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ABSTRAKT

Predmétem této diplomové prace bylo stanoveni vybranych bioaktivnich latek v hroznech révy
vinné a nasledné porovnani rozdili mezi jednotlivymi vzorky. Byly analyzovany dvé¢ frakce
hroznti (slupky a duZzina se semeny) 4 odrtd révy vinné — Hibernal, Johanniter, Ryzlink rynsky
a Aurelius.

Pro stanoveni byly pouzity dvé metody: pro fenolické latky vysokotc¢inna kapalinova
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem a pro tékavé latky headspace mikroextrakce na
pevnou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem. Pro kazdou
Z téchto metod byla nejprve vybrana optimalni technika extrakce, kterd byla dale pouZzita pro
analyzu vSech vzorkl. Byla také ovéfena linearita metodou vnéjSitho standardu, pro
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem byl koeficient
spolehlivost R? v rozsahu 0,9650-0,9989, pro headspace mikroextrakci na pevnou fazi ve
spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem v rozsahu R? 0,8571-0,9999.

Ve vzorcich bylo identifikovano 63 te¢kavych a 9 fenolickych sloucenin. Z nich byly vybrany
slouCeniny charakteristické pro hrozny (20 tékavych latek a 5 fenolickych latek). Na zakladé
mnozstvi sledovanych sloucenin byly mezi sebou porovnany obé frakce hroznu a nasledné i
odrudy révy vinné. Mezi frakcemi hroznu i napti¢ odruadami byly prokazany rozdily v obsahu
vybranych latek, které mohly byt pravdépodobné zptisobeny geografickym ptivodem vzorkd.

KLICOVA SLOVA
hrozny, aromatické latky, fenolické latky, SPME, GC-MS, LC



ABSTRACT

The subject of this thesis was the determination of selected bioactive substances in grapes and
the subsequent comparison of differences between the samples. Two fractions of grapes (skins
and pulp with seeds) of 4 grape varieties - Hibernal, Johanniter, Riesling and Aurelius - were
analysed.

Two methods were used for the determination: for phenolic substances, high-performance
liquid chromatography with mass spectrometry and for volatile substances, headspace solid-
phase microextraction coupled with gas chromatography and mass spectrometry. For each of
these methods, the optimal extraction technique was first selected and then used for the analysis
of all samples. The linearity of the external standard method was also verified with a reliability
coefficient R2 in the range of 0.9650-0.9989 for high-performance liquid chromatography with
mass spectrometry and 0.8571-0.9999 for headspace solid-phase microextraction coupled with
gas chromatography and mass spectrometry.

63 volatile and 9 phenolic compounds were identified in the samples. From these, specific
compounds of grapes (20 volatile compounds and 5 phenolic compounds) were selected. On
the basis of the amount of observed compounds, the two grape fractions and subsequently the
grape varieties were compared with each other. There were differences in the content of selected
compounds between grape fractions and across varieties, which could probably be due to the
geographical origin of the samples.

KEYWORDS
grapes, aroma compounds, fenolic compounds, SPME, GC-MS, LC
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1. UvoD

Hrozny révy vinné (Vitis vinifera L.) jsou nejoblibenéjSim ovocem na svété, a tudiz jednou
nejvyznamngjsich zahradnickych plodin. PouZzivaji se pfedevsim k vyrob¢ vina, ale vyznamné
jsou i stolni hrozny a hrozny péstované na rozinky. Pro rtizné styly vina se pouzivaji rizné
odridy révy vinné. Se svou bohatou historii trvajici tisice let je vino napojem velkého
kulturniho vyznamu, a také dikazem lidské vynalézavosti. Péstovani révy vinné
se v zakavkazskych oblastech datuje do obdobi 5 000—6 000 let pt. n. 1.

Hrozny Vitis vinifera jsou nejen ovocem plnym chuti a viing, obsahuji také fadu bioaktivnich
latek, které prispivaji k chuti i potencidlnim zdravotnim uc¢inktim. Mezi tyto slouCeniny patii
napt. polyfenoly, jako je resveratrol, a flavonoidy, které si ziskaly pozornost pro své
antioxida¢ni vlastnosti a potencidlni zdravi podporujici u€inky.

Analyza bioaktivnich latek pfitomnych v hroznech a viné Vitis vinifera je nezbytna pro
pochopeni jejich slozeni, kvality a potencidlnich zdravotnich piinost. Vyuziti nékterych
bioaktivnich latek z Vitis vinifera piesahuje ramec vyroby vina. Extrakty bohaté na polyfenoly
naSly uplatnéni v rlznych primyslovych odvétvich, vcetné farmaceutického pramyslu,
kosmetiky a funkénich potravin.

Analyza té¢kavych latek v hroznech a viné hraje vyznamnou roli pfi zajiStovani pravosti a
kvality ve vinatském primyslu. Umoznuje také nahlédnout do vztahu mezi slozenim hrozna
a vlastnostmi vina. Vyuzitim jedine¢ného otisku t€kavych sloucenin, ktery je vlastni kazdé
odrid¢ hroznii, se miize zabranit pfipadnym podvodim S falSovanim ¢i nespravnym
oznacovanim produkti.

Tato diplomova prace se proto zaméfuje na mozné extrakéni metody a metody stanoveni
vybranych bioaktivnich latek hroznl révy vinné (jako moznych markert vySe zminénych
nekalych praktik producenti), v odradach: Hibernal, Johanniter, Ryzlink rynsky a Aurelius.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Réva vinna

Puvodnim divokym druhem byla tzv. lesni réva vinna (Vitis vinifera subsp. silvestris), rostouci
v &astech Evropy, Afriky a Asie, predev§im v okoli Stfedozemniho, Cerného mote a v okoli
velkych vodnich tokt (Dunaj a Ryn). Domestikovanym, celosvétové rozsifenym, pro vyvoj
vinohradnictvi dilezitym druhem je druh Vitis vinifery subsp. vinifera (syn. sativa), neboli
uslechtila réva vinna ¢i evropska réva vinna. Prvni vyskyt botanického druhu Vitis vinifera L.
byl zaznamenan jiz pfed 65 miliony let. Tato zahradnicky vyznamna rostlina je diky svému
roz$iteni a vyuziti hojné Slechténa. Z pohledu Slechténi je dobré znat i botanickou klasifikaci,
viz Tabulka 1. Réva vinna patii do ¢eledi Vitaceae Juss. a rodu Vitis L., ktery se dale déli na
dva podrody Euvitis a Muscadinia, z nichz vychazi nadale vznikajici odrady [1][2].

Tabulka 1: Botanicka klasifikace Vitis vinifera [1]

Rise rostliny (Plantae)

Podrise révnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida vy$si dvoudélozné (Rosopsida)
Rad révotvaré (Vitales)

Celed’ révovité (Vitaceae)

Rod réva (Vitis)

Podle situacni a vyhledové zpravy pro révu vinnou a vino, kterou vydalo Ministerstvo
zemé&délstvi v kvétnu 2023, byla v Ceské republice v roce 2022 réva vinna péstovana na plose
cca 17 885 ha. Tato péstitelska plocha je rozdélena do dvou vinaiskych oblasti: Cechy (697 ha)
a Morava (17 188 ha). Celkem je ve Statni odridové knize zapsdno 77 odrud, ztoho
61 mostovych odrid, uré¢enych pro vyrobu vina. Bilé mostové odrudy zaujimaji 73 % rozlohy
vinic, modré mostové odrudy pak 27 % a necelé 0,5 % tvoii stolni a podnozové odridy.
K nejhojnéji péstovanym patiilo napt. Veltlinské zelené (1 533 ha), Ryzlink rynsky (1 341 ha)
a Miiller Thurgau (1 329 ha) [3].

Podnozové odridy; Stolni odridy; (14,63) Pokusy a
(14,52) novoslechténi; (5,57)

Mostové modré
odrudy; (4733,92)

Mostové bilé odridy;
(12966,26)

B Mostové modré odridy B Mostové bilé odriidy ® Podnozové odridy = Stolni odridy  ® Pokusy a novoslechténi

Graf 1: Struktura ploch vinic v CR k 31.12. 2023 (v ha) [3]



2.2. PIWI odriady

V soucasnosti patfi mezi velmi popularni tzv. PIWI odridy. Termin "PIWI" pochézi z
némeckého "Pilzwiderstandsfihig", coz v piekladu znamena "odolny vic¢i houbam". Tyto
specifické odridy révy vinné jsou vyslechténé specialné pro svou odolnost vi¢i houbovym
chorobam, jako je pliseil révova a padli, botrytida a dalsi bézné choroby vinic. Tyto odridy si
v poslednich letech ziskaly pozornost zejména diky rostouci poptavce po udrzitelnych
a ekologicky Setrnych vinatskych postupech, a také diky snaze omezit pouziti chemickych
fungicida ve vinicich [4].

Od roky 2005 se ploch osazena témito odriidami zvétsila zhruba 32krat z 29,5 ha na celkovych
960,2 ha. Z této skupiny je v CR nejvice zastoupen Hibernal, péstovany na padé o rozloze
421 ha. Na druhém misté je odruda Solaris s plochou 177,67 ha [3].

450 | 421,21
400
350
300

— 250

g200 177,67
150
100

50 4025 3989 3494 208 2976 3104 203 1975 1551 124 107

86,09

Graf 2: Zastoupeni PIWI odrid podle osdzené plochy [3]

2.3. Morfologie a fyziologie Vitis vinifera

Podstatou moderniho vinohradnictvi je znalost morfologické stavby, fyziologie révového kete
a biochemickych pochodt probihajicich v hroznech. Tyto znalosti I1ze nasledné pienést do
praxe a na jejich zakladé uplatiiovat konkrétni agrotechnické zasahy. Rostlinu kete révy vinné
je mozné rozd¢lit na ¢ast podzemni (kotenovy systém) a nadzemni (dievnaté a zelené Casti kete)

[5].

