.2.1 Charakteristika antioxidantii

Antioxidanty jsou definovany jako slouceniny, které zabraiuji neZadoucim reakcim,
reguluji oxida¢ni pochody v organismu a poskytuji ochranu bunéénym strukturam proti
volnym radikalim, zejména kysliku a dusiku (Koptiva, 2011).

Antioxidant je schopny poskytnout volnému radikalu elektron, ktery volny
radikal hleda bez toho, aby nastalo poSkozeni antioxidantu. Problémy vznikaji tehdy,
pokud organismus nema dostatecné mnozstvi antioxidantl, které by bojovaly
se vznikajicimi volnymi radikaly.

Kdyz je hladina antioxidantti v organismu velmi nizka, nas obranny systém
je oslabeny avolné radikaly mohou uto¢it na bunky velkou silou. Takovy utok
poskozuje stény bunék, pifi¢emz volné radikaly pronikaji az do samotné bunky.
V piipadé, ze k této situaci dojde, je nutné enzymim pomoci, ato tak, ze organismu
dodame antioxidanty ve formé potravin, jako je napiiklad ovoce a zelenina
(Ortembergova, 2003).

Mezi pfirozené antioxidanty se fadi hlavné kyselina askorbova, kyselina lipoova,

tokoferoly, karotenoidy a polyfenoly (Holasova, Fiedlerova, 2011). Ztéch
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jednoduchych polyfenolta jsou to fenolové kyseliny, jako kyselina gallova, ktera je
které maji vyrazny antioxida¢ni efekt, jsou zajimavé flavonoidy, jako rutin v pohance,

katechiny v zeleném caji nebo resveratrol v hroznech (Chrpova, 2010).

3.2.2 Charakteristika antioxidacni kapacity

Antioxidacni kapacita je schopnost slouceniny nebo smési latek inhibovat oxidacni
degradaci riznych slouc¢enin. Pro vzajemné porovnani antioxidac¢nich 0¢inka rtiznych
smési byl v souvislosti s analyzou vzorkii zaveden pojem antioxidacni aktivita, kterd
kvalifikuje kapacitu vzorku biologického materidlu eliminovat radikaly (Sulc a kol.,
2007).

V komplexnim pojeti se hovoii o celkové antioxidacni kapacité, ktera patii do
systému biochemickych stanoveni, kdy je analyzovana jako celkova antioxidacni
kapacita plazmy. Jde o veli¢inu, ktera piedstavuje souhrn vSech latek s antioxida¢nim
ucinkem v této tekutin¢ obsazenych (Kopfiva, 2011).

Civiliza¢ni vyvoj sebou piinasi zvysené pusobeni volnych radikald. Na zakladé¢
toho se zvySil 1 z4jem o studium antioxidacni aktivity jednotlivych potravinovych
zdrojii a pfijm antioxidantd (Holasova, Fiedlerov4, 2011). Zna¢nd pozornost Se
Vv tomto kontextu obraci prave na polyfenolické latky v potravinach, a to praveé z divodu
jejich antioxida¢nich vlastnosti, schopnosti zachycovat volné radikaly a redukovat
oxidaéni stres vyvolavajici poSkozeni tkani a organd, jehoz dasledkem jsou rtzna
chronickd onemocnéni. Jsou jim pfisuzovany prosp&sné vlastnosti jako protizanétlivost,
antimutagenita, nebo antikarcinogenita (Plaza a kol., 2008).

Pro stanoveni antioxidaéni kapacity existuje fada analytickych metod. Doposud
ale neexistuje zadna oficialni standardizovana metoda. Proto se doporucuje, aby kazdé
vyhodnoceni bylo provedeno za riiznych oxida¢nich podminek a riznych metod méteni
(Frankel, Meyer, 2000).

Huang a kol. (2005) rozlisuji dvé hlavni kategorie na zakladé reakéniho
mechanismu. Prvni kategorii tvofi testy zalozené na pienosu atomu vodiku (HAT,
Hydrogen Atom Transfer). Druhou kategorii tvofi testy zalozené na pirenosu elektronti
(ET, Electron Transfer). Vétsina testt HAT pracuje na konkuren¢nim schématu, ve
kterém antioxidant a substrat soutézi o tepelné¢ vytvofeny peroxylovy radikal

prostiednictvim rozkladu azo-sloucenin. Testy ET jsou zaloZeny na principu redukce
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oxidac¢niho ¢inidla, ktery béhem tohoto procesu méni barvu. Stupeit zmény barvy
koreluje s antioxida¢ni kapacitou daného vzorku (Zulueta, 2009).

Paulova a kol. (2004) se pro zménu divaji na clenéni metod z jiného hlediska
a detek¢ni techniky kategorizuji na metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly
a na metody posuzujici redoxni vlastnosti latek.

V této praci budou popsany vSeobecné nejcastéji pouzivané metody pro detekci

antioxidac¢ni kapacity.

3.2.3 Moznosti méieni antioxida¢ni kapacity

3.2.3.1 Metoda DPPH

Tato metoda je popularni hlavné z toho divodu, Ze je jednoduchd a citliva. Princip je
zalozen na schopnosti stalého vodikového radikalu 2,2-difenylpikrylhydrazilu (DPPH)
reagovat s vodikovymi donory, véetn¢ polyfenolt. Tato purpuroveé zbarvena oxidujici
sloucenina je jednim z mala stabilnich a komer¢né dostupny organickych dusikatych

radikalt. DPPH je antioxidanty (AH) redukovan dle nasledujici rovnice:

H
Q . = Q1 e
Nﬁ” 4+ AH — N i 4+ A
2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine

Obrazek 1: Rovnice reakce DPPH radikalu s antioxidantem
(Pyrzynska, Pekal, 2013)

Redukce se projevuje odbarvenim roztoku z piivodni purpurové fialové barvy az
do Zlutavé. Méteni probiha spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm. Mira poklesu
zbarveni je umérnd mnozstvi inaktivovaného radikalu antioxidanty. JelikoZ pouZivany
radikal je relativné stabilni, je zarovenl oproti jinym radikalim malo reaktivni. Mnoho
antioxidantli, které reaguji s reaktivnéjSimi radikaly, nereaguje s DPPH radikdlem
(Lewis, 2012).

3.2.3.2 Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential)
Principem metody je ptenos elektronu z antioxidantu na Zelezitou slouceninu (2,4,6-

tripiridil-s-triazin = TPTZ). Pfi tomto procesu se trojmocny ion Zeleza redukuje na
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dvojmocny, ktery je barevny a jeho koncentrace je méfend spektrofotometricky pii
vlnové délce 593 nm. Elektricky potencial nezbytny pro transfer elektronu je minimalné

0,7 V. Reakce je znazornéna nasledujici rovnici:

p q N O
O~ \./ Cﬂp\/\\’\"”

=il Ao
—3 .\'_
\/ \/ \/ \ /7

Fe}-TPTZ FeX.TPTZ
Obrazek 2: Princip metody FRAP
(Huang a kol., 2005)

Vyhodou metody (pfi méfeni antioxidantli v ovoci) je, Ze stanoveni probiha
v kyselém prostiedi, které je svymi hodnotami podobné jako pH vétSiny ovoce (pH 3,6).
Metoda je rychla, jednoducha a relativné levna. Neni potieba specialniho vybaveni.
Velkou nevyhodou je vSak nejednotnost pfi kinetice reakci. Nékteré slouceniny zreaguji
do ¢tyf minut, jiné vytvaii barevné komplexy i po tficeti minutach a pozdéji (kvercetin,
taniny).

Dtlezitou charakteristikou metody je také, Ze je zaloZena pfedevS§im na redukéni
schopnosti sledovaného vzorku. Mnohé antioxidanty proto nejsou touto technikou
detekovatelné (ty, které inaktivuji radikaly H-transferem). Zaroven slouceniny, jako
sifi¢itany, vykazuji redukéni schopnosti, 1 kdyz jejich konzumace nema pozitivni
plusobeni na organizmus. Vysoké hodnoty namétené metodou FRAP vSak mohou
poukazovat na schopnost latek stat se prooxidanty a byt tak za urcitych podminek

propagatory radikalovych reakci (Prior a kol., 2005).

3.2.3.3 Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Pii pouziti metody ORAC se v testovacim systému generuji kyslikové radikaly
a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci.
Detekce je zaloZzena na sledovani tbytku fluorescence B-fykoerytrinu (B-PE) po
napadeni radikaly. Pro generaci peroxylovych radikali se pouziva AAPH (2,2’-
azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid), pfi generaci hydroxylovych radikald pak
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systém H,0, + Cu®*. Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly patii k nejreaktivn&jsim, patii
test ORAC k dilezitym kritériim charakterizujicim antioxidanty.

Originalni metoda ORAC, ktera pouziva jako sondu B-PE (ORACPE), ma Siroké
uplatnéni a poskytuje vyznamné informace o antioxida¢ni kapacité vzorki rtzného
typu. Pii stanoveni antioxidacni kapacity polyfenolli vsak byla popséna néktera
omezeni, které se tykaji vlastnosti -PE (napf. omezena fotostabilita). Zavedenim jiného
typu fluorescen¢ni sondy, a sice fluoresceinu (FL), byla metodika (ORACFL)
upfesnéna. Uvadi se, Ze metoda ORACFL je exaktnéjsi v dusledku piesného
a jednoduchého reakéniho mechanismu, ktery spociva v klasickém ptenosu vodiku

(Paulova a kol., 2004).

3.2.3.4 Metoda ABTS

Patii k zédkladnim metoddm pro stanovovani celkové antioxidacni aktivity. Nékdy je
také oznaCovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
z diivodu, ze vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou
aktivitou  syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina).

Testuje schopnost vzorku zhaset kation-radikal ABTS (2,2’-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Zhaseni radikalu ABTS antioxidanty, které se chovaji
jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky na zdkladé zmén absorpcniho
spektra ABTS. Nejcastéji se méti absorbance pii vinové délce 734 nm. V reakéni smési
se kation-radikal ABTS generuje oxidaci ABTS (Paulova a kol., 2004).

Vyhodou metody ABTS je extra flexibilita v tom, Ze mize byt pouzita pfi riznych
hodnotach pH (na rozdil od DPPH, které je citlivé na kyselé pH). To je uzitecné pro
méfeni antioxidacni aktivity vzorki ziskanych v kyselych rozpoustédlech. Navic ABTS
je rozpustny ve vodnych i organickych rozpoustédlech. To je efektivni pti hodnoceni
antioxidacni aktivity vzorkll v riznych médiich. V soucasné dobé¢ je nejCastéji vyuzivan
fosfatovy pufr (PBS) s pH 7,4. Dalsi vyhodou metody ABTS je, ze vzorky rychle
reaguji s ABTS v pufru (PBS) a dosahuji ustaleného stavu béhem 30 minut.

Hlavnim negativem této detekéni techniky je vysokd cena ABTS radikalu

(Shalaby, Shanab, 2013).
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3.2.3.5 Metoda PCL (Photochemiluminiscencie)

PCL je komer¢né dostupny méfici systém uzivajici zafizeni Photochem. Systém
zahrnuje fotochemickou generaci superoxidovych radikald. Tyto radikaly jsou ze
vzorku c¢asteCné eliminovany reakci s antioxidanty pfitomnymi ve vzorku. Zbyvajici
radikaly jsou detekovany s pouzitim chemiluminiscence. Jako fotosenzibilni 1 detek¢ni
¢inidlo zbylych radikalti slouzi luminol. Zafizeni nabizi dva protokoly: méfeni
hydrofilni antioxida¢ni aktivity (ACW) a lipofilni antioxida¢ni aktivity (ACL).
Luminiscencni signal je méfen po urcity ¢asovy interval. V dob¢, kdy jsou antioxidanty
vyCerpany, dochazi k narGstu radikald ve vzorku, az detekovany signal dosahne
maxima. V protokolu ACW je trvani lag-faze kritériem obsahu antioxidantd.
V protokolu ACL je kritériem pro obsah antioxidant integral pod signalni kiivkou.
Kvantifikace je zalozena na kalibra¢nich kifivkach kyseliny askorbové nebo Troloxu.
Pro oba protokoly jsou dodavany komer¢ni soupravy. PCL metoda je velmi citliva,
pouzitelnd 1 pfi analyzach antioxidac¢ni aktivity na hladiné nanomolt (Holasova,

Fiedlerova, 2011).

3.3 Vady vina spojené s polyfenolickymi slou¢eninami

Senzorické vlastnosti vina (viing, chut’, celkovy vzhled) jsou v podstatné mitfe urCovany
polyfenoly, pii¢emz se ve velké vétsingé pripadt setkavame s kladnymi G¢inky a jen
ptilezitostné s u¢inky negativnimi. Polyfenoly urcuji kvalitu tfesfioveé Cervené az tmaveé
karminové barvy Cervenych vin i zelenozluté az syté zlatozluté barvy vin bilych.
Vzhledem k jejich mirn¢ nakyslé, trpké chuti pfispivaji zpravidla zadoucim zptisobem
ke komplexnosti a mnohostrannosti vina. Pokud se slozeni a mnozstvi jednotlivych
fenol pohybuji v béznych mezich, je i celkova kvalita vina ovlivnéna kladné.
Nezadouci modifikace struktury tfislovin vS§ak mohou byt vyvolany celou fadou faktora
a opatieni (Eder a kol., 2006).

3.3.1 Priciny vzniku vad

Dtivodt, pro¢ dochézi k vadam a nedostatkiim vin, mtize byt hned nékolik. V prvni fadé
to je neptiznivy prubéh povétrnostni situace (vihko, chladno) a s tim spojené napadeni
hrozni mokrou hnilobou. Vliv mé i neodborna sklizen (napiiklad dlouhé prostoje
sklizené suroviny a dopravni cesty), nevhodné zpracovani hroznti (chybné pouzité lisy,

odzriiovace atd.), nebo nespravné Skoleni vina (zakaleni a zhnédnuti, zhotknuti vin,
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pachut’ po dievoving aj.). Svou roli sehrava také nedostate¢na hygiena a sanitace, Spatné
siteni vina a nedolévani nadob, kdy se béhem téchto procesti dostanou do vina cizi
latky.

Za vadu se tedy povazuje technologicka chyba — chyba zpisobena nespravnymi
postupy pfi produkci hroznl (nedostatek dusiku, drasliku), sklizni nebo kvaseni. Vady
jsou fyzikalné-chemické procesy.