2.3.1.Rostlina

Korenovy systéem zajistuje zivotn¢ dilezité funkce jako je upevnéni kefe v pidé, tvorba
rostlinnych hormoni, ukladani sacharidl a jinych zasobnich latek. Pfedevsim je skrze koteny
pfijimdna voda 1 Ziviny zpidy. V péstitelské praxi je réva rozmnozovana predevSim
vegetativnim zplsobem, a to pfevazné roubovanim. Kofenovy systém takto rozmnoZené
n¢kolika metri. Slouzi k ukotveni rostliny v ptidé a slouZzi k ptijmu vody ze spodnich vrstev
pudy. Vedlejsi kofeny zajistuji pfijem vody a zivin, a tim vyrazné ovliviiyji kvalitu ristu



a vyvoje celého révového kere. Oproti tomu povrchové kotfeny, také zndmé jako rosné, rostou
tésné¢ pod povrchem plidy a je nutné je pravidelné odstrafiovat, aby nedochédzelo pouze
k povrchovému zakotenéni rostliny, a tim se eliminovalo riziko nespravného vyvoje a rustu [5].

fazoch
. (zalistek)
uponek
list
letorost
slozené ocko
kvétenstvi

Cipek

tazen

korenovy kmen
Riistova stadia révy vinné:

koreny rosné I rasent
a pocdtek rustu letorostii
2 kveteni
3 nasazovdni bobuli
4 zameékani bobuli
koreny patni 5 zrani hroznu

koreny stredové

Obrdzek 1: Stavba a ristové faze keie révy vinné [6]
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Drevnaté casti vytvaii spojeni mezi kofenovym systémem a nadzemnimi ¢astmi kefe. Dfevo
obsahuje vodiva pletiva, které umoznuji rozvadéni Zzivin ve sméru od kofenti vzhuru,
ale i pfesun asimilatt, které vznikaji v listech. Podobné jako v kofenech se i v dievnatych
Castech ukladaji zasobni latky, které se vyuzivaji v zimnich stresovych obdobich nebo mezi
raSenim a kvetenim. Na podzemni ¢ast navazuje staré dievo nejéastéji ve form¢ kminku. Plodici
¢asti rostliny je jednoleté dievo, jinak znamé i jako plodné dfevo. Spojnici mezi témito celky
tvofi tzv. dvouleté dievo. Z jednoletého dieva v misté zimnich o¢ek vyrastaji letorosty, které
Vv pozdg&jsich obdobich nesou hrozny [5][7].

Na dfevu révy vinné se rozlisuji pupeny (ocka) trojiho typu: zimni, spici a zalistkova. Vzhledem
k tomu, Ze zimni pupeny obsahuji zaklad pro kvétenstvi i listy, maji nejvétsi vyznam pro rust
a plodnost kefe. Vznikaji béhem vegetacniho obdobi na jednoletém dieveé a skladaji se ze tii
¢asti (hlavni a dvou vedlejsich). Nejvice senzitivni k nizkym teplotam je hlavni ¢ast ocka, ktera
obsahuje nejvétsi nasadu pro kvétenstvi a z niz se vyviji hlavni letorost. Celkem mohou
Z jednoho zimniho pupenu vzniknout tfi letorosty. Neaktivni zarodky vedlejsich ¢asti mohou
ptrechazet na spici pupeny, které mohou rasit az v prubéhu né€kolika dalsich let. Zalistkové
pupeny se tvoii vV obdobi intenzivniho riistu v Gzlabi listh a v pribéhu vegetace z nich vznikaji
zalistky [7][8].



vvvvv r

Po kotfenovém systému druhym nejdilezitéj$im organem pro vyzivu révy vinné jsou listy,
V nichz probihd fotosyntéza. Prostfednictvim fotosyntézy tedy rostlina vytvaii latky dale
pouzité pro rist a vyvoj. Neméné dulezitymi funkcemi listd je i dychani a transpirace. Listy
rostou ve dvou svislych fadach podél vyhonkt letorostti. Dospélé listy, V porovnani S ostatnimi
organy, nesou nejvice deskriptivnich znakt pro fenotypizaci, kterou se zabyva védni obor
ampelografie. Dle kultivaru jsou listy celistvé, nebo mohou mit 3, 5, 7 ¢i 9 lalokd. Listova ¢epel
je protkana siti cévnich svazkia (zilnatina), obvykle s 5 hlavnimi zilkami, a jeji okraje jsou
zoubkované. Na horni strané ¢epele je epidermis na povrchu pokryta voskovitou kutikulou. Pod
nimi se nachdzi fotosyntetizujici, na chlorofyl bohata, vrstva palisidového parenchymu.
Dalsich n€kolik vrstev tvoii houbovity parenchym, ktery zprostiedkovavad vymeénu plyna
a vody. Ve spodni strané ¢epele se na rozdil od té horni vyskytuji praduchy a listové trichomy,
dulezité pro transpiraci. Podrobné&jsi morfologie listu je zobrazen na Obrazku 2 [5][9].

Rapik nebo kvétni stopka

Levy horni boéni lalok —————— —— Pravy homni lalok
Rapikovy vykrojek
Levy horni boéni vykrojek —— ~——— Pravy homi bo¢ni vykrojek
Sekundarni zilka
Zub——
Vroubkovani Hlavni Zilka
Koncetina ~—— Okraj
Levy dolni bo¢ni vykrojek —————7— +——————— Pravy dolni bo¢ni vykrojek

Levy dolni bocni lalok

Pravy dolni boéni lalok

Dolni lalok (terminalni lalok)

Obrazek 2: List révy vinné podle Mazadeho [10]

Vitis vinifera ma kvétenstvi typu lata se samospra$nymi, oboupohlavnimi kvéty, které tedy
obsahuji soucasné samic¢i (pestikovy) i saméi (tyCinkovy) kvét. Pouze ze 20-50 % kvéti
se V konecné disledku vyvine bobule, pficemz jedno kvétenstvi se sklada cca ze 100-300
kvétt. Teplotni optimum pro kveteni se pohybuje mezi 20-30°C. Naopak negativni vliv na kvét
révy vinné ma destivé pocasi, pti kterém muze dochazet k infekci Sedou hnilobou (Botrytis
cinerea) nebo smyvani pylu. Také extrémné suché a vétrné klima zhorSuje opyleni, kvili
osychani blizny. Pro révu vinnou je charakteristicky atypicky zptsob otevirani kvétu, a to
odpadnutim ¢asti korunky, tj. Cepicky, po jejim vyzdviZeni ty¢inkami a odtrzeni zakladu platki
od kvétniho lazka [5][8].

2.3.2. Hrozen a vyvoj bobule

Z kvétenstvi jeho oplozenim vznika hrozen. Ttapina je kostrou kvétenstvi i hroznu a ve fazi
sbéru tvoti 3-7 % celkové hmotnosti hroznu. Nejdelsi vétvena ¢ast je pateti, na kterou jsou
véazana krat§i vétveni nazyvana stopecky, na jejich koncich jsou bobule. Tvar hroznu je,
podobné¢ jako tvar listu, ampelografickym znakem [11].
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Z pohledu vyroby vina se bobule hroznu sklada ze tii hlavnich ¢asti: slupka, duzina a semena,
ptfic¢emz majoritni ¢ast bobule je tvoiena duzinou. Semena jsou obklopena oplodim (perikarp),
které obsahuje tfi druhy pletiv: tzv. exokarp (slupka), mezokarp (duzina) a pletivo obklopujici
semena neboli endokarp. Samotnou slupku tvofi kutikula, epidermis a hypodermis. Vyznacuje
se niz§im obsahem cukrl a vy$§im obsahem kyselin, nemén¢ dtlezity je vyskyt sekundarnich
metabolitl. U odrid zvanych barviiky jsou antokyanova barviva obsazena rovnéz v duzing.
Obecné se v duziné nachazi cukry (prevazné glukoza, fruktoza), kationty drasliku, vapniku,
sodiku a zinku, organické i anorganické kyseliny a sekundarni metabolity. Mezi odriidové
charakteristiky patii také morfologie semen. Jejich pocet a velikost se odvijeji od mnoha faktort
napft. stanovisté a ro¢niku [5][12].

bod
prasknuti

1. vnitini zé6na
cukr
stopka_j kyselina jablecna
prepazka Ng cévni svazky -
hlavni b s
vedlejsi 2. stredni zona
periferni sit cukr . o
semeno kyselina vinna
\, ‘R embrio =
N\ testa
\ endosperm 3. vnéjsi zona
s trpkost
endokarp kyselost
mezokarp S—
cévni sit’ exokarp draslik
kutikula oxydazy

Obrazek 3: Morfologie bobule révy vinné [5]

Pfi vyvoji se méni vlastnosti bobule, jako je velikost, slozeni, barva, textura, aromaticky
i chutovy profil. Vyvoj bobule probiha ve dvou po sobé jdoucich obdobich (obdobi ristu
a zrani), které jsou oddé€leny fazi pomalého ristu tzv. ,lag fazi“. Cely tento proces lze popsat
dvojité esovitou rastovou kiivkou. Prvni rustova faze trva cca 60 dni po odkvétu a dochazi
k tvorbé bobule a semen. Bun&cné déleni je v prvnich tydnech rychlé, postupem ¢asu zpomaluje
a na konci prvni faze je ustalen finalni pocet bunék bobule, které se nadale pouze vyviji.
Na konci ,,lag faze* je kratké obdobi S nazvem ,,veraison®, kdy je zahajeno shromazd’ovani
cukru a také antokyanovych barviv u Cervenych odrid. Aromatické slouceniny a jejich
prekurzory jsou syntetizovany koncem posledni vyvojové faze. Obdobi od ,,verasion“ je dale

charakteristické zvysenim mnozstvi kyseliny abscisové, jakozto hormonu podporujiciho
dozravani bobuli [12][13][14].
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2.4. Voda a mineralni latky

Voda je neoddélitelnou slozkou rostlin a jinak tomu neni ani u révy vinné. Takika 99 %
zZ celkového mnozstvi tohoto vyznamného rozpoustédla obsazeného v mostu, je pfijimano skrze
kofenovy systém. Hromadénim vody v bobulich dochazi ke zvétseni jejich objemu. Tento rust
je dle nékterych hypotéz regulovan pomoci pozitivniho gradientu celkového vodniho
potencialu mezi bobulemi a zbylymi organy rostliny. Pfi¢emz tento gradient souvisi
S transpiraci a osmotickym gradientem. AvSak piezravanim hroznti dochazi k ubytku vody
odparem ¢i nasledkem napadeni plodu uslechtilou plisni Botritis cinerea [5].

| pres relativné vysoky obsah sacharidt (primérné 15-18 g na 100 g bobuli), a tedy pfiblizné

27 kJ na 100 g bobuli, jsou hrozny z nutriéniho hlediska dobrym zdrojem napf. manganu
(3 % denni doporucené davky (RDA)), drasliku (11 % RDA) a vitamint Bs (3% RDA),
B1 (6% RDA) aC (3% RDA). Zastoupeni a mnozstvi mineralnich latek je vyznamné
ovlivnéno ptdou, klimatickymi podminkami, vyzivou kefe atd. Celkové ovliviwuji fyziologické
déje, kvalitativni a organoleptické vlastnosti mostu a vina. Nejvyznamnéjsi makroprvky
a n¢které mikroprvky (K, P, S, Mg, B, Fe, Cu...) se akumuluji postupné v prubéhu vyvoje,
nejintenzivngji pak pii zamékani bobuli. Jednémi z nejprozkoumanéjSich jsou draselné
kationty, které se v hroznech nachazi nejhojnéji. Hraji dilezitou roli v procesu regulace
membranového potencialu bunék, regulace pH. Také ovliviuji aktivitu nékterych enzymu,
programovanou bunéénou smrt a starnuti atd. Bobule mohou pfi skliziiové zralosti obsahovat
pies 5 mg draselnych ionti na 100 g bobuli a 60 % z toho je ulozeno v mezokarpu, zbytek je
rozdélen mezi exokarp a semena [5][15][16].

2.5. Primarni metabolity hroznt

Sacharidy jsou primarni metabolity, pficemz zastoupeni jednotlivych cukrii je dano genotypem,
zatimco koncentrace se méni vyvojem, ptsobenim prostredi a vinaiskych postupti. Naptiklad
Shirashi a kol. [17] v roce 2010 analyzovali sloZeni bobuli stolnich hroznd ruznych kultivart
z Evropy, Severni Ameriky a Japonska se zastoupenim vzorka: 57 Vitis vinifera
a 72 V. labruscana x V. hybridy vinifera. Na zakladé¢ poméru glukoza/ (fruktéza + sachardza)
identifikovali dva typy hroznl: akumulujici hex6zy v poméru > 0,8 a akumulujici sacharézu,
u nichz byl dany pomér < 0,8. Kultivary Vitis vinifera akumuluji pouze stopova mnozstvi
sacharozy a v dob¢ zralosti je pomér mezi glukézou a fruktézou piiblizné roven 1. Syntéza
cukrii je neodmyslitelné spjata s prubéhem fotosyntézy, jakozto zakladnim fyziologickym
d&jem. Jsou tvofeny v listech a nasledné jsou transportovany do bobuli. V hroznech jsou
ptitomny kromé glukdzy, fruktézy a sachardzy i rafindza, maltdza, galaktdza, arabindza
a xyloza. Jejich mnozstvi v bobulich hroznu je vSak velmi nizké [12][18].

Dulezitym kvalitativnim znakem pii sklizni je acidita bobuli. Ta je zavisla na poméru
koncentraci organickych kyselin ve formé volné a ve formé jejich draselnych soli, ktery
se v prub¢hu zrani zvySuje. Kyseliny vinna a jable¢na tvoti 70-90 % celkového obsahu
organickych Kkyselin v bobulich. Po ,verasion® za¢ina obsah organickych kyselin klesat.
Vyjimkou je kyselina vinna, jejiz hladina zistava po celou dobu procesu zrani pfiblizné stejna.
Ve zralych bobulich bylo popsano rozmezi kor-entraci vinani mezi 4,0-9,4 g1, z toho 5-
40 % tvori kyselina vinna. Koncentrace jablecnanti se pohybuje obvykle mezi hodnotami 1,5—
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6,8 g-I"%, pricemz 30-70% ¢&ast je tvofena kyselinou jableénou. V malych koncentracich bylo
v mostu identifikovano na 18 kyselin, napt. kyselina citronova, askorbova, galakturonova,
pyrohroznova a oxoglutarova. Mezi faktory, které ovliviiuji obsah a spektrum kyselin, patii
predevsim klimatické podminky prostiedi [11][19].

2.6. Sekundarni metabolity hroznu

Sekundarni metabolity jsou slouceniny produkované rostlinami, které se pfimo nepodileji na
rustu, vyvoji nebo reprodukci, ale hraji dilezitou roli v obrannych mechanismech, interakcich
s zivotnim prostiedim. Hrozny révy vinné jsou bohatym zdrojem sekunddrnich metabolitt,
Z nichz mnohé ptispivaji k chuti, barvé a zdravotnim uc¢inkiim vina.

Tékavé organické slouceniny prispivajici ke kvalité vina jsou produkovany nejen pii procesu
fermentace ¢i béhem zrani vina, velka ¢ast je pfitomna uz v samotnych hroznech a kvaSenim
prochazi nezménéna nebo jen s drobnymi zménami. Tyto latky vytvaiejici typické odridové
aroma jsou obecné pritomny V mosStech a vinech mnoha odrid. Charakteristické aroma
jednotlivych odrud tedy neni tvofeno pfitomnosti jedné nebo nékolika vybranych latek,
ale jejich kombinaci. Bobule hroznu postradaji ve své anatomii struktury pro uskladnéni
lipofilnich tékavych organickych latek, a ty jsou proto skladovany jako ve vodé rozpustné
aromatickych a chutovych sloucenin jsou organické kyseliny, proantokyanidiny (taniny),
terpenoidy (monoterpenoidy, seskviterpenoidy a Cis norisoprenoidy) aruzné prekurzory
aromatickych aldehydu, esterd a thiolt. Skupiny tékavych latek jsou blize charakterizovany
v Tabulce 2 [20][21][22].

Tabulka 2: Charakteristika chemickych tiid tekavych sloucenin ve vinech podle Carmen Gonzdlez-
Barreiro a kol. [21]

Nestalé tiidy Podtypy Nuance pivodu a viné

e Z hroznu
e Rostlinny charakter — paprika, chilli,

Pyrazin
y y fazole, mrkev, brambory, arasidy,
peceny jeCmen
e Obecné pochazeji z hroznli
T aii Monoterpeny: e Mohou byt produkovany nékterymi
) crpeny V,Zm Lz uhlovodiky, alkoholy, kvasinkami a plisnémi
izoprenovych .
adnotek aldehydy, ketony, estery: (ale ne Saccharomyces)
J 3 volné nebo vazané (jako | e Senzoricky lze detekovat pouze volné
monoterpeny (C10) .
& vvE glykosidy) terpeny
vyl e Ovocné/kvétinové aroma
terpeny (>C10) . . ., .
Vyssi terpeny (vCetné e Pochazeji z rostlin
derivath naftalenu) e Ovocné a palivové znaky
e Syntetizuji se metabolismem
Derivaty kyseliny aromatickych aminokyselin
Sikimové e Pochazi z rostlin, mikrobu

a dubovych sudt
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Tabulka 2—pokracovaini: Charakteristika chemickych trid tékavych sloucenin ve vinech podle Carmen
Gonzalez-Barreiro a kol. [21]

Nestalé tridy Podtypy Nuance piivodu a viiné
5- 1nebo 6- dlenné Pochézej’i z hrozonﬁ, mikrobt
o .. a dubovych sudi
Laktony cyklické slouceniny L, ,
obsahuiici kvslik Typicky charakter: cukrova vata,
! Y sladkosti, ovoce, kokos, maslo
Alkohol: ethanol nebo
alkohol z degradace .
. .g . Kratky fetézec: ovocny, kvétinovy
aminokyselin, purinu . ] ,
2 ovrimidinu Dlouhy fetézec: parfém, mydlo
Py . . NiZz8i koncentrace: ovocny, kvétinovy
Kyselina: kyselina .
Estery Vyssi koncentrace: parfém

octova nebo kyselina
z degradace
aminokyselin nebo
biosyntézy mastnych
kyselin

Priklady: ethylacetat (odlakovac),
ethyl laurat (mydlo), isoamyl acetat
(banan), fenethyl-acetat (rizovy olej)

Vyssi alkoholy

Vznikl¢ degradaci
aminokyselin
nebo biosyntézami

Pavodcem jsou vétSinou
mikroorganismy nebo rostliny

Kyseliny

Z rostliny nebo mikrobti
Kyselost

Charakteristické aroma: zluklé
(kyselina maselnd) nebo Stiplavé
(kyselina octova)

Fenolické
slouc¢eniny

Flavonoidy
a neflavonoidy

Rostlinného ptivodu

Mohou byt mikroby pfeménény na
vinylfenoly (kaz vina)

Horkost, sviravost

Slouceniny
obsahujici siru

Sulfidy

Sirovodik (shnilé vejce),
dimethylsulfid (zeli, konzervovana
kukufice) dimethyldisulfid (Skeble)

Thioly

Methanthiol (kaucuk), ethanthiol
(cibule, kaucuk, skunk)

Sulfoxidy

Dimethylsulfoxid (plast, pryZova
hadice)

Thio alkoholy

Merkaptoethanol (st4j)
thiomethylbutanol (Cesnek, pazitka)

methionol (syrové brambory, sdja)

14



2.6.1. Terpeny

Terpenoidy a isoprenoidy tvoti velkou tfidu rostlinnych produktt. Patii do ni nejméné 40 000
riznych sloucenin s riznym typem struktury (napt. monoterpeny, diterpeny...). Obecné zaklad
molekuly tvofii uhlikovy skelet s rozvétvenym fetézcem a jednou ¢i vice funkénimi skupinami.
Terpenoidy se odvozuji z kondenzace dvou pétiuhlikatych jednotek, isopentenyl-difosfatu
(IPP) a dimethyldifosfatu (DMAPP), pficemz existuji dva rtzné zplsoby vzniku téchto
prekurzort (draha mathylerythritol-4- fosfatu nebo cestou kyseliny mevalonové [23].

V rostlinach jsou soucasti fytohormonu a fotosyntetickych pigmentd a stabilizuji strukturni
slozZky membran. JakoZto sekundarni metabolity hraji velkou roli ve fyziologickém systému
rostlin a podileji se na obrané pied bylozravci, patogeny i biotickymi a abiotickymi stresory.
Zaroven diky svym ovocnym a kvétovym viinim lakaji opylovace, a druhy Zivici se semeny,
¢imz zlepsuji schopnost pieziti druhu [23].

Terpeny jakozto odriadové slouceniny byly a jsou v hroznech Vitis vinifera rozsahle studovany.
Bylo identifikovano na 40 terpent, které se mohou vyskytovat jako uhlovodiky, alkoholy,
ketony ¢i estery a maji vzajemné synergicky ucinek. Tato skupina latek se vyrazné podili na
ovocné (citrusové) a kvétinové vini. Rada z nich ma vsak spise zapach podobny pryskyfici
napf. o-terpinen, p-cimen, myrcen a farnesol. K latkam nejvice vonicim patfi monoterpenové
alkoholy, zejména linalool, a-terpineol, nerol, geraniol, citronellol a hotrienol. Struktury
vybranych terpent jsou zobrazeny na Obrazku 4. Mnozstvi i slozeni téchto slou¢enin se 1isi
v ruznych ¢astech hroznu. Vyss§i koncentrace, napi. geraniol a nerol, se nachazi ve slupce nez
v duzin¢ a $taveé. Monoterpeny jsou piitomny jak v hroznech, tak ve vinech, avsak pirevladaji
zejména V odridach Muskatu a Ryzlinku rynského [20][21].

g HsC_ OH Lol
&
OH | 2
CH3™ "CHs H;C™  "CHs CH3 OHCH3

Obrazek 4: Strukturni vzorce terpenii, v poradi zleva: citronellol, a-terpineol, linalool

Terpenové glykosidy se vyskytuji v hroznech ¢astéji nez volné terpeny, relativni pomér téchto
dvou forem zavisi na odridé. Aromatické odridy (napt. muskatové) maji nejvyssi koncentrace
terpenovych glykosidl, které jsou pfi vyrobé vina, béhem fermentace hydrolyzovany na volné
t€kavé terpeny za pomoci kvasinkovych glykosidaz a za podminky kyselé fermentace
(pH - 3,5) [21].