Prestoze jsou pfiiny rtzného puavodu, jejich projevy z hlediska senzorické
charakteristiky se velmi podobaji. Takto postizend vina se vyznacuji matové tmavym
zbarvenim s nahnédlymi tony, sennymi, zatuchlymi az medicinalnimi aromaty (typicky
buket odridy je potlacen) a sviravou, né€kdy travovou az plisiovou chuti (Eder a kol.,

2006; Kalabek, 2009).

3.3.2 Prehled jednotlivych vad

3.3.2.1 Oxidace

Nepiijemnou vlastnosti polyfenolu je jejich zna¢na nachylnost k oxidaci. Je to nejcastéji
se vyskytujici vada ve vin&. Vjisté fazi jde o nevratny proces a vino je zcela
znehodnoceno. Hlavnim produktem oxidace je acetaldehyd.

Polyfenoly mohou byt vystaveny enzymatické oxidaci prostiednictvim enzymui
para-difenol oxidaza (lakaza) a ortho-difenol oxidaza (tyrozinaza) ptitomnych v mostu,
nebo neenzymatické oxidaci, pti které dochazi ke vzniku chinond a hnédé zbarvenych
polymerd, tzv. flabofenti. Ve viné pak uz zadné aktivity oxiddz neprobihaji. Probiha
ovSem ptfima oxidace fenolil prostfednictvim oxidac¢né¢ ptsobicich latek a kysliku.

Vino ¢asto obsahuje vysoky obsah té€kavych kyselin a projevuje se prazdnou
a plochou chuti. Viin€ pfipomina nahnilé jablko.

Vhodna opatieni proti nezadoucim zménam barvy, zakalim ¢i chuti spocivaji
V minimalnim vnikéni tfislovin a kovl pfi zpravovani, dostate¢ném zasobeni produktu
SO, a maximalnim vylouceni kysliku pfi zpracovani, skladovani a staceni (Baron, 2013;

Eder a kol., 2006).

3.3.2.2 Vysoka barva - hnédy a cerny zdkal

Ttisloviny jsou velmi reaktivni latky, které (jak uz bylo zminéno vyse) snadno oxiduji
na chinony, které zase kondenzuji na hnédé zbarvené polymery. Pokud polymerizace
fenolii nasleduje po oxidaci bez prekazek, tvoii se jemné vloCkovity zakal, tzv. hnédy

zakal. Na zédklad¢ srazlivého ucinku polyfenolli na bilkoviny, mohou vzniknout
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1 zakaly, které vedle kondenzovanych tfislovin obsahuji i bilkoviny. Nékdy je v tomto
polymerovém komplexu zapojeno i oxidované, trojmocné zelezo, pricemz pak vlocky
vykazuji modrozelené az nacernalezelené zbarveni oznacované jako cerny zdkal.

Hnédnuti zptsobuje zvétralou, prazdnou chut’. Ve vuni je citit ofech, hruska, nebo
suSené ovoce.

Na oxidazy reagujici v mostu se doporucuje piidani mostového bentonitu, dale
ostré odkaleni mostu a rychlé uvedeni do kvasiciho procesu. Pii prvnim staceni vina by
se mé&lo provést silné sifeni (nad 30 mg.I* SO,).

Néachylnost k zakalim se da zjistit testem na hnédnuti, konkrétné vzduchovou
zkouskou. Pokud je to nezbytné, provede se Cifeni pomoci prostiedki obsahujicich

dusik (napt. PVPP), (Baron, 2013; Eder a kol., 2006).

3.3.2.3 Nezrala chut’ - hor¢inka
Jedna se o vadu vina zpusobenou nezralymi hrozny. U zralych hrozni prevazuje
vyvazena, harmonickd skladba polyfenoli s nizkym obsahem hotkych latek, zatimco
u nezralych hroznti jsou v nadbytku senzoricky nepfijatelné slouceniny.

Vina stouto vadou charakterizuje skrablavy, tvrdy a hoiky chutovy dojem.
V porovnani s viny plnymi a té€lnatymi, kde jsou fenoly 1épe zabudované do komplexni
struktury, jsou vina z nezralych hroznl prazdna a $tihla.

Jedinym moznym doporucenim, jak piedejit problémim S prazdnymi viny, je
vyhnuti se brzké sklizné. Celkovy obsah polyfenolti pfibyva od zafi do fijna (az

+ 30 %), (Eder a kol., 2006).

3.3.2.4 Chut po tirapiné, stopce, rmutu

Tento nedostatek vina mize mit n€kolik pfi¢in. Jednou z nich je zptusob mechanické
sklizné. V ptipadé¢ nevhodné nastavenych skliznovych stroji dochédzi ke sklizeni
i zelenych casti révy (listy 1-5 %). To ma za nasledek jejich vyluhovani béhem
zpracovani hroznil a budouci travnaté tony ve ving. Nezddouci nartst obsahu tfislovin
Vv mostu muize byt zpusoben i dlouhymi prostoji a prepravnimi casy sklizeného
materidlu. Vyznamny vliv na mnoZstvi a sloZeni tfislovin mosti a vin ma také pouzity
lisovaci systém. Naptiklad pouzitim kontinualnich $nekovych lisi ma za nasledek
vzestup obsahu tfislovin v priméru o 50 % oproti pouziti horizontalnich vietenovych

listi. S vétsim tlakem lisovani se samoziejmé zvySuje 1 mnozstvi tfislovin a katechint.
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Dalsimi pfi¢inami muzou byt vysoké davky SO,, neprovedeni odkaleni mostu, nebo
prilis malo nebo naopak prilis mnoho slunecniho svitu.

Vina se zvySenym obsahem tfislovin jsou na pohled bledd a matna. V chuti
prevladaji sviravé, tvrdé, Skrablavé a neharmonické tony.

Prevenci je minimalizovani poskozeni slupek a pecicek nebo rychlé odkaleni
mostu (Eder a kol., 2006).

3.3.2.5 Pachut po hnilobé
Tato vada je zpusobena plisnémi a ¢aste¢né tiislovinami. Houbové plisné jsou rozsiteny
na vSech zdrojich potravy obsahujicich cukr, zvlasté pak na prasklych bobulich jiz ve
vinici. Napadenim hroznli riznymi houbami vznikd nezrale hnilobny material
s nahoiklymi chutovymi tony. Infekce vede ke vzniku specidlnich tfislovin majici za
nasledek zaporné ovlivnéni aroma hroznti a vina (Steidl, 2002; Eder a kol., 2006).

Hnilobné tony se do vina mohou dostat také pouzitim zneciSténé¢ho naradi a Sifit
se mosStem nebo zbytky vina ve sklepé s nedostate¢nou hygienou. Situace se stava velmi
zavaznou v piipadé rozsifeni plisné do dievénych sudut. Je-li sud jednou napaden plisni,
zustava pachut’ ve viné i po odstranéni plisné. Sudy by mély byt odstranény ze sklepa
(Steidl, 2002; Farkas, 1983).

Vina se vyznacuji, zatuchlou nebo octovou viini, chut’ je drazdiva, po plisni.

Pfedchazet této vadé¢ je mozné vizualni kontrolou jiZ ve vinici, skladovanim
nafadi v suchém prostfedi, vétranim sklepa a celkovym udrzovéanim distoty veskerého
zafizeni, které ptichazi do styku se zpracovavanym materidlem (Steidl, 2002; Eder
a kol., 2006).

Mirna pachut’ po hnilobé se da eliminovat ¢ifenim vina kaseinem nebo aktivnim

uhlim, velmi silna pachut’ se vSak neda uz nikdy dostate¢né odstranit (Farkas, 1983).

3.3.2.6 Pachut po dr'evoviné a sudu

Dubové, ale 1 akatové dievo, bézné€ pouzivané k vyrobé sudi, predava prvnimu mostu ¢i
vinu Skrablavou, mirné nahotklou chut. Vypélenim vnitiku sudu a stim spojenou
zménou sloZeni dfeva lze ziskat jemné aroma po prazeni, pozadované pifi zrani vina
v ,barrique”. Pokud je cilem skladovat vino bez ovlivnéni chuti, musi se novy sud
nejprve osetiit tak, aby se dievo zbavilo tfislovin. Tento proces se nazyva ,navinéni
sudu®. Jestlize je vSak vino uskladnéno v sudu, ktery nebyl dostatecné navinén, vyluhuji

se dubové ttisloviny. Ty se pozdé€ji projevi ve viné jako dievnaté, Skrablavé chutové
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tony. Vino ma vyssi nahnédlou barvu a ostrou, trpkou vini (Steidl, 2002; Eder
a kol., 2006).

Dobrou prevenci je nové sudy peclivé navinit a staré sudy spravné osSettit (napf.
sitenim, horkou parou, specidlnimi roztoky).

Pachut’ po dfevnatych tonech lze eliminovat pfidanim cerstvych zdravych vinnych

kvasnic, scelenim s atraktivnéjsim vinem, ¢ifenim prostiedky obsahujici dusik (zelatina,

vewvr

3.3.2.7 Akroleinovd prichut’ a horké tény
Pti¢inou tohoto nepiijemného nahorklého tonu jsou polymerizované slouceniny, které
se skladaji z akroleinu a polyfenolt, pfedevsim anthokyant. To napovida, Ze se jedna
o vadu zvlasté u Cervenych vin. Jelikoz v bezvadnych, zdravych vinech neni pfitomen
skoro zadny akrolein, nemohou se v nich ve vét$i mite vyskytovat hotké latky. ZvySena
tvorba akroleinu je mozna jen jako vysledek bakteridlniho odbourdvani glycerinu
zpusobeného bakteriemi kyseliny mlé¢né a klostridiemi.

Vina s nizkym obsahem kyselin, kterd jsou skladovéana pii vysokych teplotach
a nemaji dostateCné oSetfeni SO, jsou vice nachylna vaci takovymto mikrobidlnim
zménam. Pokud bylo ale vino zanedbano po delsi dobu, je uZ spiSe nemozné tuto vadu
odstranit.

Diive se problémy spojené s akroleinem vyskytovaly castéji. Diky zlepSeni
hygienickych podminek ve sklepich se dnes vSak tato vada vykytuje jen ojedinéle.

Utinnou prevenci je tedy dostate¢na sanitace a kontrola obsahu SO, (Eder a kol., 2006).

3.3.2.8 Tény po koriském sedlu
Pivodcem jsou produkty latkové vymény kvasinek druhu Brettanomycetes produkujici
tekavé fenoly (4-etylfenol a 4-etylguajakol), které v malém mnozstvi podporuji aroma
vina (van¢é po hiebicku, koufi), ale pfi vyssi koncentraci zpuasobuji vadu. Kvasinky
Brettanomyces se mohou v mensim mnozstvi mnozit na cukru. Jiz samotny cukr ze
dfeva sudu (napft. cellobidza) mlze slouzit jako zéklad latkové vymény. Vada se Castéji
projevuje u vin ,,barrique*. P¥i niz§im obsahu SO; (pod 20 mg.I"™") se kvasinky vyvijeji
delsi dobu.

Vino ma pak nasladlou vini pfipominajici dehet nebo pot, chut’ je zivocisna az

Spekova Casto naoctéla.
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Predpokladem pro potlaceni této vady je sklepni hygiena (hlavné u ptijmu hroznt)
a obsah volného SO, nad 40 mg.I" (po jable¢no-mlééné fermentaci nebo hned po
piijmu hroznii se SO, vyvaze), kdy dochézi k zastaveni vyvoje kvasinek.

V piipadé zjisténi této vady by mélo byt vino neprodlené stoCeno a sterilné
prefiltrovano. Mensiho vylepSeni se da dosahnout ¢itenim bilkovinnymi ¢ifidly (kasein,

bilek, PVPP, Zelatina), (Steidl, 2002; Kalabek, 2009).

3.3.2.9 Zbarveni doriiZova
Problémem bilych vin (zvlast¢ odrida Sauvignon) byva nartZov€ly nadech. Ten
v pocatku nema vliv na senzoriku vina, ale miize ptejit v oxidaci. Ton vznikd, kdyz vino
vyrabéné za siln¢ reduktivnich podminek pfijde do styku s kyslikem (vliv do t¢ doby
bezbarvych fenoli — tfislovin).

Piedchazet tomuto problému se da zabranénim del$iho kontaktu se slupkou
(vyluhovani labilnich fenolit), oSetienim SO, nebo kyselinou askorbovou.

Pro odstranéni barevnych zmén se pouziva PVPP, kasein nebo tosil (Kalabek,
2009).

3.3.3 Pripravky vhodné pro odstranovani vad

Pokud je vada vina jednoznac¢né identifikovana jako vada zptisobena ttislovinami, jsou
K odstranéni nezadoucich chutovych a pachovych latek k dispozici rtzné Cifici
prostiedky. Jednd se pfevazné o produkty obsahujici dusik. Takovymi cifidly jsou
naptiklad vaje¢ny bilek, vyzina, Zelatina, PVPP aj.

Na jednu stranu ovsem C¢ifici prostiedky mtizou pomoci a vino tak zachranit, na
stranu druhou kazdé ¢ifeni ma za nasledek ,,vyprazdnéni vina, jinymi slovy vino se
stava StihlejSim a méné vyraznym. Proto se vinatim doporucuje planovat a provadét
preventivni opatieni, aby se vyhnuli pfipadnym budoucim vadam souvisejicim

s polyfenoly (Eder a kol., 2006).

3.3.3.1 Vajecny bilek

Je nejstarSim Cifidlem. M4 kladné nabity povrch, ktery pfitahuje zadporn€ nabité taniny
a Castecné 1 zaporné barevné latky, tim zjemnuje trpkost vina. Pouziva se predevSim
jako ¢ifici prostiedek u Cervenych vin. Nejefektivnéjsi jsou bilky z Cerstvych vajec.
Obsahuji pfiblizné¢ 3—4 g ucinné latky na jeden bilek a jsou vyhodnéj$i nez zmrazené
vajecné bilky. Vaje¢né bilky odstranuji méné fenolti a méné ovocného charakteru, nez

zelatina (Morris, Main, 1995).
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3.3.3.2 Vyzina

Produkty z vyziny se vyrab&ji zrybich méchyit riznych druhl jesetert. Jedna se
o nejjemnéj$i Cifidlo. Vinu neodebira zadné jeho cenné slozky, ani ho nijak
neposkozuje. Vzhledem k cenovym relacim je vyzina vhodna jen pro jemna, aromaticka

vina, uréena k dlouhodobému skladovani a archivovani (Eder a kol., 2006; http 6).