C13-Norisoprenoidy jsou odvozeny z karotenoidii a jsou pfitomny pouze ve stopovych
mnozstvich. I pfes jejich velmi maly obsah v hroznech, tato riiznoroda skupina aromatickych
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latek md velmi nizky senzoricky prdh (napf. 700 ng-1™ pro B-ionon a 200 ng-l* pro B-
damascenon), a tim pfispivaji k aromatickému potencialu mnoha odrud (Sauvignon Blanc,
Chardonnay). Podobné jako monoterpeny mohou byt pfitomny jako netékavé glykosidy, které
hydrolyzuji v prubéhu fermentace a skladovani. Chemicky norisoprenoidy tvoii dvé formy:
megastigmany (B-damascenon, B-ionon, 3-0xo-a-ionol, p-damaskon a 3-hydroxy-p-
damaskon...) anemegastigmany, kam patii TDN (1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen)
s charakteristickym zapachem po petroleji, TPB (( E )-1-(2,3,6-trimethylfenyl)buta-1,3-dien)
s aroma zelené ¢i posekané travy, aktinidioly a vitispiran, které svou vini pfipominaji kafr [21].

2.6.2. Methoxypyraziny

Jedna se o 3-alkyl-2-methoxypyraziny, které hraji dilezitou roli v aroma odrad Vitis vinifera.
Strukturné jsou to dusikaté heterocyklické produkty vychazejici z metabolismu aminokyselin.
Vychozi aminokyselinou pro biosyntézu je leucin, ktery je nejprve preveden na leucinamid.
Amid reaguje s 1,2-dikarbonylovou slouceninou, pficemz vznika pyrazinova forma. Ta je
Vv poslednim kroku metylovana na methoxypyrazin [11].

Mezi nejvyznamnéjsi slouceniny této kategorie, z hlediska jejich potencialniho vlivu na chut’
vina, patii 3-isobutyl-2-methoxypyrazin (IBMP), 3-secbutyl-2-methoxypyrazin (SBMP) a 3-
isopropyl-2-methoxypyrazin (IPMP). Obsah methoxypyrazini (MP) se v raném vyvojovém
stadiu hroznt zvySuje a vV pribéhu dozravani opét snizuje, pii¢emz byla zjisténa dobra korelace
mezi rozkladem kyseliny jable¢né a IBMP. Tento jev podporuje expozice svétla, které ptisobi
dvéma protichudnymi G¢inky: V nezralych hroznech podporuje biologickou syntézy MP
a ve zralych hroznech naopak indukuje jejich fotorozklad [21][24].

2.6.3. Thiolové slouc¢eniny

Nekteré thiolové slouceniny prispivaji k buketu bilych i ¢ervenych vin. Mezi tyto latky patii
napi. 4-methyl-4-sulfanyl-pentan-2-on (4MSP), 4-methyl-4-sulfanyl-pentan-2-ol (4MSPOH),
3-sulfanylhexan-1-ol (3SH) a 3-sulfanylhexylacetat (3SHA). Zejména 4MSP, 3SM a 3SHA
byly identifikovany ve vinech odrud Ryzlink, Petit Arvine, Merlot, Cabernet Sauvignon a jsou
vyznamné pro jejich odridové atributy. V hroznech V. vinifera se v§ak nachazi pouze ve form¢
svych cysteinylovych a glutathionylovych prekurzort bez zapachu [25].

Mechanismus biosyntézy S-cysteinu a S-glutathionu v révé neni dosud zcela objasnén. Vybrané
konjugaty S-cysteinu mohou vznikat rozkladem konjugatd S-glutathionu, ucastnicich
se detoxika¢niho systému rostlin. U odrady Sauvignon Blanc byl prokazan vys$si obsah
Vv burikach slupky hroznu, které maji velké vakuoly. V mostu je obsazeno jen nékolik miligramti
na litr prekurzord, ackoliv koncentrace vys§i nez 100 pg:I* byly zjistény u konjugatt Cys-3SH
a Glu-3SH. Vyse uvedené senzoricky aktivni slouceniny vznikaji z konjugatt pisobenim
kvasinkové B-lyazy v procesu fermentace. Jejich mnozstvi ve vysledném viné pak zavisi na
obsahu prekurzori v hroznech, ale také na kmeni pouzitych kvasinek [25].

2.6.4.Fenolické slouc¢eniny

Mnozstvi fenolickych latek se miize vyrazné liSit mezi riznymi odriidami, ale i v jednotlivych
¢astech hroznu. Tyto latky se vyrazné podili na barvé a chutovém profilu bobuli a vina z nich
vyrobeného. Zajimavé jsou také jejich antioxidacni vlastnosti. Podle rozdili v uhlikatém
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skeletu lze tuto skupinu rozdélit do dvou kategorii na flavonoidy a neflavonoidy. Piehled
fenolickych latek a rozsah jejich zastoupeni podle Flanzy je uveden v Tabulce 4 [26][27].

Tabulka 3: Prehled fenolickych latek v hroznech dle Flanzy [26]

Flavonoidy

Antokyany

Slupka: 0,5-4,0 g na kg hroznu

Taniny — flavanoly
(katechiny a proantokyanidiny)

Semena: 1-8 g na kg hroznu
Duziny: 1-80 mg na kg hroznu
Slupka: 0,3-3 g na kg hroznu
Ttapina: 0,03-0,4 g na kg hroznu

Flavonoly

Slupka: 10-100 mg na kg hroznu

Flavanonoly

Slupka: 0-10 mg na kg hroznu

Ttapina: 0—-35 mg na kg hroznu

Neflavonoidy
Stilbeny Slupka: 0-20 mg na kg hroznu
Semena: 0-35 mg na kg hroznu
Slupka: 60-800 mg na kg hroznu

Hydroxyskoficové kyseliny

Zakladni strukturu flavonoidii tvoti difenylpropanovy skelet (C6-C3-C6). Dle modifikaci na
centralnim uhlikovém kruhu mtizeme tuto skupinu dale rozdélit do tiid na flavonoly (viz
Obrazek 5), flavony (napt. apigenin), flavan-3-oly (napt. (+)-katechin, (-)-epikatechin),
flavanony (napi. taxifolin) a antokyanidiny (kyanidin a malvidin). Skupina neflavonoidu
zahrnuje tiidy: C6-C1 fenolové kyseliny (napf. kys. gallova), C6-C3 hydroxyskoficové
kyseliny (kavova a p-kumarova kyselina) a jejich konjugaty a polyfenolické C6-C2-C6 stilbeny
(napt, trans-resveratrol). Celkovy profil fenolickych latek v hroznech je ovliviiovan odradou,
vynosnosti rostliny a dalsimi vnéjsimi vlivy [27].

Flavonoly R1 R2 R3
Kaempferol H H H
Kvercetin OH H H
Myricetin OH OH H
Isorhamnetin OCH, H H

Obrazek 5: Struktura flavonolu (V hroznech jako glykosidy, kde R3 je glukéza, galaktéza nebo
kyselina glukuronova)[28]

Antokyany jsou slouceniny odpovédné za barvu hrozni a potazmo i vina. Jejich obsah
se pouziva jako tzv. otisk prstu pro charakterizaci jednotlivych kultivard, které se mohou
v mnozstvi antokyant lisit. Ve Vitis vinifera se vyskytuji 3-monoglukosidy téchto péti
antokyanidint: delphinifin, kyanidin, petunidin, peonidin a malvidin. Zakladni struktury
monoglukosidil jsou zobrazeny na Obrazku 6. U velkého mnozstvi kultivarti Vitis vinifera jsou
dominantnimi antokyany derivaty malvidinu. VétSina antokyand se neslucuje s organickymi
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kyselinami, vyjimku tvofi napfiklad p-kumaroylové derivaty. Akumuluji se témét vyhradné ve
slupce, u vybranych kultivard se mohou vyskytovat i Vv dalSich pletivech napt. v duziné ¢i
stonku [12].

Antokyanidin-3-

Glukosidy R1 R2
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCH, H
Petunidin OCH, OH
Malvidin OCH, OCH,
o (@] OH
)LCH3 \ OH \ OH
R3 -acetyl -p-kumaroy! -caffeoyl

Obrazek 6: Antokyany obsazené v hroznech [28]

Biosyntéza vétSiny kondenzovanych tanini, a také hydroxyskotficovych kyselin, flavond,
flavonoli a antokyand, probiha pomoci fenylpropanoidni drahy. Obecné jsou taniny obsazeny
ve stoncich, slupkach, duziné¢ i semenech, ale jejich koncentrace muze byt odlisna
Vv jednotlivych ¢astech, a také v jednotlivych odridach. Napiiklad kondenzované taniny slupky
piredstavuji cca 3—100 mg na g susiny bobuli a skladaji se z velké ¢asti z (-)-epikatechinu, dale
(-)-epigalokatechinu, (-)-epikatechin-3-O-galatu a (+)-katechinu. Kondenzované taniny a jejich
meziprodukty proantokynidiny jsou oligomery a polymery flavan-3-olu. Monomerni jednotky
flavan-3-olu se béZzn¢ nazyvaji katechiny [29][30].

Skupina hydrolyzovanych taninii se déli na gallotaniny a ellagitaniny, podle kyseliny gallové
a ellagové ziskané po hydrolyze. Zakladem byva nejcastéji molekula glukdzy, méné Casto pak
kyseliny Sikimova ¢i chinoova, které jsou esterifikovany az péti jednotkami kyseliny gallové.
Ty se mohou vzajemné vazat, ¢imz vzniknou jednotky Kyseliny haxehydroxydifenové.
Piipadné muze kysela ¢ast kys. gallové hydrolyzovat za vzniku jednotky kyseliny ellagova
a mohou se tedy vytvaret ellagitaniny, které se bézn¢ nachazi v ovoci, semenech, dubovém
dieve, kde se nejhojné&ji vyskytuji latky castalagin a vescalagin [29][30].