3.3.3.3 Zelatina
Toto c¢ifidlo s kladnym nabojem je ziskavano z zivociSnych tkani. Je idealni pro Cifeni
¢ervenych vin z divodu jeho dobré schopnosti tvofit vazby s polyfenoly a snizovat
obsah tanint. Pro bila vina se nedoporucuje, protoze by se tim jesté vic snizilo uz tak
malé mnozstvi tanint, které v bilych vinech je. Také se nepouziva v piipadé sladkych
a dezertnich vin vzhledem k jejich vysoké viskozité.

Vedle tfislovin a ptfipadné kalicich castic zelatina odstrafiuje i mens$i chutové
vady, jako napftiklad plisinovy zapach. Vino po ¢ifeni Zelatinou ma ponékud nizsi barvu

(WineMaker Staff, 2003; http 6).

3.3.3.4 Kasein
Kasein je hlavni bilkovinou v mléce. Je kladn¢ nabity a téméf nerozpustny. Ve vodé
rozpustny je kaseinat draselny, diky tomu je preferovanéjSi oproti kaseinu. Kaseinat
sodny se obvykle nepouziva, nebot’ zvysuje obsah sodiku ve ving.

Kasein koaguluje v kyselém prostiedi jako je vino. Absorbuje a mechanicky
odstraniuje suspendované Castice. Poté se usadi na dné¢ nadoby. Obecné se pouziva

k eliminaci pachti a hnédych odstinii vlivem oxidace a vyjasnéni barvy bilych vin

(Morris, Main, 1995).

3.3.3.5 Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)

PVPP je makromolekularni latka se sitovanou strukturou. Vyrabi se polymeraci
N-vinyl-2-pyrrolidonu za pfitomnosti riznych katalyzator(. Patfi mezi Cifici prostiedky
s kladnym nabojem. Dodava se jako jemny, bily prasek nerozpustny ve vode¢ i ve viné
(Oeno, 2007; http 6).
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Obrazek 3: Chemicka struktura polyvinylpolypyrrolidonu
(Oeno, 2007)

PVPP pisobi tak, ze tvofi silné vodikové vazby s polyfenoly zodpovédnymi za
zakal. PVPP piednostné adsorbuji tanoidy, dale pak dimerni a trimerni flavonoidy, které
normalné polymeruji v prubéhu starnuti. Vzniklé vazby PVPP-polyfenol jsou velmi

pevné, coz umoziuje jejich odstranéni béznou filtraci (Ashland, 2016).
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Obrazek 4: Princip vzniku vazby PVPP-polyfenol
(Ashland, 2016)

Ve viné odstranuje tékavé a hotké latky, acetonové tony a hlavné polyfenolové

viné i chuti. Pfi oSetfeni bilych vin snizuje intenzitu zlutych barevnych odstint
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vznikajicich oxidaci na minimum. Cervena vina po &ifeni PVPP maji jasn&jsi barvu.
Lze téz pouzit na vina, kterd byla mirn¢ naoxidovana, kde vedle tfislovin
a barviv odstranuje také nékteré melanoidy, leukoanthokyany a flobafeny. K napravé
silné oxidovanych vin jiz neni vhodny pro vysokou spotiebu ¢ifidla. Je také velmi
cenny k ¢ifeni vin na vyrobu Champagne (Gopal, Marti, 1999; http 6).

Vina jim cifena jsou jemngjsi a i dlouho po jeho aplikaci si udrzuji svézest.
Pouzitim ptipravku PVPP se snizuje Spotieba SO,. Lze ho pouzit pfed kvaSenim do
mostd, béhem kvaseni i po vykvaseni do mladych vin (http 6).

Aplikaéni davka odpovidd zpravidla dle hladiny polyfenold 15-80 g.100I™
Maximalni mozné mnozstvi podle zdkonodarstvi o viné je omezeno na 80 g.1001'1.
Aplikace je zcela jednoducha. Navazka se dikladné rozmicha v men$im mnozstvi vina,
které se posléze piida do celkového objemu. Sedimentace je pomérné rychla (1-2
hodiny). Po 24 hodinach lze ¢ifené vino stacet. Proto se s vyhodou da pouzit na rychlou

sedimentaci mladych vin (WineMaker Staff, 2003; Eder a kol., 2006).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

Pro experiment bylo pouzito bilé vino odriidy Veltlinské zelené a Rulandské bilé.

Vino odrady Veltlinské zelené (VZ) pochazi z vinaiské oblasti Morava,
podoblasti Mikulovska, vinatfské obce Lednice a vini¢ni traté¢ Terasy. Jednd se o ro¢nik
2013. Parametry vina uvadi tabulka 2.

Vino odridy Rulandské bilé (RB) pochazi z vinafské oblasti Morava, podoblasti
Mikulovska, vinafské obce Valtice a vini¢ni traté Pod Reistnou. Vino je z roku 2014.

V tabulce 2 jsou uvedeny jeho zékladni parametry.

Tabulka 2: Parametry vin pouzitych pro experiment

Alkohol Zbytkovy cukr Kyseliny

[%0 obj.] [0.1"] [0.1"]
Veltlinské zelené 10,8 43 7,5
Rulandské Sedé 11,2 2,5 6,4

4.1.1 Charakteristika odridy Veltlinské zelené

Tato odruda je pravdépodobné puvodem z Dolniho Rakouska. Odtud pak pronikla na
jizni Moravu. Jiné prameny vSak uvadi, ze pochazi z udoli Valtellino v severni Italii.
Jedna se o kiizence, kde jednim z rodi¢i je Tramin (Kraus a kol., 2005).

Na Moravé se Veltlin péstuje ve Velkopavlovické, Znojemské oblasti a na
Mikulovsku. V Cechiach se sni muZeme setkat na Mostecku, v Zernosekach,
Chramcich, Roudnici a v Mélniku. Po roce 2010 je podil vysadby Veltlinského
zeleného na vinicich v Ceské republice okolo 9-10 % (http 2).

Veltlinské zelené je stiedné pozdni odrtida. Vyhovuji ji slunecné, teplé polohy,
mirné a vzdusné svahy. Naroky na padu jsou vysoké, vyzaduje dostate¢né vlhka
stanovi$té. Rezistence proti mrazim je dobra, proti houbovitym chorobam stfedni. Pfi
vysokém zatizeni nemusi byt dostatecné zajiStén pfisun zivin do hroznl, proto se
mnozstvi hroznt redukuje (Kraus, 2012; http 2).

Rist je stfedni az bujny, letorosty maji bélavé plstnaté vrcholky. Olisténi je

sttedné husté, listy jsou pétilalocné s hlubokymi vyfezy, mladé listky maji lehce
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nacervenalé okraje. Hrozen byva velky, kiidlaty, bobule malé, Zlutozelené, slupka je
voskovité 0jinénd, duznina §t'avnatd, kotenita (Pavlousek, 2008).

Vino ma zelenozlutou barvu, mladé voni svézesti, pepinatosti, n€kdy i lehkou
vuni doutniku. Na hlinit¢ pidé ma vini lipového kvétu, na sprasi kotfenitost a na
prvohornich pidach hofkomandlové tony. Ponechame-li na letorostu pouze jeden
hrozen, dosahneme tak zvySené extraktivnosti a plnosti vina. Pouziva se do smési pro

znamkova vina a také jako surovina pro vyrobu Sumivych vin (Kraus, 2012; http 3).

4.1.2 Charakteristika odriidy Rulandské bilé

Pivodné¢ Rulandské bilé pochazi z Burgundska (proto se také diive nazyvalo
Burgundské bil¢), kde se na nékolika vinicich péstuje doposud, avSak jeho dnes$ni
zakladnou je francouzské Alsasko (Simonova, 2002; Malik, 2003). Odrtda vznikla jako
pupenova mutace z odridy Rulandské modré (Kraus, Kopecek, 2002).

V Ceské republice je tato odriida vysazena na 5 % plochy vinic. Toto procentuélni
zastoupeni je uz po nekolik let stabilni. Své nadprimérné zastoupeni ma ve vinaiské
oblasti bzenecké, prazské, mostecké, mikulovské, velkopavlovické, kyjovské
a znojemské. Na puidnim sloZeni a vinatské oblasti zavisti celkovy projev vina (Malik,
2003; Kraus a kol., 2005).

Tato stfedné rand mostova odrida klade vysoké naroky na polohu i1 ptdu.
Vyzaduje slunné, zahfevné, hlinité pidy, které jsou dostatecné¢ vlhké. Nejlepsi kvality
vin se dosahuje na vapenitych ptidach. Vhodné je stiedni nebo vysoké vedeni, s fezem
na dlouhé tazné. Odriida je mrazuvzdornia, méné odolnd je vSak proti houbovym
chorobam a plisni $edé. Poskytuje nadpriméré vynosy (10-12 t.ha™) o nadprimémé
cukernatosti (Kraus a kol., 2005; Richter, Ludvikova, 2004; Malik, 2003; Kraus,
Kopecek, 2002).

Rulandské bilé je odrida stiedniho ristu, S hustéji olisténymi letorosty a tfi- az
pétilalocnymi listy, které mohou byt mirné puchytovité. Jeji hrozen je maly az stfedni,
valcovity, husty. Bobule jsou malé, kulaté, n€kdy ponékud ovalné s tenkou zlutozelenou
slupkou a fidkou duzninou (Kraus, Kopecek, 2002; Richter, Ludvikova, 2004).

Pti odpovidajicich podminkach jsou vina elegantni, harmonickd, plnd a bohat4 na
extraktivni latky. Pfitom nikdy neplsobi tézkopadné. Jejich kyselina je zrala, coz
zvySuje atraktivitu vina a pfi fizeném kvaseni se v nich zachovaji i jemné kvétinové
vung. Lezenim se takova vina jesté vice zapliuji a ziskévaji na viskozité, jejich barevné
tony se zvyrazni a pivodni svézi aroma se méni na vini ¢erveného ovoce, hrusek nebo
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1 liskovych ofiskti. Rulandské bilé je vhodné pro tvorbu vybéra z hroznl a bobulovych
¢i botrytickych vybért. Soucasné je to vyborna surovina pro Sumiva vina nebo pro zrani

na sudech barrique (Kraus, Kopecek, 2002).

4.2 Zakladni design experimentu
Cilem experimentu bylo zregenerovat jednou pouzity ptipravek PVPP a zjistit
efektivnost jeho opétovného pouziti. Nejprve se Cisty PVPP aplikoval do vina odrady
Veltlinské zelené. Potom se vino slilo a pouzity ptipravek PVPP se regeneroval ¢tyimi
zpusoby:

1. pomoci NaOH,

2. pomoci NaOH a peroxidu,

3. pomoci peroxidu,

4. pomoci ozonu.
Po zregenerovani se piipravek PVPP aplikoval do vina odridy Rulandské bilé. Celkem
se porovnavalo sedm variant (z toho jeden nulty vzorek) vSe ve tfech opakovanich.
Zminénych sedm variant bylo:

1. nulty vzorek (samotné vino bez aplikace pfipravku PVPP),

2. vino + pripravek PVPP zregenerovany pomoci NaOH,

3. vino + pfipravek PVPP zregenerovany pomoci NaOH a peroxidu,

4. vino + ptipravek PVPP zregenerovany pomoci peroxidu,

5. vino + ptipravek PVPP zregenerovany pomoci ozonu,

6. vino + pouzity piipravek PVPP, ktery neprosel procesem regenerace,

7. vino + novy, nepouzity ptipravek PVPP.
U téchto sedmi variant po stoceni vina a oddéleni tak od ptipravku PVPP pak probihaly
analyzy: stanoveni celkového obsahu polyfenolli, stanoveni antioxidac¢ni kapacity

metodou DPPH a FRAP a stanoveni barevnosti.

4.2.1 Podrobny popis experimentu

4.2.1.1 Ziskani zreagovaného (pouZitého) pripravku PVPP

Do 200 litrti bilého vina odridy Veltlinské zelené bylo aplikovano 80 g PVPP. Po 48
hodinach — po usazeni PVPP na dn¢ nadoby — byl odebran retentat (cca 5 litrii vina
S usazenym piipravkem). Ztohoto retentitu bylo stazeno vino, zbyla c¢ast byla

prefiltrovana. Zachyceny pfipravek PVPP na filtraénim papiru byl pfesunut na suSici
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podlozku. SuSeni probihalo pii 40 °C po dobu 48 hodin. Poté byl ziskany ususeny
material (viz Ptiloha ¢. 1) zhomogenizovan V tfeci misce znovu do podoby prasku.

Vysledkem bylo ziskani 74,09 g zreagovaného PVPP.

4.2.1.2 Varianty regenerace PVPP
1) Pomoci NaOH
Do kuzelové bariky se zabrusem o objemu 250 ml (dale jen kuzelova baiika) bylo
nadavkovano 10 g pouzitého PVPP a 100 ml 0,5M NaOH (viz Ptiloha ¢. 11, I1I).
Tato banka byla na 30 minut vlozena do tfepacky. Nasledné byl obsah barky
prelit do plastové zkumavky o objemu 50 ml (dale jen zkumavka) a zkumavka
pak byla vlozena do odstiedivky (3 000 ot./5 min). Po odstfedéni byla tekuta ¢ast
odlita do plastové lahvicky S ozna¢enim 1 (viz Ptiloha ¢&. IV). Tento vzorek byl
pouzit pro analyzu celkového mnozstvi polyfenolt uvolnénych z pouzit¢ho PVPP.
Pevna Cast byla piesunuta opét do kuzelové barky. Ta byla znovu doplnéna 100
ml 0,5M NaOH a cely proces byl opakovan. Po 2. odstiedéni byla tekuta ¢ast
odlita do plastové lahvicky soznacenim 1/1 a zbyly obsah zkumavky byl
prefiltrovan pies filtraéni papir. Nasledovalo procisténi 2 dcl destilované H,O
a 1 dcl 0,5% kyseliny vinné. Ziskana pevna ¢ast z filtraéniho papiru byla vlozena
na Petriho misku (viz Ptiloha ¢. V), kde se nechala susit pii 40 °C/48 hodin. Po
vysuSeni byla pevna ¢ast zhomogenizovéna V tfeci misce na prasek (viz Ptiloha

& VIII).

2) Pomoci NaOH a peroxidu
Nejprve byla provedena regenerace s NaOH: Do kuzelové barnky bylo
nadavkovéano 10 g pouzitého PVPP a 100 ml 0,5M NaOH. Tato banka byla na 30
minut vloZzena do tfepaCky. Nasledné¢ byl obsah banky ptelit do plastové
zkumavky a zkumavka pak byla vlozena do odstfedivky (3 000 ot./5 min). Po
odstiedéni byla tekuta ¢ast odlita do plastové lahvicky s ozna¢enim 2 (viz Ptiloha
¢. IV). Tento vzorek byl pouzit pro analyzu celkového mnozstvi polyfenoll
uvolnénych z pouzittho PVPP. Pevnd Cast byla pfesunuta opét do kuzelové
banky. Ta byla znovu doplnéna 100 ml 0,5M NaOH a cely proces byl opakovan.
Po 2. odstfedéni byla tekuta ¢ast odlita do plastové lahvi¢ky S oznaCenim 2/2.

Zbyly obsah zkumavky byl pfesunut opét do kuzelové barky.
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Nasledovala regenerace s peroxidem: Kuzelova banka s pouzitym PVPP
byla dopInéna 100 ml 1% peroxidu. Baiika byla vloZena na 30 minut do tfepacky.
Poté byl obsah banky pielit do plastové zkumavky a zkumavka byla vlozena do
odstiedivky (3000 ot./5 min.). Tekuta cast byla slita do plastové lahvicky
s oznacenim NaOH + peroxid (viz Pfiloha ¢. IV). Tento vzorek byl pouzit pro
analyzu celkového mnozstvi polyfenoli uvolnénych z pouzit¢ho PVPP. Zbyly
obsah zkumavky byl piefiltrovan pies filtra¢ni papir. Nasledovalo pro¢isténi 2 dcl
destilované H,O a 1 dcl 0,5% kyseliny vinné. Promyté PVPP bylo pfevedeno na
Petriho misku (viz Pfiloha ¢. V), kde pti 40 °C/48 hodin schlo. Po vysuseni byla

pevna ¢ast zhomogenizovana V tfeci misce na prasek (viz Ptiloha ¢. VIII).

3) Pomoci peroxidu
Do kuzelové baiky bylo nadavkovano 10 g pouzit¢tho PVPP a 100 ml 1%
peroxidu. Tato barka byla na 30 minut vloZena do tfepacky. Nasledné byl obsah
banky ptelit do plastové zkumavky a zkumavka pak byla vloZena do odstfedivky
(3000 ot./5 min). Po odstiedéni byla tekuta cast odlita do plastové lahvicky
s oznacenim Peroxid (viz Pfiloha ¢. IV). Tento vzorek byl pouzit pro analyzu
celkového mnozstvi polyfenolii uvolnénych z pouzitého PVPP. Zbyly obsah
zkumavky byl prefiltrovan pies filtracni papir. Nasledovalo procisténi 2 dcl
destilované H,O a 1 dcl 0,5% kyseliny vinné. Ziskana pevna ¢ast z filtraéniho
papiru byla vloZena na Petriho misku (viz Pfiloha ¢. V), kde se nechala susit pfi
40 °C/48 hodin. Po vysuSeni byla pevna ¢ast zhomogenizovana V tieci misce na

prasek (viz Ptiloha ¢. VIII).

4) Pomoci 0zonu
Do promyvacky s fritovym nastavcem (viz Pfiloha ¢. VI) bylo nadavkovéno 10 g
pouzit¢tho PVPP a 100 ml destilované H,O. Na 10 minut byla promyvacka
vlozena do ultrazvuku pro dokonalejsi ,,rozbiti“ castecek PVPP. Poté byla
promyvacka napojena k pfistroji Ozone generator po dobu 2 hodin (viz Ptiloha
¢. VII). Nasledoval proces v odstfedivce (3 000 ot./5 min.). Tekuta Cast byla slita
do plastové lahvicky s oznaenim Ozon (viz Ptiloha ¢. IV). Tento vzorek byl
pouzit pro analyzu celkového mnozstvi polyfenold uvolnénych z pouzitého PVPP.
Zbyly obsah zkumavky byl prefiltrovan pies filtraéni papir pomoci 2 dcl

destilované H,O a 1 dcl 0,5% kyseliny vinné. Ziskana pevna ¢ast z filtracniho
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papiru byla vlozena na Petriho misku (viz Pfiloha ¢. V), kde se nechala susit pfi
40 °C/48 hodin. Po vysuSeni byla pevna ¢ast zhomogenizovana V tieci misce na

prasek (viz Ptiloha ¢. VIII).

4.2.1.3 Aplikace zregenerovaného PVPP do vina
Prvnim vzorkem bylo nové vino odriidy Rulandské bilé. Tento vzorek neobsahoval

ptipravek PVPP a slouzil pro srovnéani. V grafu ma tedy oznaceni Srovnavaci.

Do nového vina bylo jednotlivé aplikovano:
. zregenerované PVPP pomoci NaOH (oznaceni v grafu NaOH),
. zregenerované PVPP pomoci NaOH + peroxid (oznaceni v grafu NaOH + peroxid),

. zregenerované PVPP pomoci peroxidu (oznaceni v grafu Peroxid),

g b~ W DN

. zregenerované PVPP pomoci 0zonu (oznaceni v grafu Ozon).

Pro srovnani ucinkt ptipravku PVPP byl do nového vina aplikovén i:
6. jednou pouzity ptipravek PVPP, ktery neproSel procesem regenerace (oznaceni
v grafu Pouzity),

7. &isty, nepouzity piipravek PVPP (oznaéeni v grafu Cisty).

Pro kazdy vzorek platilo: Do sklenéné vialky o objemu 20 ml (dale jen vialka)
bylo navazeno 0,5 g daného PVPP a napipetovéano 4,5 ml destilované H,O. Do nultého
vzorku bylo napipetovano 4,5 ml destilované H,O. Kazdy vzorek byl ve tiech
opakovanich (tedy 21 vialek). Vialka byla umisténa na 10 minut do ultrazvuku. Poté
nasledovala aplikace smési do 0,5 1 bilého vina odridy Rulandské bil¢. Doba piisobeni
byla 24 hodin. Po uplynuti této doby byl z ¢iré ¢asti vina odebran vzorek na analyzu do
50ml sklenéné vialky a uskladnén Vv chladniéce pii 5 °C do doby analyzy. Po 48
hodinach byly provedeny analyzy vina: celkovy obsah polyfenold, antioxidaéni kapacita
(DPPH, FRAP) a barevnost.

4.3 Metody

U vSech vzorki byl méfen celkovy obsah polyfenolii, antioxidacni kapacita dvéma

metodami (DPPH, FRAP) a barevnost.

4.3.1 Stanoveni celkovych polyfenolii metodou s ¢inidlem Folin-Ciocalteau
Pro analyzu celkovych polyfenoli bylo do 50ml odmémé baiky napipetovano

0,5 ml vzorku, 20 ml destilované vody a 1 ml ¢inidla Folin-Ciocalteau. Vse bylo
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promichano. Po 3 minutach bylo pfidano 5 ml 20% roztoku Na,COs. Po dalsim
promichani byla odmérna banka doplnéna destilovanou vodou po rysku. Po 30
minutach byla méfena absorbance na spektrofotometru (Specord 50) v 10mm kyveté pii
vlnové délce 700 nm proti slepému vzorku (nulovy obsah kyseliny gallové). Obsah
veskerych polyfenold byl vypocitdn z kalibra¢ni kiivky vytvofené ze standardniho
roztoku kyseliny gallové. Vysledek byl vyjadien v mg kyseliny gallové na litr napoje
(Balik, 2011).

4.3.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou DPPH

Pro analyzu byl potieba standardni roztok Troloxu a zdsobni roztok DPPH. Roztok
Troloxu o pozadované koncentraci 0,5 mM byl ziskdn odvazenim 0,0125 g kyseliny 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové a doplnénim deionizovanou vodou
na celkovy objem. Roztok DPPH byl ziskan navdzkou 0,07866 g DPPH do 50ml
odmérné baiiky a doplnénim methanolu po rysku. Z této smési bylo odebrano 2,5 ml do
100ml odmérné banky. Ta pak byla doplnéna methanolem na celkovy objem. Tim byla
upravena koncentrace roztoku DPPH na 100 uM.l'l.

Do 10mm kyvety bylo napipetovano 2 000 pl roztoku DPPH a 100 pl nafedéného
vzorku. Po dobu 10 sekund byl obsah kyvety promichan na elektromagnetické
michacce. Po 30 minutdich od zafatku reakce byla méfena absorbance na
spektrofotometru pti vinové délce 515 nm (blank = methanol). Pivodni fialové zbarveni
roztoku bylo odbarveno. Doslo k poklesu absorbance. Vysledek byl vyjadien jako obsah

antioxidanti v mM ekvivalentu Troloxu na 1 litr.

4.3.3 Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP
K experimentu byl pfipraven standardni roztok Troloxu a reakcni cCinidlo. Roztok
Troloxu o pozadované koncentraci 0,5 mM byl ziskan odvazenim 0,0125 g kyseliny 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové a doplnénim deionizovanou vodou
na celkovy objem. Pro reak¢ni Cinidlo byla namichana smés z roztokt TPTZ (0,078 g
TPTZ rozpustit ve 25 ml odmérné bance s vodou okyselenou 0,08825 ml 35% HCI),
FeCl; . 6 H,O (0,081 g FeCl; rozpustit ve 25 ml vody) a octanového pufru o pH = 3,6
(4 ml koncentrované kyseliny octové s 0,775 g octanu sodného ve 250ml odmérné
barice) v poméru 1:1:10.

Do 10mm kyvety byly pipetovany 2 ml reakéniho ¢inidla a 25 pl nafedéného

vzorku. Ziskana smés byla promichana na elektromagnetické michacce po dobu 10

39



sekund. Po uplynuti doby 10 minut byla meéfena koncentrace antioxidanti v mM
ekvivalentu Troloxu na 1 litr. Stanoveni bylo uskute¢néno na spektrofotometru pii

vlnové délce 593 nm proti slepému vzorku — reakcni ¢inidlo a destilované voda.

4.3.4 Stanoveni barevnosti

Pro stanoveni barevnych zmén ve vzorcich bilého vina byl pouzit kolorimetr Lovibond
RT 850i. Vysledna barva byla definovana jako barevny prostor L* a* b* (CIELAB).
Kalibrace byla provedena na destilovanou vodu. S vytvofenym standardem byly
porovnavany ostatni vzorky. Vzorky byly vzdy pipetovany do 5Sml kyvety.

Pro vyhodnoceni byl pouzit program OnColor™ Premium (Lovibond).

4.4 Pouzité pristroje a pomtcky
e Analytické vahy KERN ABJ 320-4 (KERN)
e Laboratorni tiepacka IKA MS 3 basic (IKA)
e Odstiedivka Hermle Z 200A (Hermle Labortechnik)
e Mikropipety Research Plus Fix (Eppendorf)
e Mikrozkumavky 1,5 ml Safe-lock (Eppendorf)
e 10mm kyvety Macro PS (VERKON)
e 20ml, 50ml sklenéné vialky (Merci)
e 50ml centrifuga¢ni zkumavky (Brand)
e Elektromagneticka michacka IKA MS 3 digital (IKA)
e Spektrofotometr Specord 50 beta (Analytik Jena)
e Kolorimetr Lovibond RT 850i (Lovibond)
e Laboratorni sklo (KAVALIERGLASS)
e Filtra¢ni papir 2R/80 archy kvalitativni (Merci)
e Stopky TFA 38-2022-01 (TFA)

4.5 Pouzité chemikalie
e Cifici piipravek PVPP (Ashland)
e 75% methanol (Riedel — de Haén)

e Deionizovana voda ze zafizeni Aqua osmotic
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e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina),
(Merck)

e FeCl; (Sigma Aldrich)

e TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazin), (Fagron)

e 35% HCI (Sigma Aldrich)

e Kyselina octova (Verkon)

e Octan sodny (Penta)

e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal), (Fagron)

e Methanol (absolut purity, Sigma Aldrich)

e Kyselina gallova (gallic acid monohydrat 98%), (Roth)

e Cinidlo Folin-Ciocalteau (Verkon)

e 20% Na,CO3 (Chemos CZ)

e 0,5% kyselina vinna (Fichema)

e 0,5M NaOH (Fichema)

4.6 PouZzité statistické metody
Vysledky vSech méfeni byly statisticky zpracovany jednofaktorovou analyzou rozptylu
(ANOVA). Pro validni pouziti metody ANOVA byla vzdy ovéfena homogenita
rozptylu pomoci Cochran, Hartley testu. Ten vzdy potvrdil, Ze rozptyly vSech vzorki
byly homogenni. Pro mnohonasobné porovnavani byl pouzit post-hoc test Minimalni
prikkazné diference (LSD).

Uvedena statisticka analyza byla provedena pomoci programu STATISTIKA 12.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Celkovych obsah polyfenoli

Obsah celkovych polyfenolli byl méfen ve viné odridy RB u sedmi vzorkd. V grafu 1 je
mnozstvi polyfenold ve vzorcich vyjadiené v miligramech na jeden litr. Tomuto grafu
odpovidd tabulka uvadégjici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdilii stfednich
hodnot (viz Ptiloha ¢. IX), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu (viz
Ptiloha ¢. X) a tabulka Popisnych statistik (viz Pfiloha ¢. XI).

CELKOVY OBSAH POLYFENOLU
Wilksovo lambda = 0,00187; F (18; 34,426) = 15,713; p = 0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené pruméry; vertik. sloupce oznac. +/- sm. chyby
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Graf 1: Srovndni celkového mnoZstvi polyfenolii v piuvodnim neoSetreném viné
S celkovym  mnozZstvim  polyfenolii vin  oSetrenych  cistym, zregenerovanym

a nezregenerovanym pripravkem PVPP

Prvnim vzorkem bylo ¢isté vino bez ptedchozi aplikace piipravku PVPP, v grafu

nese oznaceni Srovnavaci. Tento vzorek ma nejvyssi mnozstvi celkovych polyfenold,

v

vzorek s oznagenim Cisty (191,52 mg.I™). Jedna se o vzorek vina, kde byl aplikovan

novy, Cisty, nezregenerovany piipravek PVPP. Piipravek stdhl 19 % celkovych
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polyfenolti oproti vzorku Srovnavaci. Z grafu je jasné pozorovatelny statisticky
vyznamny rozdil mezi témito vzorky.