Nejhojnéjsi tiidou ne-flavonoidi jsou hydroxyskoricové kyseliny, které se v hroznech nachazi
spole¢né s taniny a antokyany v hypodermalnich bunkach a soucasné i duziné boule. Téméf
vyhradné se nachazi ve formé trans izomeru, jejich cis forma se objevuje pouze minoritné.
V reakci na napadeni houbami nebo pii expozici vysokym hladinam UV zafeni jsou v malém
mnozstvi produkovany i stilbeny a jim piibuzné viniferiny [28].
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2.6.4.1. Biosyntéza terpenoidit a fenolickych ldatek

Vsechny rostlinné fenoly maji pocatek svého pivodu v kyseling Sikimové, které vychazi
z meziproduktu pentézového cyklu (erytréza-4-fosfatu) a fosfoenolpyruvatu z glykolyzy.
Pro vznik aromatického kruhu je dulezita kyselina chorismova, ze které se postupné vytvari L-
fenylalanin. Ten je za pomoci enzymu fenylalanindeaminazy transformovan na kys. skoticovou
a nasledné kumarovou. Claisenovou kondenzaci 4-kumaroyl-CoA a tii molekul malonyl-CoA
vznika dalsi fenolovy kruh. Plisobenim dalSich enzymt vznika chalkonova struktura, ta se méni
dale na flavanon-3-oly odvozené od naringeninu, které jsou prekurzory antokyanidint [31].

glukoza

3x acetylkoenzym leucin, valin

l |

3x hydroxy-3-metylglutaryl-CoA <———— f-metylglutaryl-CoA

mevalonat

t/ ATP

mevalonat-5{P)
l, ATP
dimevalonat{P)
€O, HO

izopentenylpyrofosfat (IPP) =——> dimetylalalypyrofosfat (DMAPF)
I

geranylpyrofosfat (GPP) & ¥ nerylpyrofosfat (NPF)
A |
farnesylpyrofosfat (FPF) acykdické monoterpenoidy (C10) cyklické monoterpenoidy {C10)
o— PF l l
seskviterpeny myrcen, geraniol a-terpineol, limonen
(€15) skvaleny (C30) l
PP l cymen, terpinen
\ nerol, linoleol, citronelol ’
steroidy
,, |

geranylgeranylpyrofosfat (GGPF)

/_ GGPF

diterpeny l
(c20)

geranial, citronelal

» fytoeny (C40) ———— vitamin A, karotonoidy

v
polyprenoidy

Obrazek 7: Draha syntézy terpenoidii [11]
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V prvni fazi syntézy terpenoidnich latek je prostfednictvim izoprenoidni drahy z glukozy,
¢i aminokyselin ~ valinu a leucinu, vytvofena zakladni izoprenoidni jednotka
izopentenylpyrofosfatu (IPP). Pomoci izomerazy je IPP preménén na dimethylallyl- pyrofosfat
(DMAPF). Anteroposteriorni  kondenzaci IPP a DMAPF vznikd desetiuhlikaty
geranylpyrofosfat (GPP), ze kterého nékolika riznymi cestami vznikaji acyklické a cyklické
monoterpeny nebo kondenzovangjsi terpeny. Cela draha biosyntézy je schematicky znazornéna
na Obrazku 7 [11].

2.6.5. Alkoholy a aldehydy

Aromatické alkoholy vznikaji béhem zrani a vykazuji odridovou specifitu. Charakteristické je
pro né tzv. ,,zelené” aroma, pfipominajici Cerstvé posekanou travu. Alkoholy a aldehydy ve
vinech vznikaji predev§im pii kvaseni, proto je jejich obsah V Cerstvych bobulich maly.
Alkoholy jsou charakteristické pro pozdni faze vyvoje bobuli, pficemz dominuji alifatické
Sestiuhlikaté molekuly, které,a stejné jako aldehydy, navazuji na lipogenoxygenazovou drahu.
Z tady aldehydu se jedna piedevsim o hexanal a E-2-hexenal a z fady alkoholt konkrétné o 1-
hexanol, Z-3-hexenol a E-2-hexenol [32][33][34].

2.7. Vnéjsi faktory ovliviiujici obsah tékavych latek

Kvalitu hroznového aroma ovliviiuje mnoho vngjsich faktord, jako napt. agronomické techniky,
puda, slune¢ni svit, pocasi, vodni stres atd. Podrobné&ji budou tyto a dalsi faktory rozebrany
Vv nasledujicich kapitolach [35].

2.7.1. Vliv mista

Francouzsky termin terroir v sob¢ zahrnuje topografické, agropedologické i1 klimatické
podminky prostiedi. Porozuméni terroiru a jeho vlivim napomaha vinaifim k produkci
kvalitnéj$ich hroznii a téz K racionalnimu rozsifovani vinaiskych oblasti.

Pii péstovani na ptidach, které maji dostateCny obsah zivin, dochazi k omezeni vegeta¢niho
rustu, naopak vyuziti metaboliti fotosyntézy ke zrani plodl, coz podporuje tvorbu chutovych
slouc¢enin. Pidy s malym mnozstvim zivin byvaji obvykle vice porézni, proto miize nastavat
obdobi slabého vodniho deficitu, které muze ovlivnit mikroklima v okoli révy. Nasledkem
dobré drenaze také muze dojit k urychleni pocatku jarniho rastu, omezeni praskani ploda pti
vydatnych destich, potazmo zlepSeni odolnosti viuéi plisnovym a bakterialnim infekcim.
Obecné je znamo, Ze jilové a vapencové pludy 1épe zadrzuji vodu, coz miiZze u nékterych odrad
(napi. Merlot a Cabernet Sauvignon) wvést k vyssim koncentracim methoxypyrazind
ve vyslednych vinech. Coelho a kol. ve své studii [36] uvadi, ze koncentrace odridoveé
typickych slouc¢enin (monoterpent, seskviterpenti a norisoprenouidi C13) ve vinech,
produkovanych na vapenaté jilové pudé¢, byla az dvakrat vyssi nez u vin péstovanych na
jilovych nebo piscitych pudach [20][21].

N 24

chladné;si klimatické podminky pozitivné plisobi na rozvoj a udrzeni typického hroznového
aroma a ovocné acidity. Hrozny péstované na teplejSich pudach, kde dozravaji diive, napf.
v udoli feky Rhony, se vyznacuji vysokymi koncentracemi f-damascenonu a geraniolu, kdezto
hrozny péstované na chladnéjsich pidach (dozravaji pozd¢ji) maji podle Sabon a kol. nizsi
mnozstvi f-damascenonu, ale jsou bohatsi na f-ionon. S vétsi nadmotskou vyskou stoupa riziko
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poskozeni trody v disledku mrazu a kratsiho vegetacniho obdobi. Je proto vhodné pro vysadbu
volit svahy, ¢i mista v blizkosti vodni plochy [37].

2.7.2.Vliv pouzitych péstebnich postupt

Ve vinohradnictvi se pouziva mnoho postupt a technik, které ovliviiuji aromaticky profil bobuli
napf. zptistupnénim hroznu pro dopad sluneéniho zafeni atd. Mnozstvi ptisobiciho zafeni totiz
neni zavislé pouze na lokalité vinice, ale i na zpsobu jejiho vedeni, kdy vinaf mize ovlivnit
celkové procento listové plochy, a tim schopnost révy efektivné fotosyntetizovat. Pisobeni
piimého slune¢niho zafeni muze vyvolat stresové stavy, Vv dusledku zvySeni teploty
a dehydratace. Vyvolava vsak i ptiznivé zvySeni mnozstvi karotenoidi, jakozto prekurzord
C13-norisoprenoidt, souc¢asné zvysuje i hladinu terpenovych a fenolovych glykosidi. Naopak
neprospiva methoxypyrazinim, kvuli jejich citlivosti na svétlo [21][35].

Hnojeni ptdy dusikem mize vést k bujnému rustu révového ketfe a nachylnosti k napadeni
rostliny Sedou hnilobou. ZvysSeny piisun dusiku napf. u odridy Sauvignon Blanc piispél
k vyssimu obsahu cysteinovych prekurzorti v mostu. Dusik Ize aplikovat hnojenim do pudy,
piipadné posttikem na listy, a to zejména pokud se podava spole¢né se sirou [38][39].

Jednim z nejproblematictéjSich faktord vinohradnictvi je bezesporu ochrana révy proti
houbovym chorobam (napt. padli). V dnes$ni dob¢ jiz existuje fada nechemickych piistupt,
které¢ dokdzi minimalizovat vyskyt téchto chorob. Nadale vSak nejucinnéjSim zplisobem
prevence zustava profylakticka aplikace fungicidu, ktera vSak s sebou nese nékteré nezadouci
ucinky. Jednim z nich je pretrvavani rezidui fungicidi v hroznové §tavé a vinech. Jedna se
pouze o stopova mnozstvi 1 ta vSak maji jisté toxikologické nebezpeci, a také ovlivituji aroma
[40].

2.8. Metody extrakce bioaktivnich latek

Vzhledem k zaméfeni prace jsou v této kapitole stru¢né popsany rtzné metody extrakce,
pouzitelné pro zisk té€kavych latek z vina/hroznt. Jako extrakce se oznacuje separaéni technika,
ktera vyuziva rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu, jako je t€kavost, rozpustnost
¢i schopnost absorpce na konkrétni material. Podle toho, kterou z danych vlastnosti technika
vyuziva, je lze rozdélovat, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.5 [41].

Extrakce je velmi Casto nedilnou soucasti pfipravy vzorku pied analyzou. Spravna volba
postupu piipravy muze pozitivné ovlivnit spolehlivost a pfesnost analyzy, zejména pokud
se vybrané latky nachazi ve slozitych matricich a v malych koncentracich [41].

Tabulka 4: Rozdéleni extrakcnich metod dle viastnosti analytii [41]

Rozpustnost | kapalina-kapalina (LLE); extrakce na pevné fazi (SPE)...

Tékavost Destilace; head space (HS)...

Absorpce Mikroextrakce na pevnou fazi (SPME); dynamicka extrakce v pevné fazi
(SPDE)...

Obecné Siroce pouZivanou metodou pro extrakci tékavych sloucenin z hrozni je LLE,
umoziujici separaci sloucenin s riiznou polaritou a t€kavosti i pii malém objemu vzorku.
Ma vsak i fadu nevyhod jako je napi. nizka reprodukovatelnost a selektivita, ztrata analytq,
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velké mnozstvi organickych rozpoustédel, a stim spjatd vysoka cena, riziko pro zivotni
prostiedi a také pro pracovniky [41].

Pii analyze tékavych latek v hroznech se vyuziva hojné i metoda extrakce na pevnou fazi (SPE),
kde dochazi k selektivni retenci analytu v adsorpénim materialu a nasledné K eluci pomoci
rozpoustédla s vétsi afinitou k analytu nez k adsorbentu. Je proto dulezité spravné zvolit jak
stacionarni fazi (adsorbent), tak rozpoustédlo, zalezi napt. na polarité, pH ¢i jeho prutoku [42].

Dalsi technikou, vyuzivajici tavené kiremicité vlakno potazené absorpénim polymerem jakozto
stacionarni fazi, je mikroextrakce na pevné fazi (SPME). Vyhodou je moznost analyzy
pevnych, kapalnych i plynnych vzorkl. Provadi se pfimym pomotenim vldkna do kapalného
vzorku (DI-SPME) nebo v rezimu head space (HS-SPME), kdy je vlakno vystaveno plynnému
vzorku ¢i parni fazi nad vzorkem. Pro analyzu hrozni je upfednostiovan rezim HS-SPME,
protoze je vlakno vystaveno pouze tékavym slouceninam a eliminuji se tak mozné interference
a neté¢kavé latky. Nespornymi vyhodami SPME jsou jednoduchost, rychlost, maly objem
pouzitého vzorku, cena. Nevyhodou miiZe byt sloZitost optimalizace, proto se fada praci zabyva
optimalizaci podminek HS-SPME napt. ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostné
spektrometrickou detekci (GC-MS). Je tomu tak i v ¢lanku Perestrelo a kol. [70], kde se
zabyvali optimalizaci parametri SPME (povlakem vlakna, teplotou, iontovou silou...) pro
stanoveni charakteristickych tékavych latek v duzing a slupce hroznt Vitis vinifera [41][70].

Podobnou metodou je sorpéni extrakce na michaci ty¢inku (SBSE), ktera je zaloZena na pouziti
magnetické liSty, zapouzdiené ve sklenéném obalu potazeném absorpnim materialem —
stacionarni fazi (SF). Analyt je absorbovan do SF a jako u SPME probiha desorpce termicky.
Uvolnéné latky jsou dale podrobeny kryokoncentraci (v chladni¢ce nebo kapalném dusiku), pro
jejich zachyceni a koncentraci. Pro vneseni do GC-MS je vSak nutné aplikovat opét vyssi
teploty. Rovnéz mize probihat ve dvou rezimech: head space (HS-SBSE) nebo ponofenim
(SBSE) [41].

Vhodnou extrakéni technikou pro fenolické latky muze byt extrakce za asistence mikrovin.
Jedna se o rychlou a efektivni metodu srovnatelnou napt. s ultrazvukem. Mikroviny zajistuji
rychlé dodani energii do celého objemu rozpoustédla a soucasn¢ dochazi k uc¢innému
a homogennimu ohfevu rozpoustédla i pevné matrice [63].

V praci Negro a kol. [46] byly extrahovany fenolické latky (antokyany a flavonoidy) z matolin
pomoci 80% ethanolu okyseleného pomoci 0,5% (c = 0,1 mol-I*) HCI [46].

V c¢lanku Perestrelo a kol. [70] byla pro stanoveni celkovych fenolt ve slupkach vyuzita
vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii s ionizaci
elektrosprejem a detekci pomoci diodového pole. Pro ptipravu extrakti byly slupky z bobuli
ru¢né oloupany a lyofilizovany. Mnozstvi 2,5 g takto upravenych slupek bylo extrahovano
dle Soxhleta dichlormethanem po dobu 6 hodin, aby byla odstranéna lipofilni frakce. Zbylé
slupky bez lipofilni ¢asti byly dale extrahovany ve 100 ml ethanolu, respektive v jeho
49,5% vodném roztoku s 1% kyselinou octovou o celkovém pH 2, po dobu 24 hodin,
za konstantniho michani (400 rpm), ptfi pokojové teploté¢ 25 °C. Nasledné byla suspenze
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zfiltrovana a organické rozpoustédlo odpateno za nizkého tlaku. Findlni vodny roztok byl
lyofilizovan a analyzovan [70].

Dalsi moznost, jak extrahovat fenolické latky, v tomto pripadé derivaty hydroxyskoficové
kyseliny z bobulovych plodt Patagonského ovoce Calafate (Berberis microphylla G. Forst),
uvadi Ruiz a kol. [49]. Byla pouzita extrakce pevna latka—kapalina, kde bylo 10 grami ovoce
rozmixovano spole¢né s 10 ml roztoku methanolu a vody (93:7%, obj./obj.). Extrakt byl po
dobu 60 s osetfen ultrazvukovou ty¢inkou a 16 hod tfepan ve tmé. Tento proces byl tfikrat
opakovan. Po centrifugaci byl supernatant odd€len a tfikrat promyt extrak¢nim rozpoustédlem.
Spojené supernatanty byly nasledné analyzovany pomoci Vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fotodiodovym polem a detekci pomoci tandemové hmostnostni spektrometrie
(HPLC-DAD-MS/MS) [49].

Ke zjisténi rozdilt v antokyanovém profilu riiznych odrid ¢ervenych stolnich hroznii pouzil
Pomar a kol. [50] 40 ml 2% kyseliny mravenc¢i v methanolu. Ta byla pfidana k5 g ruéné
oloupanych slupek a smés byla 30 min tfepadna ve vodni lazni a tmé&. Ziskany extrakt byl
zfiltrovan a odpafen do sucha pii 35 °C. Odparek byl resolubilizovach destilovanou vodou
a 3krat extrahovan n-hexanem a Skrat octanem ethylnatym, pro promyti polyfenolickych
slouc¢enin. Vodna frakce byla opét odpafena do sucha a smichana s 2% kyselinou mravenci
v methanolu. Vzorek byl nanesen na polyvinylpolypyrrolidonovou kolonu. Nasledné byla
kolona promyta vodou a antokyany byly eluovana 2% kyselinou mravenc¢i v methanolu, opét
odpareny do sucha a resolubilizovany 10% kyseliny mravenc¢i v methanolu [50].

Extrakéni postupy volnych a glykosylovanych aromatickych slou¢enin ve slupkach a stavé
z duziny bobuli studovali i Genovese a kol. [51]. Ve své praci vyuzivaji K extrakcim Sest
riznych smési ethanol/voda se dvéma ruznymi hodnotami pH (viz Tabulka 6) a dobou extrakce
24 h. Pfic¢emz tlumivy roztok o pH 3,2 obsahoval 5g? kyseliny vinné, 10 g-I*
polyvinyl-polypyrrolidon (PVPP), 2 g:I*! azidu sodného a byl upraven na pH 3,2 pomoci
hydroxidu sodného (c =1 mol-I"t). Pufr s pH 7,0 byl piipraven smichanim 375 ml K:HPO4
(c=0,25mol-IY) ke 125 ml KH2PO4 (¢ =0,05 mol-I"t), 10g PVPP a 2 g azidu sodného,
nasledné byl roztok ziedén vodou do celkového objemu 1 litr. Pro rychlé ur¢eni vazanych
t€kavych sloucenin byl jako rozpoustédlo pouzit methanol, ptsobici po dobu 4 h [51].

Tabulka 5: SloZeni extrakcnich roztokii podle Genovese a kol. [51]

Zkratka smési Ethanol [%] Pufr pH 3,2 [%] Pufr pH 7,0 [%]
PS 3,2 (Et 0 %) 0 100 0

PS 3,2 (Et 6 %) 6 94 0

PS 3,2 (Et 12 %) 12 88 0

PS 7,0 (Et 0 %) 0 0 100

PS 7,0 (Et 6 %) 6 0 94

PS 7,0 (Et 12 %) 12 0 88

PS 3,2 — pufirovaci smés 0 pH 3,2; PS 7,0 — pufrovaci smés o pH 7,0; Et — ethanol

K extrakci tekavych latek z vyliski Chardonnay byla ve studii Liang a kol. [52] optimalizovana
metoda s pouzitim enzymatické hydrolyzy. Jako nejucinngjsi byl vyhodnocen tento zpisob
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extrakce... Hroznové vylisky, skladované pii teploté -20 °C, byly rozemlety za pfitomnosti
tekutého dusiku a nésledné prosety pies sito s velikosti ok 500 um. K 50 g ziskaného prasku
bylo ptidano 30 ml 70 % roztoku ethanolu a Milli-Q vody (Millpore) a pomoci uhli¢itanu
sodného bylo upraveno pH na hodnotu 5. Ke vzorku bylo ptidan, v mnozstvi 0,9 g enzymu na
10 ml vzorku, komeréni enzym Rapidase (pektinaza > 25000AVIP/g, B-glukosidaza
>4000BDG/g, DSM Food, USA), a takto upraveny vzorek byl inkubovan pti 120 rpm a 35 °C
po dobu 48 hod. Smés byla 15 min centrifugovana pti 3000 rpm. Dale byl odebran supernatant,
ktery byl destilovan na rotacni odparce pii 40 °C, pricemz destilat byl jiman po dobu 20 min
[52].

Pro urceni profilu volatilnich latek ve fortifikovaném portugalském vin¢ Madeira byla,
z dtivodu jednoduchosti a ¢asové naro¢nosti, zvolena headspace mikroextrakce pevnou fazi
(HS-SPME). V této studii Perestrelo a kol. [53] nasledné pouzili analyzu pomoci plynové
chromatografie (GC) [53].

Dalsi metoda, kterou ve své praci pouzil Ghaste a kol. [54], analyzovala prasek z hroznt
ptipraveny rozdrcenim bobuli v kapalném dusiku pomoci analytického mlynku. Ke 30 g takto
ziskaného prasku bylo ptidano 80 ml vody, 0,5 g glukonolaktonu a 25 ul vnitiniho standardu,
kterym byl 1-heptanol (1257 mg:I* v ethanolu). Nasledovala homogenizace (3 min pii 20 000
rpm) a centrifugace (5 min pti 10 000 rpm a 5 °C). Ziskany supernatant byl filtrovan pfes
filtrani papir a extrakt byl pouzit pro SPE. Extrak¢ni patrony Isolute ENV+ byly nejprve
kondicionovany za pomoci 20 ml methanolu a nasledné¢ Milli-Q vodou, az poté byl eluovan
hroznovy extrakt. Navazujicim krokem bylo promyti patron 20 ml vody, aby doslo k vymyti
necistot. Volné te€kavé latky byly eluovany 20 ml dichlormethanu. K jimanému eluatu bylo
piidano 40 ml pentanu a také bezvodého siranu sodného. Tato frakce byla zakoncentrovana
pomoci Vigruexovy kolony na 200 pl. Glykosylované prekurzory byly eluovany 30 ml
methanolu z toho 1 ml eluatu byl pozd¢ji analyzovan kapalinovou chromatografii ve spojeni
s vysoce rozliSovaci hmotnostni spektrometrii (LC-HRMS). Zbytek frakce byl do sucha
odpafen na vakuové rota¢ni odparce. Banka po odpateni byla promyta 10 ml dichlormethanem,
¢imz byly odstranény veskeré volné tékavé latky. Vazana frakce byla opétovné rozpusténa
v 5 ml citratového pufru (pH 5) a k ni bylo pfidino 200 pl komeréni enzymatické smési
AR2000. Cela tato smés byla ponechana po dobu 24 hod ve 40 °C vodni lazni. Po uplynuti 24
hod bylo pfidano 10 ml vnitfniho standardu a volné t€kavé latky byly tfikrat extrahovany,
tentokrat pomoci 3 ml roztoku pentatu/dichlotmethynu (2:1 obj./obj.). Organicka faze
S volnymi slou¢eninami byla shromazdéna a zakoncentrovana pro GC-MS analyzu na 200 pl.
Vodna faze byla analyzovana pomoci LC-HRMS [54].