Nejméné celkovych polyfenoldi, konkrétnd 11,39 mg.lI" (4,8 %), absorboval
jednou pouzity a nezregenerovany piipravek PVPP. V grafu nese oznaceni PouZity. Je
zajimavé, Ze 1 jednou pouzity a nezregenerovany PVPP je schopny na sebe jesté néco
navazat. Mezi timto vzorkem a vSemi ostatnimi je statistiCKy vyznamny rozdil.

Statisticky nevyznamny rozdil pozorujeme mezi vzorky NaOH + peroxid
a Peroxid. Ve vzorku vina, ktery byl oSetfeny pifipravkem PVPP zregenerovanym
pomoci NaOH a peroxidu, bylo nam&feno 204,39 mg.I" celkovych polyfenolii. Oproti
puvodnimu vzorku snizil takto zregenerovany piipravek PVPP 13,5 % celkovych
polyfenol. Ve vzorku vina oSetfeném piipravkem PVPP zregenerovanym pomoci jen
peroxidu bylo namé&feno 206,71 mgl™ celkovych polyfenoli. V tomto piipadé
pripravek PVPP navéazal 12,5 % celkovych polyfenolt.

Dalsi statisticky nevyznamny rozdil byl zjistén mezi vzorky NaOH a Ozon. Vino
oSetfené piipravkem PVPP zregenerovanym pomoci NaOH obsahovalo 198,95 mg.I"*
celkovych polyfenolil, coz znamena, Ze ptipravek absorboval 15,8 % téchto polyfenold.
U vzorku s oznagenim Ozon bylo naméfeno 199,24 mg.I" celkovych polyfenold, bylo
tedy navazano 15,7 % celkovych polyfenoli.

Vysledky dopadly dle ocekavani. Nejvic polyfenolii bylo naméfeno v plivodnim
neoSetieném viné. Vzorek pouzity, nezregenerovany PVPP absorboval nejméné
polyfenolt a novy, Cisty PVPP na sebe navazal nejvice polyfenold. Ze zregenerovanych

vzorki nejlépe pusobil piipravek PVPP procistény pomoci NaOH a ozonem.

Problematikou vlivu Cificich prostfedkil na obsah celkovych polyfenoll ve viné se
zabyval Balik a kol. (2007). Ten provadél pokus na cerveném viné odridy
Svatovaviinecké s davkou 40 g Ccisttho PVPP na 100 litri vina. Z ptivodnich
1171 mg.I™* polyfenolti namé&Fenych v nedifeném ving zbylo po aplikaci &istého PVPP
989 mg.I" polyfenold. Tento pokles ukazuje, Ze &isté PVPP na sebe navézalo 16 %
z celkovych polyfenolii. Nami naméfena adsorpcni schopnost ¢ist¢ého PVPP odpovida
19 % pfti davce 100 g na 100 litrt bilého vina.

Dalsimi autory, ktefi zkoumali mnozstvi polyfenolii ve viné po aplikaci Cistého
PVPP, byli Gopal a Marti (1999). Experiment provadéli v bilych vinech odridy
Chardonnay a Xarel-lo. Cisté PVPP aplikovali v davkach 5, 10 a 20 g na 100 litrii vina.
Jejich vysledky ukazaly, ze Cisté PVPP zredukovalo 32 % celkovych polyfenolii ve vingé
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odridy Chardonnay a 26 % ve ving odridy Xarel-lo, oboji v davce 20 g.1001™. Ve své
praci uvadi, ze zajimavym rysem bylo i snizeni celkovych polyfenoli pii dévce
5 g.100|'1, coz potvrzuje ucinnost stabilizatoru i1 pti nizkych davkach.

Studiem vlivu ¢ificich prostfedk na obsah polyfenolt se zabyval i Sims a kol.
(1995) na univerzité na Florid€. Pro experiment pouzil bily kultivar Welder Muscadine.
Sims aplikoval ¢ist¢ PVPP do mostu pfed a po fermentaci ve dvou davkach —
50 g.1001™" a 100 g.100I™%. Vysledky pro aplikaci Sistého PVPP pied fermentaci ukazaly
snizeni celkovych polyfenolii o 22 % pii davee 50 g.1001™" a pii davee 100 g.1001™
doslo k ubytku polyfenoltd o 32 %. Vysledky pro aplikaci ¢istého PVPP po fermentaci
ukazaly pokles polyfenolii o 22 % pii davee 50 g.1001™ a pii davee 100 g.1001™ pokles
0 29 % celkovych polyfenoli. Zde se opét potvrzuje zavislost u¢innosti PVPP na déavce
jako u predchozich autori. Navic u Simse vidime vétsi Gi¢innost ptipravku PVPP pii
aplikaci PVPP pted fermentaci (az o 3 %).

Doposud uvedeni autofi pouzivali pro svoje experimenty pouze cCisté PVPP.
Problematika tykajici se pfimo regenerace tohoto piipravku zatim neni dostate¢né
prozkoumana. Jedina prace, ktera nam muze slouzit k porovnani je patent z roku 2013,
ktery se zabyva regeneraci piipravku PVPP po ¢ifeni a stabilizaci piva.

Autor patentu zkousel dva piipravky PVPP, Polyclar® 10 a Divergan® RS. PVPP
Castice byly kombinovany s pivem v hmotnostnim poméru od 1:30 000 do 1:1000 (coz
pfiblizné predstavuje mnozstvi od 1 g PVPP na 30 kg piva do 1 g PVPP na kg piva).
Jednou pouzity piipravek Polyclar® 10 byl regenerovén v prvnim piipads 2% NaOH, ve
druhém ptipadé kombinaci 2% NaOH a 0,2% chlornanem sodnym a ve tfetim ptipadé
regenerovan vubec nebyl. Vysledky ukézaly, Ze Cisty, nepouzity pfipravek mél
adsorp¢ni kapacitu 63,8 %, vysledky zregenerovanych ptipravkt (jak jen NaOH, tak
NaOH a chlornanem) disponovaly 58,9% adsorp¢ni kapacitou a nezregenerovany
ptipravek mél adsorpéni kapacitu 5-8 %. U jednou pouzitého ptipravku Divergan® RS
byla pouzita regenerace S 2% NaOH a 0,5% persiranem sodnym. Adsorp¢ni kapacita
¢istého, nepouzitého piipravku byla 44,4 %, zregenerovaného piipravku pomoci NaOH
a persiranu byla 42,4 % a nezregenerovaného piipravku €inila 14 %.

Hodnoty nameétfené v patentu jsou sice velmi uspokojivé, ale regenerace se
povazuje za ekonomicky vyhodou jen v pfipad¢, Ze pivovar stabilizuje velky objem
vystupu nebo ze stabilizované pivo ma extrémné vysoky obsah polyfenoli, které by

vyzadovalo vysokou miru pfidani PVPP pro efektivni koloidni stabilizaci.
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5.2 Antioxidacni kapacita metodou DPPH a FRAP

Antioxidacni kapacita byla méfena dvéma metodami — DPPH a FRAP u vina odrudy
RB u sedmi vzorku. V grafu 2 je antioxida¢ni kapacita vyjadiena v milimolech na jeden
litr. Tomuto grafu odpovidaji tabulky uvadéjici statistickou vyznamnost jednotlivych
rozdila stfednich hodnot (viz Pfiloha ¢. XII, XV), tabulky s jednorozmérnymi vysledky
analyzy rozptylu (viz Piiloha ¢. XIII, XVI) a tabulky Popisnych statistik (viz Pfiloha
¢. X1V, XVII).

ANTIOXIDACNI KAPACITA METODOU DPPH A FRAP
Wilksovo lambda = 0,00187; F (18; 34,426) = 15,713; p = 0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priiméry; vertik. sloupce oznag. +/- sm. chyby
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Graf 2: Srovnani antioxidacni kapacity piivodniho neosetreného vina S antioxidacni
kapacitou vin oSetrenych cistym, zregenerovanym a nezregenerovanym pripravkem

PVPP

Graf porovnava namétfené hodnoty antioxidaéni kapacity metodou DPPH a FRAP.
I kdyZ jsou hodnoty méfené metodou FRAP vzdy vyssi nez hodnoty méfené metodou
DPPH, priibéh grafu je stejny. Tento rozdil je zpisobeny tim, zZe kazda metoda pracuje
na jiném principu. Mezi metodami je prokazatelné vyznamny statisticky rozdil.
Korela¢ni vztah mezi metodami zobrazuje Ptiloha ¢. XVIII, XIX.

Metoda DPPH: Nejvyssi antioxidacni kapacita byla naméfena ve vzorku

Srovndvaci. Hodnota &ini 1,6376 mM.1™. Tento vzorek je statisticky vyznamné odligny
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od ostatnich vzork. Druhou nejvyssi antioxidacni kapacitu dosahl vzorek oSetieny
pouzitym, nezregenerovanym piipravkem PVPP. Hodnota vzorku Pouzity je 1,5332
mM.I" a oproti pivodnimu doslo k poklesu o 6,4 %. | tento vzorek je statisticky
a zaroven nejvetsi zaznamenany pokles oproti vzorku Srovndvaci (0 22,2 %) mél vzorek
Cisty. Jeho hodnota je 1,2743 mM.I". Tento vzorek je statisticky prikazné stejny jako
vzorky NaOH a NaOH + peroxid. Jejich hodnoty nabyvaji &isel 1,3066 mM.I™ (pokles
0 20,2 %) a 1,3093 mM.I™* (pokles o 20 %). Dalsimi a poslednimi vzorky, mezi kterymi
neni statisticky vyznamny rozdil, jsou Peroxid a Ozon. U vzorku Peroxid bylo
naméfeno 1,4053 mM.1" a u vzorku Ozon bylo naméfeno 1,3889 mM.1™. Jejich ubytek
oproti vzorku Srovndvaci je 0 14,2 % a 15,2 %.

Metoda FRAP: Jak jiz bylo zminéno vyse, pribéh naméfenych hodnot
antioxidacni kapacity tuzce koreluje shodnotami naméfenymi metodou DPPH.
Procentudlni poklesy oproti pivodnimu vzorku s nazvem Srovndvaci budou tedy
pFiblizng stejné. Prvni vzorek s hodnotou 2,3052 mM.I™ je opét statisticky vyznamng
odlisny od ostatnich stejné jako vzorek s oznadenim Pouzity (2,1557 mM.I™).
Statisticky vyznamny rozdil neni mezi vzorky Peroxid (1,9370 mM.I™") a Ozon (1,8990
mM.I™). Nejnizsi antioxidaéni kapacitu mél vzorek Ciszy (1,7058 mM.I™Y), ktery je
statisticky prikazné stejny jako vzorek NaOH + peroxid (1,7457 mM.I™M). Ani mezi
vzorky NaOH (1,7987 mM.I™") a NaOH + peroxid nebyl prokazan statisticky rozdil.

Podobné jako u méteni polyfenolt vysledky antioxidacni kapacity zachycené
v grafu naplnily nase predpoklady. NejvySsi antioxidacni kapacita byla namétfena
V ptivodnim neoSetfeném ving€, druhou nejvyssi antioxidacni kapacitu mél vzorek
ucinnost ze zregenerovanych vzorkd meély vzorky NaOH a NaOH + peroxid, mezi

kterymi nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil.

V soucasné dobé neexistuje mnoho studii, které by se ptimo zabyvaly &ificimi
prostfedky a jejich vlivem na antioxida¢ni kapacitu v bilych vinech. Napftiklad Yildirim
(2011) se touto problematikou zabyvala, ale v ¢erveném ving, konkrétné vinem odridy
Cabernet Sauvignon. Aplikovala ¢isté PVPP ve tfech riznych koncentracich (0,3 g.I™;
0,7 9.1 1,17 g.I'Y) do vina. Vyhodnoceni pievedla na procentudlni vyjadfeni odbarveni
roztoku DPPH bez kalibrace na standard antioxidantu. Po ptevedeni na procentualni
pokles, kde nulty vzorek ozna¢ime jako 100 %, jsou vysledky nasledujici: pii davce
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0,3 g PVPP na litr ma vino antioxidacni kapacitu rovnu 94,3 %, pii davce 0,7 g PVPP
na litr ma 88,3 % a pii davce 1,17 g PVPP na litr ma 80 %. Ze studie vyplyva, ze
se zvysujici se koncentraci PVPP umérné klesa antioxidacni kapacita. V nasem piipadé
byla davka cist¢tho PVPP 1 g.l'1 a pii tomto mnozstvi Cinila antioxidacni kapacita

77,8 % (DPPH) a 74 % (FRAP).

5.3 Barevnost

5.3.1 Luminance (L¥*)

Ve ving€ odrudy RB byla u sedmi vzorkd méfena luminance, tedy jas bodu. V grafu 3 je
L* vyjadiené v %. Tomuto grafu odpovida tabulka uvad¢jici statistickou vyznamnost
jednotlivych rozdild stfednich hodnot (viz Ptiloha ¢. XX), tabulka s jednorozmérnymi
vysledky analyzy rozptylu (viz Ptiloha ¢. XXI) a tabulka Popisnych statistik (viz Ptiloha
& XXII).

BAREVNOST - L*
Wilksovo lambda = 0,00093; F (18; 34,426) = 20,631; p = 0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priméry; vertik. sloupce oznac. +/- sm. chyby
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Graf 3: Srovndni hodnoty L* piivodniho neosetreného vina s hodnotami L* osetrenych

vin cistym, zregenerovanym a nezregenerovanym pripravkem PVPP

U kontrolniho vzorku s oznaenim Srovndvaci byla namétena hodnota 97,71 %.

Cv v
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98,01 % byla naméfena u vzorku Ozon. Mezi témito tiemi vzorky nebyl prokazany
statisticky vyznamny rozdil. Tyto vysledky jsou zajimavé. Ocekavalo se, ze mezi
vzorky Srovndvaci a Cisty bude nejvétsi rozdil, nebot’ jestli ma nastat n&jaka zména
V jasu, pak hlavn¢ mezi t€émito dvéma vzorky. Naopak statisticky vyznamny rozdil byl
zaznamenan mezi vzorky Srovndvaci a Pouzity (98,36 %), ptitom Pouzity by mél mit
nejmensi vliv na jas vina. Dal$i vzorky, mezi kterymi neni statisticky vyznamny rozdil,
jsou NaOH (98,11 %); NaOH + peroxid (98,32 %); Peroxid (98,28 %) a Ozon. Celkové

jsou mezi naméfenymi hodnotami relativné malé rozdily.

5.3.2 Barva bodu ve sméru Cerveno-zeleném (a*)

Ve vin¢ odridy RB byla u sedmi vzorkii méfena barva bodu v Cerveno-zeleném
prostoru. Tomuto grafu odpovidd tabulka wuvadgjici statistickou vyznamnost
jednotlivych rozdili sttednich hodnot (viz Ptiloha ¢. XXIII), tabulka s jednorozmérnymi
vysledky analyzy rozptylu (viz Piiloha ¢. XXIV) a tabulka Popisnych statistik (viz
Ptiloha ¢. XXV).

BAREVNOST - a*
Wilksovo lambda = 0,00093; F (18; 34,426) = 20,631; p = 0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priméry; vertik. sloupce oznaé. +/- sm. chyby
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Graf 4: Srovnani hodnoty a* piivodniho neosetreného vina s hodnotami a* osetrenych

vin cistym, zregenerovanym a nezregenerovanym pripravkem PVPP
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Z grafu 4 je patrny vyznamny statisticky rozdil mezi vzorkem Srovndvaci a vSemi
ostatnimi vzorky. Vzorek Srovndvaci nabyva hodnoty -6,22. Vzorek Ozon mél druhou
a to -0,91. Statisticky rozdil nebyl pozorovan mezi vzorky NaOH + peroxid (-0,89),
Peroxid (-0,89), Ozon (-0,87), Pouzity (-0,87) a Cisty (-0,90). Z vyslednych hodnot jsou
zajimavé predeviim vzorky NaOH, které projevilo vétsi ucinnost nez vzorek Cisty,
zaznamenan u vzorku Ozon. Vysledkem tohoto méfeni je posunuti barevného bodu

smérem k zelenému rozhrani.

5.3.3 Barva bodu ve sméru modro-zlutém (b*)

Ve viné odrudy RB byla u sedmi vzorkd méfena barva bodu v modro-zlutém prostoru.
Tomuto grafu odpovida tabulka uvadéjici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdilt
sttednich hodnot (viz Pfiloha ¢. XXVI), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy
rozptylu (viz Piiloha ¢. XXVII) a tabulka Popisnych statistik (viz Pfiloha
¢. XXVIII).

BAREVNOST - b*
Wilksovo lambda = 0,00093; F (18; 34,426) = 20,631; p = 0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priiméry; vertik. sloupce oznag. +/- sm. chyby
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Graf 5: Srovnani hodnoty b* piivodniho neosetreného vina s hodnotami b* osetrenych
vin cistym, zregenerovanym a nezregenerovanym pripravkem PVPP
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Graf 5 ma podobny prubéh jako graf 4. Vzorek Srovndvaci (8,23) je statisticky
vyznamné odlisny od ostatnich méfenych vzorkl. Stejné tak jsou na tom i1 vzorky
s oznadenim Cisty (6,06) a Pouzity (6,68). Jsou také statisticky vyznamné odlisné od
vSech ostatnich vzorku. Statisticky rozdil nebyl zaznamenan mezi vzorky NaOH (6,24)
a NaOH + peroxid (6,20). Stejné tak nebyl zaznamenan rozdil mezi vzorky Peroxid
(6,54) a Ozon (6,54). Vysledky tohoto méfeni se shoduji s naSim piedpokladem, Ze
vzorek Cisty ovlivni zménu barvy nejvice oproti piivodnimu vzorku a vzorek PouZity
bude mit nejmensi vliv na zménu odstinu. Ziskana data ukazuji, ze doslo k posunuti

barevného bodu b* smérem k modrému rozhrani.

Vliv Cistého Cificiho ptipravku PVPP na barevnost v ¢erveném viné zkoumal
Balik a kol. (2008). PVPP aplikoval do vina odridy Svatovaviinecké ve dvou
variantach. Prvni varianta byla v davce 40 g.1001" a druhd v davce 80 g.1001™.
Vyhodnoceni bodu jasu (L*) ukéazalo zvySeni 0 2,6 % oproti ptivodni kontrolni hodnoté
v piipadé davky 40 g.1001™" a pii davee 80 g.1001™ se hodnota L* zvysila o 10,8 %.
Pouzitim ptipravku PVPP tedy doSlo k mirnému zesvétleni odstinu vina, coZ dokazuje
schopnost PVPP na sebe vazat hnédé tony. Pfi hodnoceni barvy bodu ve sméru Cerveno-
zeleném (a*) doslo u davky 40 g.100I" k mirnému posunu barevného bodu
(z ptivodnich 56 na 57,7), zajimavé ale je, Zze pii davce 80 g.lOOl'1 doslo k posunu
barevného bodu smérem dolii (z piivodnich 56 na 55,8). U barevného bodu ve sméru
modro-zlutém (b*) doslo u obou variant k posunu barevného bodu smérem doli (z 27,9
na 25,9 u prvni varianty a z 27,9 na 22,9 u druhé varianty).

Fernandes a kol. (2015) se taktéz zabyvala vztahem mezi Cificim piipravkem
PVPP a barevnosti vina. Pro experiment zvolila tfi bild vina, rocnik 2013: Dao, Lisbon
a Algarve. Nejprve zkousela aplikovat PVPP v nejniz§i doporucené davee (10 g.1001™%)
a pak v nejvyssi doporucené davee (80 g.1001™). U proménné L* se dosahlo vyjasnéni
vina z puvodni hodnoty 84,2 % na 95,7 % pii minimdlni koncentraci a u maximalni
koncentraci z 84,2 % na 95 %. Barevny bod (a*) se po aplikaci PVPP posunul
z hodnoty 2,4 na hodnotu -0,3 pii davee 10 g.1001™" a z hodnoty 2,4 na hodnotu -0,5 pii
davce 80 g.1001". Doslo tedy k mirnému posunuti barevného odstinu smérem
k zelenému rozhrani. Ke slabému posunu doslo i v ptipadé proménné b*. Tam se
Vv ptipad¢ minimalni davky posunula ptivodni hodnota 8,8 na 7,7 a v pfipadé¢ maximalni
davky doslo k posunuti z 8,8 na 7,1. V praxi to znamena zménu barevného odstinu

smérem k modrému rozhrani.
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5.4 Pridruzené vysledky
5.4.1 Celkovy obsah polyfenolii

Obsah celkovych polyfenoll byl méfen také ve viné odriidy VZ, které slouzilo pro prvni
aplikaci ptipravku PVPP (k ziskani jednou pouzitého PVPP pro regeneraci). V grafu 6
je mnozstvi polyfenolt ve vzorcich vyjadiené v miligramech na jeden litr. Tomuto grafu
odpovida tabulka uvadé&jici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdili stfednich
hodnot (viz Priloha ¢. XXIX), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu
(viz Ptiloha ¢. XXX) a tabulka Popisnych statistik (viz Pfiloha ¢. XXXI).

CELKOVY OBSAH POLYFENOLU
Wilksovo lambda = 0,00030; F (3; 2) = 2207,1; p = 0,00045
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené pruméry; vertik. sloupce oznac. +/- sm. chyby
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Graf 6: Srovndni celkového mnoZstvi polyfenolii v piivodnim neoSetreném viné

S celkovym mnozZstvim polyfenolii ve viné osetreném pripravkem PVPP

Rozdil mezi vzorky ptfed pouzitim PVPP a po pouziti PVPP je statisticky
vyznamny. Vino neoSetfené Cificim piipravkem obsahovalo 168,73 mg.l'1 celkovych
polyfenolii a vino po aplikaci piipravku mélo 122,89 mg.I? celkovych polyfenoli.
Doslo tak k poklesu polyfenolti 0 27,2 %.

V piipad¢ méfeni celkovych polyfenold u odridy RB ndm PVPP navézalo 19 %.

Mrwe

V piipadé odrady VZ to byla davka 0,4 g PVPP na litr vina, coz po piepocitani
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odpovida tomu, ze 1 g PVPP absorboval 125 mg polyfenolt. V piipadé odridy RB byl
aplikovan 1 g PVPP do 1 litru vina, kde po pfepocitani Cini vysledek, ze 1 g navazal
45 mg.

5.4.2 Antioxidacni kapacita metodou DPPH a FRAP

U vina odrady VZ byla méiena antioxidacni kapacita dvéma metodami (DPPH, FRAP)
pted aplikaci ptipravku PVPP a po aplikaci pfipravku PVPP. V grafu 7 je antioxidacni
kapacita vyjadfena v milimolech na jeden litr. Tomuto grafu odpovidaji tabulky
uvadéjici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdilti stiednich hodnot (viz Ptiloha
¢. XXXII a XXXYV), tabulky s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu (viz Ptiloha
. XXXIII a XXXVI) a tabulky Popisnych statistik (viz Pfiloha ¢. XXXIV a XXXVII).

(@]

ANTIOXIDACNI KAPACITA METODOU DPPH A FRAP
Wilksovo lambda = 0,00030; F (3; 2) = 2207,1; p = 0,00045
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priméry; vertik. sloupce oznag. +/- sm. chyby
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Graf 7: Srovnani antioxidacni kapacity piivodniho neosetreného vina s antioxidacni

kapacitou vina osetreného cistym pripravkem PVPP

Jak mezi metodami DPPH a FRAP, tak i mezi jednotlivymi naméfenymi vzorky
pozorujeme vyznamny statisticky rozdil. U vzorku pted pouzitim Ccist¢tho PVPP
méfeného metodou DPPH &inila hodnota antioxidaéni kapacity 1,05 mM.1?, po aplikaci
&istého PVPP hodnota klesla na 0,84 mM.I™. Snizeni bylo 0 20,5 %. Vysledky méFeni
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metodou FRAP ukazaly pokles antioxida¢ni kapacity o 11,3 %. Pivodni neoSetfené
vino mé&lo 1,34 mM.I"' a vino po aplikaci cist¢tho PVPP obsahovalo 1,19 mM.I™.

Vysledky naméfené u odridy RB byly: DPPH pokles 0 22,2 %, FRAP pokles 0 26 %.

5.4.3 Barevnost

5.4.3.1 Luminance (L*)

Ve viné odrady VZ byla méfena luminance (jas bodu) pted pouzitim ¢istého piipravku
PVPP a po pouziti ¢istého piipravku PVPP. V grafu 8 je L* vyjadiené v %. Tomuto
grafu odpovida tabulka uvadéjici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdili sttednich
hodnot (viz Piiloha ¢. XXXVIII), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu
(viz Ptiloha ¢. XXXIX) a tabulka Popisnych statistik (viz Ptiloha ¢. XL).

BAREVNOST - L*
Wilksovo lambda = 0,00290; F (3; 2) = 229,13; p = 0,00435
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené priméry, vertik. sloupce oznaé. +/- sm. chyby
95,6 - .
95,4 &
h

952
95,0 ¢
94,8
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Vino pfed pouzitim PVPP Vino po pouziti PVPP
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Graf 8: Srovndni hodnoty L* piivodniho neosetieného vina s hodnotou L* osetreného

vina cistym pripravkem PVPP

Z grafu pozorujeme statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky pfed a po pouziti
Cistého piipravku PVPP. Proménna L* vzrostla o 1 % (z ptivodni hodnoty 94,4 na 95,4).
Pifi méfeni zmény jasu u odridy RB (z pGvodni hodnoty 97,7 na 97,9) nedoslo ke

statisticky prukaznému rozdilu. V obou ptipadech jde ovSem o velmi malé zmény.
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5.4.3.2 Barva bodu ve sméru cerveno-zeleném (a*)

Ve vin¢ odridy VZ byla métfena barva bodu v ¢erveno-zeleném prostoru pied pouzitim
Cistého piipravku PVPP a po pouziti Cistého ptipravku PVPP. Tomuto grafu odpovida
tabulka uvad¢jici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdili stiednich hodnot (viz
Piiloha ¢. XLI), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu (viz Pfiloha
¢. XLII) a tabulka Popisnych statistik (viz Pfiloha ¢. XLIII).

BAREVNOST - a*
Wilksovo lambda = 0,00290; F (3; 2) = 229,13; p = 0,00435
Dekompozice efektivni hypotézy
Vazené pruméry; vertik. sloupce oznag. +/- sm. chyby
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Graf 9: Srovnani hodnoty a* pivodniho neosetreného vina s hodnotou a* oSetieného

vina cistym pripravkem PVPP

Z grafu 9 je patrny statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky ptfed a po aplikaci
¢isttho PVPP. Pivodni hodnota a* cinila 0,22, hodnota a* po oSetieni PVPP byla
-0,37. Cisty piipravek PVPP posunul barevny odstin vina smérem k zelenému rozhrani.

Vysledky jsou obdobné jako u méteni odrudy RB.
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5.4.3.3 Barva bodu ve sméru modro-zlutém (b*)

Ve viné odridy VZ byla métfena barva bodu v modro-zlutém prostoru pied pouzitim
Cistého piipravku PVPP a po pouziti Cistého piipravku PVPP. Tomuto grafu odpovida
tabulka uvad¢jici statistickou vyznamnost jednotlivych rozdili stiednich hodnot (viz
Ptiloha ¢. XLIV), tabulka s jednorozmérnymi vysledky analyzy rozptylu (viz Ptiloha
¢. XLV) a tabulka Popisnych statistik (viz Pfiloha ¢. XLVI).

BAREVNOST - b*
Wilksovo lambda = 0,00290; F (3; 2) = 229,13; p = 0,00435
Dekompozice efektivni hypotézy
VVazené primeéry; vertik. sloupce oznac. +/- sm. chyby
7,2
70
E3
6,6 1
o 64}
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Vino pfed pouzitim PVPP Vino po pouziti PVPP
Vzorek

Graf 10: Srovndni hodnoty b* pitvodniho neosetreného vina s hodnotou b* osetreného

vina cistym pripravkem PVPP

Barevny parametr b* mél v piivodnim neosetieném viné hodnotu 6,89. Po oSetfeni
¢istym piipravkem PVPP doslo k jeho snizeni na hodnotu 5,80. Tento numericky rozdil
¢ini 1 statisticky vyznamny rozdil mezi porovnavanymi vzorky. Posunuti barevného
bodu b* mirné pfiblizilo odstin vina k modrému rozhrani barevného spektra. Vysledek

meteni parametru b* u odridy RB koreluje s vysledkem u odridy VZ.
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5.4.4 Celkovy obsah polyfenolii regeneracniho roztoku
Celkové polyfenoly byly méfeny u sedmi vzorkli ziskanych béhem regenerace PVPP.

Obsah polyfenolt je vyjadieny v miligramech na jeden litr.