Fernandez-Gonzalez a Di Stefano [55] se ve svém ¢lanku zabyvali frakcionaci prekurzort
glykosidového aroma hroznti. Nejprve byl z hrozn ruénim drcenim a lisovan ziskan most.
Zbylé ¢asti bez pecek byly macerovany v pufru kyseliny vinné (pH 3,2; koncentrace kys. vinné
5g:I") pii laboratorni teploté po dobu 24 hod. V dalsi fazi byly extrakt a most spojeny.
K tomuto roztoku byl ptfidan komer¢ni pektolyticky enzym bez sekundarni glykosidazové
aktivity (Vinozym FCE G) k procisténi smési. Jeho ptisobeni bylo omezeno na dobu 2 hod pfi
laboratorni teplot€. Izolace byla provedena pomoci 10 g C18-RP patrony, ktera byla aktivovana
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30 ml methanolu a nasledné 50 ml vody rozdélenych na ¢asti. Po promyti 100 ml vody, byly
volné tékavé latky eluovany 50 ml dichlormethanu a glykosidy 50 ml methanolu. Autofi
s dichlormethanovou fazi v této praci uz dale nepracovali. Av§ak methanolicka frakce byla
odpafena do sucha ve vakuu pfii laboratorni teploté a odparek byl rozpustén v 5 ml vody.
Vznikly roztok se nechal projit 5 g patronou C18-RP, aktivovanou 15 ml methanolu a 30 ml
vody. Patrona byla opét promyta 50 ml vody a dale byly jimany frakce eluované témito
rozpoustédly (pro kazdé rozpoustédlo vzdy dvé frakce po 25 ml): a) methanol/voda (20:80
obj./obj.) b) methanol/voda (30:70 obj./obj) c) methanol/voda (40:60 obj./obj.) d) methanol.
Pro dalsi ucely studie byly dané frakce dale upravovany a zaockovany kvasinkou
Saccharomyces cerevisiae [55].

Cabredo-Pinillos a kol. [56] porovnavali rizné extrak¢éni metody pro tékavé latky ve vinech.
Konkrétné srovnavali diskontinualni (dLLE) a kontinualni (CLLE) extrakci kapalina-kapalina
a extrakci na pevnou fazi (SPE). Pro cLLE bylo v této praci vyhodnoceno jako nejlepsi
rozpoustédlo dichlormethan. Do separacni nalevky bylo pridano 25 ml simulatoru vina a poté
tiikrat extrahovano pomoci 10+10+10 ml ¢inidla. Roztok byl nasledné intenzivné tfepan po
dobu 5 min a poté nechan stat do oddéleni fazi. Bylo odebrano 5 ml organické faze, ktera byla
podrobena analyze. Kontinualni extrakce byla provedena opét s dichlormethanem, jako
extrakénim ¢inidlem. Do extraktoru bylo umisténo 250 ml simulantu spolecné se 100 ml
dichlormethanu. Po uplynuti 2 hodin byla extrakce ukoncena a bylo odebrano 5 ml extraktu.
Pro metodu SPE byly pouzity Zorbax SPE C18 kolnky, které byly nejprve kondicionovany 3 ml
methanolu a 3 ml destilované vody. Vzorek byl aplikovan pomoci injek¢ni stiikacky a nasledné
eluovan dichlormethanem [56].

V soucasné dobé nejcastéji pouzivanou metodou extrakce tékavych latek z hroznu je
mikroextrakce na pevnou fazi. SPME vyuziva vlakno potaZzené stacionarni fazi, ktera selektivné
absorbuje slou¢eniny ze vzorku. Tato metoda je upfednostinovana pro svou jednoduchost, nizké
naklady a schopnost zachytit Sirokou skalu t€kavych sloucenin bez nutnosti rozsahlé ptipravy
vzorku. Kromé toho se pouzivaji 1 dalSi metody uvedené vyse, ale SPME zlstava jednou
z nejvyuzivanéjsich a nejkomplexnéjsich technik v takto zamétenych analyzach.

2.9. Metody stanoveni bioaktivnich latek

Dlouhodobym trendem ve stanoveni te€kavych latek Vv hroznech a vinech je plynova
chromatografie (GC) s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru (MS), nebo plamenové
ioniza¢niho detektoru (FID) [41].

Rada ¢lankt se vénuje také vyvoji metod pro rychlé stanoveni volatilnich latek v hroznech.
Jednu z téchto technik zkouma v ¢lanku Ripoll a kol. [57]. Jedna se o spektroskopii
Vv ultrafialovém (UV), viditelném (VIS) a blizkém infraerveném (NIR) spektru. UV-VIS-NIR
spektroskopie muze byt, diky své nenarocnosti a rychlosti, vyhodna pro vinafe k uréeni
aromatické zralosti béhem procesu zrani hroznt. Dalsi, jednoduché, rychlé
a bezrozpoustédlové, hojné vyuzivané metodé se vénuji Sanchez-Palomo a kol. [58], ktefi
se zabyvaji HS-SPME ve spojeni s GM-MS a optimalizaci podminek analyzy. Variantou mize
byt analyza pomoci dynamického headspace spojeného s GC-MS. Touto alternativou se
zaobiraji Rosillo a kol. [59] ve svém ¢lanku, kde ji vyuzivaji k diferenciaci odrud Vitis vinifera.
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Celkové analyzovali 7 odrad révy vinné, které se diferenciovaly do 3 skupin podle
4 diskrimina¢nich proménnych (obsah hexylacetatu, benzylalkoholu, fenylethylalkoholu
a benzaldehydu). Obecné je SPME-GC-MS ucinnou a vyuzivanou technikou profilovani
specifickych tfid hroznového aroma [57][58][59][60].

Celkovy obsah fenolickych latek Ize stanovit metodou Folin—Ciocaulteu, ktera je zaloZena na
redukci smési fosfomolybdenanu a fosfowolframu psobenim fenolickych latek v alkalickém
prostfedi. Vznikd modfe zbarveny produkt, jehoz mnozstvi muze byt stanoveno
spektrofotometricky pti 760 nm. Obvykle se hodnoty uvadi jako ekvivalenty kyseliny gallové.
[61][62]. Pro stanoveni obsahu proantokyanidovych tanini  byly navrzeny
3 spektrofotometrické testy. Vanilinovy a DMACH test, jsou zaloZeny na tvorbé barevnych
produkti vychazejicich z reakce tanint a aldehydového ¢inidla. Principem Bate—Smithova testu
je depolymerace proantokyanidini po rozpadu jejich intra-flavonolovych vazeb v kyselém
teplém médiu. To vede k tvorbé ¢ervenych kyanidi se specifickou absorpci pii vinové délce
550 nm. Tyto spektrofotometrické metody v§ak mohou vést k nadhodnoceni obsahu polyfenolt
kvili moznym interferencim s latkami, které absorbuji UV zateni [61][62][63].

Ke kvantifikaci a charakterizaci polyfenolt slouzi také nékteré elektrochemické metody,
napt. cyklicka voltametrie ¢i diferen¢ni pulzni voltametrie, které vyuZzivaji elektrochemické
aktivity polyfenolt. Pro pozorovani vybranych slozek v realném case je vhodna infracervena
spektroskopie. Blizka (NIR) a stfedni (MIR) infradervena spektroskopie Vv kombinaci
S vicerozmérnymi analyzami je dal$i vhodnou, rychlou a vykonnou metodou pro analyzu
fenolickych latek. Kuptikladu Ferrer-Gallego a kol. [64] vyuziva NIR spektroskopii V priabéhu
dozravani hrozni ke stanoveni fenolickych sloucenin ve slupkach [63][64].

Siroce pouzivanou chromatografickou technikou je HPLC. V soucasné dobé je pro tdely téchto
analyz pomoci HPLC k dispozici velka $kala riznych nosi¢ti, mobilnich fazi, kolon a detektoru.
LC kolony sreverzni fazi (RP) s C18 nebo jinou ekvivalentni stacionarni fazi (SF) jsou
nejbéznéji pouzivané pro separaci polyfenolti. Jejich nevyhodou je casova naro¢nost zejména
naro¢ny muze byt krok ¢isténi. Z téchto divodi byly navrZzeny monolitické nosice se spojitou
porézni strukturou, diky které je zajiStén vyssSi prutok rozpoustédla, potazmo zkraceni doby
analyzy az na 8 min. LC s normalni fazi (NP) jsou oproti RP-LC vyhodné&jsi k analyze materialu
s vysokou molekulovou hmotnosti. Kolony ,,core—shell* jsou alternativou pro UPLC. Jsou v§ak
navrzeny tak, aby fungovaly na standardnich HPLC piistrojich. Fenolické latky se ve spojeni
s HPLC bézné detekuji pomoci UV-VIS, DAD ¢i fluorescencnich a hmotnostnich detektori.
Avsak nejpouzivanéj$im detektorem zlstava UV, kvuli pfirozené absorpci této skupiny latek
v UV oblasti. Pro identifikaci se vyuzivaji strukturni informace ziskané pomoci hmotnostni
spektrometrie. Zaroven lze ziskana data pouzit ke studiu struktur polyfenoli [63] [65][66].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité vybaveni

Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), Hmotnostni spektrometr ISQTM LT Single Quadrupole (ThermoFisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA), Xcalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA), Knihovna hmotnostnich spekter NIST/EPA/NIH (Gaithersburg, MA, USA),
Microsoft Excel 2020 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), Statistica 13 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, USA), SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA), SPME vlakno CAR/PDMS 85 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA),
SPME vlakno PA 85 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA), Kapilarni kolona LN-WAX (30 m x
0,25 mm x 0,5 um) (CHROMSERVIS,Praha, Ceska republika), Kapalinovy chromatograf
Agilent Technologies 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), LC Kolona
Kinetex 5 um EVO C18 ( 250 x4,6 mm) (Phenomex), Vakuova rota¢ni odparka Rotovapor
RV06-ML s vodni lazni HB4 Basic (IKA Werke, Staufen, Némecko), Predvazky EK-1200i a
analytické digitalni vahy GR-202 (A&D Instrument Ltd, Abingdon, Spojen¢ kralovstvi), vialky
(20 ml; 1,5 ml), nahradni septa, bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.2. Pouzité chemikalie

Helium 4.8 (SIAD Czech s.r.o., Rajhradice, Cesko), Ethanol 96%, p.a. (Penta Chemicals,
Chrudim, Cesko), Linalool 97% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko), o-
Terpineol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Citronellol 96% (Alfa Aesar GmbH &
Co KG, Karlsruhe, Némecko), Geraniol 97% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Némecko), Dekan-1-ol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), (R)-(+)-Limonen 97% (Alfa
Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko), Methanol 99,9% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), n-Hexan 99% p.a. (Penta Chemicals, Chrudim, Cesko), Octan ethylnaty 99,5% p.a.
(LACHEMA n.p. Brno; Neratovice; Cesko), Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA), (+)-Katechin hydrat 98% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
Ferulova kyselina 99% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Gallova kyselina >97,5%
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Rutin hydrat >94% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), Hexanal 98% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Hexanova kyselina
(Merck Schucharft OHG, Hohenbrunn, Némecko), Damascenon (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), Oktanal (Merck Schucharft OHG, Hohenbrunn, Némecko), trans-2-Hexen-1-al
98% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 1-Hexanol (Merck Schucharft OHG,
Hohenbrunn, Némecko), trans-2-Hexen-1-ol 96% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
Chlorid sodny, p.a. (Lach-Ner s.r.0., Neratovine, Cesko)