CELKOVY OBSAH POLYFENOLU

1200 . . . .
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Graf 11: Srovnani celkového mnozstvi polyfenolti ve vzorcich ziskanych b&hem

regenerace PVVPP

Prvni dva vzorky 1 a 2 byly ziskany pfi regeneraci jednou pouzitého PVPP
pomoci NaOH. Z tohoto c¢isténi muizeme vidét, ze bylo z PVPP uvolnéno nejvic
polyfenolti, konkrétnd 1 118,90 mg.I™ ze vzorku 1 a 1 009,08 mg.I" ze vzorku 2.
Vzorky 1/1 a 2/2 byly ziskany pii druhé regeneraci vzorki 1 a 2 opét pomoci NaOH. Pii
této druhé regeneraci jiz bylo uvolnéno z PVPP podstatné mensi mnozstvi polyfenol
oproti prvnimu &i§téni. Ve vzorku 1/1 bylo naméfeno 35,59 mg.l™ a ve vzorku 2/2
0,02 mg.I". Vzorek NaOH + peroxid byl ziskan dalsi regeneraci vzorku 2/2 tentokrat
peroxidem. V tomto vzorku uz nebyly naméteny zadné polyfenoly. VVzorek Peroxid byl
ziskéan regeneraci jednou pouzitého ptipravku PVPP pomoci peroxidu. Peroxid dokazal
Z pouzitého PVPP vyextrahovat 98,51 mg.I"". Posledni vzorek Ozon ma hodnotu 49,63

mg.I™. V tomto piipadé bylo jednou pouzité PVPP regenerovano ozonem.
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Zvyslednych hodnot miizeme usuzovat, ze vpraxi by byla dostatecna
jednostupiiova regenerace pomoci NaOH. Peroxid a ozon pravdépodobné polyfenoly
oxiduji, proto byly naméfené hodnoty tak nizké.

Za zminku stoji informace, ze polyfenoly v regenera¢nim roztoku byly méteny
v mnozstvi 1 dcl. Po piepocitani zjistime, ze z 1 g pouzitého PVPP bylo vyextrahovano
10 mg polyfenolii. V porovnani s vysledkem méieni celkovych polyfenoll v ptivodnim
viné (VZ) vyslo, ze v mnozstvi 2,5 1 vina 1g PVPP absorboval 125 mg polyfenoli.

Pfi¢inou takto velkého rozdilu mize byt fakt, Ze se polyfenoly rozkladaji.
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6 ZAVER
Zaverecna prace pojednavala o problematice polyfenolickych sloucenin ve ving, jejich
pozitivnim vlivu na zdravi pfi umirnéné konzumaci vina, ale 1 o nezadoucich vadach,
které polyfenoly mohou zpuisobovat ve ving€. Mezi nejcastéjsi problémy bilych vin patii
oxidace, hnédy zakal, hoi¢inka, rizovéni, nebo pachut’ po hnilobé. K odstranéni téchto
vad slouzi Cifici prostfedky bud’ na pfirodni bazi (vajecny bilek, Zelatina, vyzina) nebo
synteticky vyrobené, jako je PVPP. Pravé PVPP je velmi dobrym cifidlem pro eliminaci
vad zpusobenych polyfenoly, respektive tfislovinami. Na siln¢ zoxidovana vina se vSak
jiz aplikace PVPP nevyplati z diivodu velké spotieby prostfedku a relativné vysoké
ceny (az 200 K&.100g™). Na zakladg této myslenky byl proveden experiment, kde byl
regenerovan Cifici prostfedek PVPP.

Regenerace PVPP probihala ¢&tyfmi zptsoby: NaOH, kombinaci NaOH
a peroxidu, samotnym peroxidem a ozonem. Efektivnost zregenerovaného piipravku
PVPP byla hodnocena na zéklad¢ vysledki analyz. Probéhlo méteni obsahu celkovych
polyfenoll, antioxidaéni kapacity a barevnych parametrd. Mira Uc¢innosti
zregenerovancho PVPP  byla porovndvana scistym PVPP 1 s pouZitym,
neregenerovanym PVPP. Vysledna data ukdzala, Ze po regeneraci nejlépe fungoval
PVPP regenerovany NaOH. Dobrych vysledki dosahovalo i PVPP regenerované
ozonem. Pouziti peroxidu, at’ uz samostatného nebo v kombinaci s NaOH, se ukazalo
jako nedostatecné.

Ze ziskanych dat mizeme zavérem fict, Ze regenerace piipravku PVPP je mozna
a hlavné ucinnd. Naklady spojené s regeneraci pomoci NaOH vyrobce vina nijak
nezatizi. V pifipad¢ regenerace ozonem je samoziejm¢ pocatecni investice vétsi, ale
néktefi vinafi jsou majiteli ozonizatoru, nebot’ jej vyuZzivaji K sanitatnim uceliim, a tak

ani tomuto zpiisobu regenerace nestoji nic v ceste.
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7 SOUHRN

Diplomova prace na téma PouZiti polyvinylpolypyrrolidonu a moznosti jeho regenerace
V ndpojovém priimyslu byla vypracovana V letech 2015-2016 na Ustavu poskliziiové
technologie zahradnickych produkti, na Zahradnické fakult¢ Mendelovy univerzity
V Brné.

Hlavnimi tématy literarni casti jsou polyfenolické sloucCeniny ve ving,
antioxida¢ni kapacita a vady vin souvisejicimi s polyfenoly. Posledni zminovana
kapitola nabizi 1 zplsoby odstranovani vad, kde je nejvétsi pozornost vénovana
piipravku PVPP.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na zregenerovani jednou pouZzitého piipravku
PVPP ctyfmi zplsoby a zjiSténi jeho efektivnosti, pomoci vhodnych analyz, po
opétovaném pouziti do vina. Vyslednd data jsou statisticky zpracovana a znazornéna

v grafech.

Kli¢ova slova: polyfenoly, antioxida¢ni kapacita, DPPH, FRAP, vady vina, PVPP
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8 RESUME

This diploma thesis is focused on the topic The use of polyvinylpolypyrrolidone and
possibilities of its regeneration in the beverage industry. The thesis was written in years
2015-2016 at the Department of Post-Harvest Technology of Horticultural Products,
Faculty of Horticulture at Mendel University in Brno.

The theoretical part deals with the polyphenolics compounds in wine, antioxidant
capacity and wine defects related to polyphenols. The last chapter offers multiple
methods of removing defects, where the highest priority is given to the clarifier PVPP.

The experimental part is aimed at the regeneration of single used PVPP with four
different ways and the determination of its efficiency throughout suitable analyses after
its reuse in the wine. The resulting data are statistically processed and shown in the

graphs.

Key words: polyphenols, antioxidant capacity, DPPH, FRAP, defects of wine, PVPP
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Priloha 1X: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii strednich hodnot

LSD test; proménna polyfenoly
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 4,7034; sv = 14,000
vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid | Peroxid| Ozon [ Pouzity | Cisty
236,32 198,95 204,39 206,71 | 199,24 | 224,93 | 191,52
Srovnavaci 0,000000 0,000000] 0,000000( 0,000000/ 0,000016| 0,000000
NaOH 0,000000 0,008229| 0,000625| 0,870507( 0,000000| 0,000906
NaOH + peroxid 0,000000( 0,008229 0,212036( 0,011435( 0,000000| 0,000004
Peroxid 0,000000( 0,000625 0,212036 0,000862| 0,000000( 0,000001
Ozon 0,000000( 0,870507 0,011435]0,000862 0,000000( 0,000657
Pouzity 0,000016( 0,000000 0,000000] 0,000000( 0,000000 0,000000
Cisty 0,000000( 0,000906 0,000004| 0,000001| 0,000657| 0,000000
Priloha X: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu
Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzorkt
Efekt Stupné Ponfevnon Ponfevnon Polyfenoly [Polyfenoly
(volnosti) (SC) (PC) (F) (P)
Abs. ¢len 1| 916123,0f 916123,0( 194777,8[ 0,000000
Vzorek 6 4585,4 764,2 162,5( 0,000000
Chyba 14 65,8 4.7
Celkem 20 4651,2
Piiloha XI: Popisné statistiky
Popisné statistiky pro celkovy obsah polyfenoll
Uroveii N Polyfenoly | Polyfenoly | Polyfenoly | Polyfenoly | Polyfenoly
Faktor Primér | Sm.odch. [ Sm. ch. -95,00% 95,00%
Celkem 21] 208,8658 15,2500 3,3278| 201,9241| 215,8075
Srovnavaci 3] 236,3220 2,5773 1,4880| 229,9196| 242,7244
NaOH 3| 198,9457 1,7182 0,9920| 194,6775| 203,2139
NaOH + peroxid | 3| 204,3910 1,5319 0,8844| 200,5856| 208,1964
Vzorek | Peroxid 3| 206,7067 2,5006 1,4437( 200,4947| 212,9186
Ozon 3] 199,2397 3,6923 2,1318| 190,0674| 208,4119
Pouzity 3| 224,9317 0,4710 0,2719| 223,7616| 226,1018
Cisty 3| 191,5237 0,9350 0,5398| 189,2009| 193,8464




Priloha XII: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilu stiednich hodnot

LSD test; proménnda DPPH
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 0,00055; sv = 14,000

vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid | Peroxid| Ozon [ Pouzity | Cisty
1,6376 1,3066 1,3093 1,4053 | 1,3889 | 1,5332 | 1,2743
Srovnavaci 0,000000 0,000000] 0,000000( 0,000000( 0,000085{ 0,000000
NaOH 0,000000 0,891930| 0,000147( 0,000737| 0,000000{ 0,113873
NaOH + peroxid 0,000000( 0,891930 0,000190] 0,000964 0,000000( 0,089453
Peroxid 0,000000( 0,000147 0,000190 0,407217|0,000011| 0,000008
Ozon 0,000000( 0,000737 0,000964]0,407217 0,000003( 0,000033
Pouzity 0,000085( 0,000000 0,000000] 0,0000110,000003 0,000000
Cisty 0,000000( 0,113873 0,089453| 0,000008( 0,000033| 0,000000
Piiloha XI11: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu
Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzorki
Efeki Stupné DPIi’H DPIi’H DPPH DPPH
(volnosti) (SC) (PC) (F) (p)
Abs. ¢len 1] 41,62485| 41,62485| 75641,05/ 0,000000
Vzorek 6 0,31994 0,05332 96,90/ 0,000000
Chyba 14 0,00770 0,00055
Celkem 20 0,32765
Piiloha XIV: Popisné statistiky
Popisné statistiky pro antioxidacni kapacitu méfenou metodou DPPH
Uroven N DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%

Celkem 21 1,40788 0,12799 0,02793 1,34962 1,46615

Srovnavaci 3 1,63760 0,01427 0,00824 1,60215 1,67305

NaOH 3 1,30662 0,01324 0,00764 1,27374 1,33949

NaOH + peroxid | 3 1,30927 0,03858 0,02228 1,21342 1,40511
Vzorek | Peroxid 3 1,40530 0,02621 0,01513 1,34020 1,47040

Ozon 3 1,38893 0,01247 0,00720 1,35795 1,41992

Pouzity 3 1,53315 0,03330 0,01923 1,45043 1,61587

Cisty 3 1,27432 0,00579 0,00334 1,25994 1,28870




Priloha XV: Statistickd vyznamnost jednotlivych rozdilu stiednich hodnot

LSD test; proménnda FRAP
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,00185; sv = 14,000

vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid | Peroxid | Ozon [ Pouzity | Cisty
2,3052 1,7986 1,7456 1,9369 | 1,8990 | 2,1557 | 1,7058
Srovnavaci 0,000000 0,000000] 0,000000( 0,000000/ 0,000791| 0,000000
NaOH 0,000000 0,153101|0,001474|0,012566| 0,000000{ 0,019156
NaOH + peroxid 0,000000( 0,153101 0,000085( 0,000638( 0,000000/ 0,275078
Peroxid 0,000000( 0,001474 0,000085 0,298065( 0,000022( 0,000012
Ozon 0,000000( 0,012566 0,000638( 0,298065 0,000004( 0,000077
Pouzity 0,000791| 0,000000 0,000000] 0,000022( 0,000004 0,000000
éisty 0,000000( 0,019156 0,275078| 0,000012 0,000077| 0,000000
Piiloha XVI: Jednorozmérné vysledky analyzy rozptylu
Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzorkt
Efekt Stupné FR,?\P FR,?\P FRAP FRAP
(volnosti) (SC) (PC) (F) (P)
Abs. ¢len 1| 78,65214 78,65214( 42601,83( 0,000000
Vzorek 6 0,88215 0,14703 79,64 0,000000
Chyba 14 0,02585 0,00185
Celkem 20 0,90800
Priloha XVII: Popisné statistiky
Popisné statistiky pro antioxidacni kapacitu méfenou metodou FRAP
Urovefi n| FRAP FRAP FRAP FRAP FRAP
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%

Celkem 21 1,93529 0,21307 0,04650 1,83830 2,03228

Srovnavaci 3 2,30522 0,05574 0,03218 2,16674 2,44369

NaOH 3 1,79865 0,02102 0,01214 1,74644 1,85086

NaOH + peroxid | 3 1,74565 0,08187 0,04727 1,54227 1,94903
Vzorek | Peroxid 3 1,93695 0,00381 0,00220 1,92750 1,94640

Ozon 3 1,89903 0,02180 0,01259 1,84489 1,95318

PouzZity 3 2,15572 0,03008 0,01736 2,08101 2,23043

Cisty 3 1,70580 0,03574 0,02064 1,61701 1,79459




Priloha XVIII: Korelacni vztah mezi metodami DPPH a FRAP

Korelace
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p <0,05000
Proménna| Priiméry |Sm. odch.] DPPH FRAP
DPPH 1,407883| 0,127993( 1,000000| 0,985268|
FRAP 1,935288| 0,213073| 0,985268| 1,000000

Priloha XI1X: Grafické znazornéni korelacniho vztahu mezi metodami DPPH a FRAP

DPPH vs. FRAP

FRAP = - 0,3739 + 1,6402 * DPPH X o
Korelace: r = 0,98527 Primér = 1,407883
Sm.Odch. = 0,127993
8 T T T T T T Max. = 1,653500

Min. = 1,270850

Y: FRAP
N=21

Primér = 1,935288
Sm.Odch. = 0,213073
L L L Max. = 2,337550

Min. = 1,661600

FRAP

0 4 8
DPPH 0,95 Int.spol.

Priloha XX: Statistickd vyznamnost jednotlivych rozdilii stFednich hodnot

LSD test; proménnd L*
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,10038; sv = 14,000

vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid [Peroxid | Ozon | Pouzity | Cisty

97,707 98,105 98,321 98,285 | 98,014 | 98,355 | 97,957
Srovnavaci 0,045709 0,032321] 0,042190| 0,255268( 0,025099] 0,349613
NaOH 0,045709 0,417538| 0,498479| 0,728355( 0,049986| 0,575804
NaOH + peroxid 0,032321(0,417538 0,890303( 0,253941| 0,897203( 0,180872
Peroxid 0,042190( 0,498479 0,890303 0,311830| 0,789582| 0,225546
Ozon 0,255268( 0,728355 0,253941| 0,311830 0,207594( 0,830163
Pouzity 0,025099( 0,049986 0,897203| 0,789582| 0,207594 0,045896
Cisty 0,349613( 0,575804 0,180872| 0,225546| 0,830163| 0,045896




Priloha XXI: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzorki
Stupné L* L* L* L*
Efekt . . .
(volnosti) (SC) (PC) (F) (P)
Abs. ¢len 1] 202121,6| 202121,6 2013587| 0,000000
Vzorek 6 1,0 0,2 2| 0,206597
Chyba 14 1,4 0,1
Celkem 20 2,4

Priloha XXII: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro barevnost - L*
Urovefi N L* L* L* L* L*
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 21] 98,10625| 0,346238| 0,075555| 97,94865 98,26386
Srovnavaci 3] 97,70663| 0,329117| 0,190016( 96,88906| 98,52421
NaOH 3] 98,10517| 0,115938( 0,066937 97,81716| 98,39317
NaOH +peroxid| 3| 98,32127( 0,397051| 0,229237| 97,33494 99,30760
Vzorek | Peroxid 3] 98,28493| 0,329138( 0,190028( 97,46731| 99,10256
Ozon 3] 98,01350( 0,388756| 0,224449( 97,04778| 98,97922
PouzZity 3] 98,35530| 0,217902( 0,125806( 97,81400| 98,89660
Cisty 3] 97,95697| 0,341025| 0,196891| 97,10981| 98,80412
Priloha XXIII: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii stFednich hodnot
LSD test; proménna a*
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =0,00077; sv = 14,000
vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid [Peroxid | Ozon | Pouzity | Cisty
-0,6221 -0,9116 -0,8908 -0,8931 | -0,8715 | -0,8742 | -0,8975
Srovnavaci 0,000174 0,000174]0,000174|0,000174| 0,000174| 0,000174
NaOH 0,000174 0,043906| 0,979300| 0,048770( 0,048821| 0,994905
NaOH + peroxid 0,000174|0,043906 1,000000( 0,974335| 0,988131| 0,999928
Peroxid 0,000174(0,979300 1,000000 0,956674|0,977404( 0,999994
Ozon 0,000174(0,048770 0,974335| 0,956674 1,000000( 0,902917
Pouzity 0,000174|0,048821 0,988131]0,977404( 1,000000 0,939847
Cisty 0,000174|0,994905 0,999928| 0,999994( 0,902917| 0,939847




Priloha XXIV: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzork
Stupné a* ax a* a*
Efekt : = .
(volnosti) (SC) (PC) F) (p)
Abs. ¢len 1| 15,22695( 15,22695( 19708,93| 0,000000
Vzorek 6 0,18765 0,03127 40,48 0,000000
Chyba 14 0,01082 0,00077
Celkem 20 0,19846

Priloha XXV: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro barevnost - a*
Uroveri N a* a* a* a* a*
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 21| -0,851524| 0,099615( 0,021738 -0,89687| -0,806180
Srovnavaci 3] -0,622067| 0,030277| 0,017480 -0,69728| -0,546855
NaOH 3] -0,911567| 0,012616| 0,007284 -0,94291| -0,880227
NaOH + peroxid| 3| -0,890800( 0,006465| 0,003732 -0,90686( -0,874741
Vzorek | Peroxid 3] -0,893067| 0,023625| 0,013640 -0,95175| -0,834379
Ozon 3] -0,871467( 0,037674( 0,021751 -0,96506( -0,777878
Pouzity 3] -0,874233| 0,024381| 0,014076 -0,93480( -0,813669
(inst{/ 3] -0,897467( 0,041456| 0,023934 -1,00045| -0,794485

Piiloha XXVI: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii strednich hodnot

LSD test; proménna b*
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,00291; sv = 14,000

Vzorek Srovnavaci| NaOH |NaOH + peroxid |Peroxid [ Ozon | Pouzity | Cisty

8,2258 6,2393 6,2011 6,5389 | 6,5403 | 6,6783 | 6,0563
Srovnavaci 0,000000 0,000000| 0,000000| 0,000000( 0,000000{ 0,000000
NaOH 0,000000 0,400387| 0,000009| 0,000008( 0,000000{ 0,000975
NaOH + peroxid 0,000000( 0,400387 0,000002( 0,000002| 0,000000( 0,005409
Peroxid 0,000000( 0,000009 0,000002 0,976277( 0,006903| 0,000000
Ozon 0,000000( 0,000008 0,000002|0,976277 0,007331 0,000000
Pouzity 0,000000( 0,000000 0,000000( 0,006903| 0,007331 0,000000
Cisty 0,000000( 0,000975 0,005409]| 0,000000| 0,000000( 0,000000




Priloha XXVII: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro 7 hlavnich vzorkt
Stupné b* b* b* b*
Efekt . = <
(volnosti) (SC) (PC) (3] )
Abs. ¢len 1| 925,8776] 925,8776( 318198,6/ 0,000000
Vzorek 6 9,6906 1,6151 555,1| 0,000000
Chyba 14 0,0407 0,0029
Celkem 20 9,7313

Priloha XXVIII: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro barevnost - b*
Uroven . b* b* b* b* b*
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 21l 6,639986| 0,697543| 0,152216| 6,322468| 6,957504
Srovnavaci 3] 8,225767| 0,055537| 0,032065| 8,087804( 8,363729
NaOH 3] 6,239267| 0,091448| 0,052798( 6,012096| 6,466437
NaOH +peroxid| 3| 6,201067( 0,037643| 0,021733| 6,107556| 6,294577
Vzorek |Peroxid 3] 6,538933| 0,056894| 0,032848( 6,397601| 6,680266
Ozon 3] 6,540267( 0,021911| 0,012650| 6,485837| 6,594696
Pouzity 3] 6,678267| 0,021465| 0,012393( 6,624944| 6,731590
(inst{/ 3] 6,056333| 0,057674| 0,033298| 5,913064| 6,199602

Piiloha XXIX: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii strednich hodnot

Chyba: meziskup. PC = 30,605; sv = 4,000

LSD test; proménna polyfenoly

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Vino pired pouzitim PVPP | Vino po pouziti PVPP
Vzorek
168,73 122,88
Vino pred pouzitim PVPP 0,000531
Vino po pouziti PVPP 0,000531

Priloha XXX: Jednorozmerné vysledky analyzy rozptylu

Pro vzorky: Vino pred pouzitim PVPP

Vino po pouziti PVPP

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou

Efekt Stupné Polyfevnoly Polyfeinoly Polyfenoly [Polyfenoly
(volnosti) (SC) (PC) (F) (p)
Abs. élen 1| 127554,6] 127554,6( 4167,722| 0,000000
Vzorek 1 3152,6 3152,6 103,008 0,000531
Chyba 4 122,4 30,6
Celkem 5 3275,0




Piiloha XXXI: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro celkovy obsah polyfenoli

Uroven N Polyfenoly [ Polyfenoly [ Polyfenoly | Polyfenoly | Polyfenoly
Faktor Primér | Sm.odch.| Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6] 145,8050| 25,59305| 10,44832( 118,9467| 172,6633
Vzorek Vino pred pouzitim PVPP | 3| 168,7273 7,08839 4,09248| 151,1188| 186,3359
Vino po pouziti PVPP 3| 122,8827 3,31142 1,91185| 114,6567| 131,1087
Piiloha XXXII: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilu stiednich hodnot
LSD test; proménna DPPH
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,00016; sv = 4,000
Vino pred pouzitim PVPP |Vino po pouziti PVPP
Vzorek
1,0523 0,83712
Vino pred pouzitim PVPP 0,000032
Vino po pouziti PVPP 0,000032
Piiloha XXXIII: Jednorozmerné vysledky analyzy rozptylu
Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro vzorky: Vino pied pouzitim PVPP
Vino po pouziti PVPP
Efekt Stupné DPIi’H DPIi’H DPPH DPPH
(volnosti) (SC) (PC) (F) (P)
Abs. ¢len 1| 5,355032 5,355032 33299,42( 0,000000
Vzorek 1] 0,069477| 0,069477 432,03 0,000032
Chyba 4] 0,000643| 0,000161
Celkem 5| 0,070121
Priloha XXXIV: Popisné statistiky
Popisné statistiky pro antioxidacni kapacitu méfenou metodou DPPH
Uroven N DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm. ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6] 0,944725| 0,118423| 0,048346| 0,820447| 1,069003
Vzorek Vino pfed pouzitim PVPP | 3| 1,052333| 0,004168| 0,002406| 1,041979| 1,062688
Vino po pouziti PVPP 3] 0,837117 0,017443] 0,010071| 0,793786| 0,880447




Priloha XXXV: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii strednich hodnot

LSD test; proménna FRAP
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,00030; sv = 4,000

Vzorek

Vino pred pouzitim PVPP

Vino po pouziti PVPP

1,3385

1,1866

Vino pred pouzitim PVPP

0,000420

Vino po pouziti PVPP

0,000420

Piiloha XXXVI: Jednorozmerné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro vzorky: Vino pied pouzitim PVPP
Vino po pouziti PVPP
Efekt Stupné FRéP FR,?P FRAP FRAP
(volnosti) (SC) (PC) (F) (P)

Abs. ¢len 1] 9,563816( 9,563816( 32122,76( 0,000000
Vzorek 1] 0,034603( 0,034603 116,22| 0,000420
Chyba 4] 0,001191| 0,000298
Celkem 5| 0,035794

Piiloha XXXVII: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro antioxidacni kapacitu méfenou metodou FRAP
Uroven N FRAP FRAP FRAP FRAP FRAP
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6] 1,262525| 0,084609| 0,034542( 1,173733| 1,351317
Vzorek Vino pfed pouzitim PVPP | 3| 1,338467| 0,019030| 0,010987| 1,291195( 1,385739
Vino po pouziti PVPP 3] 1,186583| 0,015275| 0,008819| 1,148638| 1,224529

Piiloha XXXVIII: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii stiednich hodnot

LSD test; proménna L*
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 0,10046; sv = 4,000

Vino pired pouzitim PVPP | Vino po pouziti PVPP
Vzorek
94,378 95,378
Vino pred pouzitim PVPP 0,018063
Vino po pouziti PVPP 0,018063




Priloha XXXIX: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou

Pro vzorky: Vino pred pouzitim PVPP
Vino po pouziti PVPP

Stupné L* L* L* L*
Efekt : . <
(volnosti)]  (SC) (PC) (F) (p)
Abs. ¢len 1| 54010,97( 54010,97( 537650,0 0,000000
Vzorek 1 1,50 1,50 14,9 0,018063
Chyba 4 0,40 0,10
Celkem 5 1,90

Piiloha XL: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro barevnost - L*

Uroven

L* L* L* L* L*
Faktor N Primér | Sm.odch.| Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6|l 94,87797 0,616900| 0,251849( 94,23057| 95,52536
Vzorek Vino pred pouzitim PVPP | 3| 94,37780| 0,395602| 0,228401| 93,39507| 95,36053
Vino po pouziti PVPP 3] 95,37813| 0,210746| 0,121675| 94,85461| 95,90166

Piiloha XLI: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdilii strednich hodnot

LSD test; proménna a*

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 0,00043; sv = 4,000

Vzorek Vino pred pouzitim PVPP |Vino po pouziti PVPP
0,21517 -0,3653
Vino pred pouzitim PVPP 0,000004
Vino po pouziti PVPP 0,000004

Priloha XLII: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu

Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou

Pro vzorky: Vino pred pouzitim PVPP
Vino po pouziti PVPP

Stupné a* a* a* a*
Efekt : e <
(volnosti)]  (SC) (PC) (F) (p)
Abs. ¢len 1| 0,033795( 0,033795 78,017] 0,000907
Vzorek 1] 0,505354| 0,505354 1166,633| 0,000004
Chyba 4] 0,001733| 0,000433
Celkem 5] 0,507087




Piiloha XLII1: Popisné statistiky

Popisné statistiky pro barevnost - a*

Uroven N a* a* a* a* a*
Faktor Primér | Sm.odch.| Sm.ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6] -0,075050| 0,318461| 0,130011| -0,409254| 0,259154
Vzorek Vino pfed pouzitim PVPP | 3| 0,215167| 0,024508| 0,014150| 0,154285| 0,276048
Vino po pouziti PVPP 3] -0,365267| 0,016300| 0,009411| -0,405758| -0,324775
Priloha XLIV: Statisticka vyznamnost jednotlivych rozdili strednich hodnot
LSD test; proménna b*
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 0,01098; sv = 4,000
Vino pred pouzitim PVPP |Vino po pouziti PVPP
Vzorek
6,8933 5,797
Vino pred pouzitim PVPP 0,000214
Vino po pouziti PVPP 0,000214
Piiloha XLV: Jednorozmeérné vysledky analyzy rozptylu
Jednorozmérné vysledky pro kazdou zavislou proménnou
Pro vzorky: Vino pied pouzitim PVPP
Vino po pouziti PVPP
Stupné b* b* b* b*
K | woinosty] 6 | ey ®) (®)
Abs. ¢len 1| 241,5643 241,5643( 21998,15( 0,000000
Vzorek 1 1,8029 1,8029 164,18 0,000214
Chyba 4 0,0439 0,0110
Celkem 5 1,8468
Priloha XLVI: Popisné statistiky
Popisné statistiky pro barevnost - b*
Uroven N b* b* b* b* b*
Faktor Primér | Sm.odch. | Sm. ch. -95,00% 95,00%
Celkem 6] 6,345133| 0,607757| 0,248116 5,707331| 6,982935
Vzorek Vino pfed pouzitim PVPP | 3] 6,893300 0,132293| 0,076379| 6,564666| 7,221934
Vino po pouziti PVPP 3] 5,796967| 0,066789| 0,038561| 5,631054| 5,962880