3.3. Analyzované vzorky

V této praci byly analyzovany 4 odridy hroznt révy vinné (Hibernal, Johanniter, Ryzlink
rynsky, Aurelius). Celkem bylo zanalyzovano 18 vzorkd (dalsi informace viz Tabulka 6).
Vsechny vzorky hrozni byly k Gcelt této diplomové prace vénovany jednotlivymi vinafi. Ihned
po sbéru byly hrozny zmrazeny a ponechany pii -18 °C az do analyzy, kdy byly 1 hodinu pted
ptipravou vzorkd ponechany v lednici pii 4 °C, aby bylo mozné oddélit slupku od zbytku
bobule.
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Tabulka 6: Prehled analyzovanych vzorki

Vzorek Odrida Vinaiska oblast Vinarska podoblast
1. Hibernal Morava Velkopavloviceka
2. Hibernal Morava Velkopavloviceka
3. Hibernal Morava Velkopavloviceka
4. Hibernal Morava Velkopavloviceka
5. Hibernal Morava Znojemska
6. Hibernal Morava Znojemska
7. Johanniter Morava Mikulovské
8. Johanniter Morava Mikulovské
9. Johanniter Morava Velkopavloviceka

10. Johanniter Morava Velkopavloviceka
11. Ryzlink rynsky Morava Velkopavloviceka
12. Ryzlink rynsky Morava Velkopavloviceka
13. Ryzlink rynsky Morava Znojemska
14. Ryzlink rynsky Morava Znojemska
15. Aurelius Morava Velkopavloviceka
16. Aurelius Morava Velkopavloviceka
17. Aurelius Morava Znojemska
18. Aurelius Morava Znojemska

3.4. Podminky analyzy HPLC-MS

a) Vzorek v 1,5 ml vialce; objem nasttiknutého vzorku: 5 pul;

b) Doba analyzy 30 min; teplota analyzy 35 °C

c) Prutok mobilni faze 1 ml/min

d) Mobilni faze: A — 0,1 % kyselina methanova; B — 10 % methanol

e) Gradient mobilni faze: 0 min —90% A, 10% B; 2,5 min — 10% A, 90% B; 25 min —50% A,
50% B; 25,01 min —90% A, 10% B

3.5. Extrakéni metody pro analyzu pomoci HPLC-MS
Pro ziskani optimalni extrakce bioaktivnich latek z hroznii byly testovany 4 druhy extrakce
vhodné pro naslednou analyzu pomoci HPLC-MS.

3.5.1. Postup extrakce ¢. 1

Bobule hroznu byly ru¢né oloupany a obé vzniklé frakce byly oddélené podrobeny nasledujici
extrakci. 2 g vzorku slupek/duziny se semeny byly umistény do plastové zkumavky a zality
8 ml acetonitrilu. Takto pfipravena smés byla tfepana po dobu 20 hod. Nasledné byl vzorek
zcentrifugovan pii 2500 rpm po dobu 15 minut. Odebrana kapalna faze byla pomoci injekéni
stiikacky piefiltrovana ptes nylonovy filtr (0,45 um, Clarify). Pro analyzu bylo nasledné do
odebrano 1,5 ml vzorku.

3.5.2. Postup extrakece ¢. 2
Bobule hroznu byly ru¢né oloupany a ob& vzniklé frakce byly extrahovany timto zplsobem:
2 g vzorku slupek/duziny se semeny byly umistény do plastové zkumavky a zality 8 ml
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50% ethanolu. Takto pfipravend smés byla tfepana po dobu 20 hod. Nasledné¢ byl vzorek
zcentrifugovan pii 2500 rpm po dobu 15 minut. Odebrana kapalna faze byla pomoci injekéni
stfikacky prefiltrovana pies nylonovy filtr (0,45 um, Clarify). Pro analyzu bylo nasledné do
odebrano 1,5 ml vzorku.

3.5.3. Postup extrakce ¢. 3

Vzorky hroznli byly ru¢né oloupany. Slupky a duZina se semeny byly separatn¢ podrobeny
extrakci podle Jara-Palacios a kol. [67] s drobnymi Gpravami. Zkracené: 2 g vzorku (slupky/
duzina se semeny) byly rozetieny ve tieci misce spole¢né s 10 ml 75% methanolu a tiepany po
dobu 1 hodiny. Dale byl vzorek centrifugovan pti 2500 rpm po dobu 15 min. Supernatant byl
odebran a usazenina byla jesté dvakrat podrobena stejnému procesu. Supernatanty byly spojeny
a prefiltrovany ptes nylonovy filtr (0,45 pum, Clarify). Pro analyzu bylo nasledné do vialky
odebrano 1,5 ml vzorku.

3.5.4. Postup extrakce ¢. 4

Ruéné oddélené slupky a duzina se semeny byly extrahovany podle Masa a kol. [68] s drobnymi
upravami. Struéné: 2 g vzorku (slupky/duzina se semeny) byly rozetfeny ve tieci misce s 10 ml
deionizované vody. Takto pfipraveny vzorek byl pieveden do plastové zkumavky a 15 min
centrifugovan pii 2500 rpm. Supernatant byl prefiltrovan pies nylonovy filtr (0,45 um, Clarify).
K filtratu byl pfidan dvojnasobny objem 96% ethanolu a po 1 hodinu byl uschovan v lednici
a opét prefiltrovan. Ethanol byl ze vzorku odpaien pomoci vakuové rota¢ni odparky pii 35 °C.
Zbyly vodny extrakt byl zbaven tukd trojnasobnou extrakci n-hexanem v délici nalevce
a pétkrat extrahovan octanem ethylnatym v d€lici nalevce. Ziskané extrakty byly spojeny,
odpafeny do sucha a resolubilizovany 2 ml roztoku methanol/voda (1:1 obj./obj.). Bylo
odebrano 1,5 ml takto pfipraveného vzorku, ktery byl pied analyzou jesté jednou piefiltrovan
pies nylonovy filtr (0,45 um, Clarify).

3.6. Priprava kalibracnich roztoki standardi pro HPLC-MS

Pro kvantifikaci byli vybrani 4 zastupci fenolickych latek. Nejprve byl piipraven zasobni 75%
methanolicky roztok standardu obsahujici katechin hydrat, rutin hydrat, kyseliny gallovou
a ferulovou v koncentraci 1 g1 Zng& bylo nasledné pfipraveno 7 kalibracnich boda
0 koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 1; 10; 50 a 100 mg-I™2.

Ze ziskanych dat byly v MS Excel vytvofeny kalibra¢ni kfivky pro kaZdou frakci hroznu zv1ast
s koeficientem spolehlivosti R? v rozsahu 0,9650 pro rutin az 0,9989 pro kys. gallovou.
Vsechny koeficienty spolehlivosti, rozsah linearity a dalsi informace viz Tabulka 7.

3.7. Podminky analyzy pomoci HS-SPME-GC-MS

a) HS-SPME: DVB/CAR/PDMS vlakno, vzorek v 10ml vialce, inkubace 10 min pii teploté
70 °C, extrakce po dobu 30 min pti 70 °C, doba desorpce: 7 min, michadni

b) Teplota inletu: 250 °C; nastiik v rezimu splitless po dobu 7 min

c) Pritok nosného plynu: 1 ml/min He 4.8

d) Teplotni program: 40 °C po dobu 1 min, 5 °C/min do 100 °C po dobu 3 min, 5 °C/min do
130 °C po dobu 5 min, 5 °C/min do 200 °C po dobu 14 min

e) MS detekce: teplota transfer line: 220 °C, iontovy zdroj: elektronova ionizace pii 70 eV,
teplota iontového zdroje: 220 °C, skenovaci rozsah 30-300 m/z
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3.8. Priprava kalibraénich roztoki standardi pro HS-SPME-GC-MS

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok standardii o koncentraci 1 g-I1. Zakladem zasobniho
roztoku byl 12% ethanolicky roztok (,,simulator vina*), ktery obsahoval 15 g-I"*glukésy, 15 g-I
! fruktosy, 1,5 g-I™t kyseliny vinné, 1,5 g-I"! kyseliny jable¢né, 1,5 g-1"! kyseliny mlééné, 6 g-I™
glycerinu, 1 g-I* 2,3-butandiolu, 40 mg-I"* 2-fenylethanolu. K ,,simulatoru vina“ byly p¥idany
tyto standardy: hexanal, D-limonen, oktanal, hexanol, linalool, oktanol, a-terpineol, citronellol,
-damascenon, geraniol, kyselina hexanova, a tim byl pfipraven zasobni roztok. Kvuli slozitosti
matrice, kterou je slupka a duZina bobule hroznu, byl zasobni roztok ptidavan ptimo do vialek
s pfedem pfipravenymi 2 g slupek ¢i duziny se semeny, tak aby koncentrace standardii ve vialce
odpovidala 5; 10; 50; 100; 500 a 1000 pg-I". Takto bylo ptipraveno 6 bodi kalibrace a slepy
vzorek, tedy vzorek bez piidavku standardd. Pfed analyzou bylo do kazdé vialky pfidano 20 pl
heptan-2-olu (10 mg:I!) jako vnitiniho standardu.

Ze ziskanych dat byly v MS Excel vytvofeny kalibracni kiivky pro kazdou frakci hroznu zvIast
s nejniz§im koeficientem spolehlivosti pro 1-oktanol (R?=0,8632) a nejvyssim (R?=0,9988) pro
frakci slupek. Nejnizsi koeficient spolehlivosti mél v duzing se semeny D-limonen s hodnotou
koeficientu 0,9919. Naopak nejvyssi hodnotu R? v této frakci mél hexanol, a to 0,9999.
Vsechny koeficienty spole¢né s rozsahem linearity jsou uvedeny v Tabulce 8.

Na zaklad¢ téchto standardu byly latky kvantifikovany: podle hexanalu — hexanal, trans-hex-
2-enal; podle D-limonenu — B-pinen, D-limonen; podle oktanalu — oktanal; podle hexanolu — 1-
hexanol, trans-2-hexenol, diallyl disulfid; podle linaloolu — linalool; podle 1-oktanolu —
oktanol; podle geraniolu — hotrienol, a-farnesen, geraniol; podle a-terpineolu — a-terpineol;
podle citronellolu —citronellol; podle -damascenonu — 3-damascenon, 2,3,6-trimethylnaftalen;
podle kyseliny hexanové — kyseliny hexanova, oktanové, n-dekanova.

3.8.1.Linearita

Pro ovéteni linearity byly vybrani zastupci fenolickych latek, terpenoidd, karboxylovych
kyselin a C6 sloucenin, které jsou pro hrozny charakteristické. Linearity bylo ovéfena technikou
vnéjsiho standardu, za pouZiti roztoku piipravenych dle kapitoly 3.6 a 3.8.

Tabulka 7: Ovéreni linearity fenolickych ldatek

Sloucenina Kalibrace (A=ac) Koef. spolehlivosti R?| Rozsah [mg-l+]
a
Gallova kyselina 4962 0,9989 0,01-50
Ferulova kyselina 2599 0,9892 0,01-50
Katechin 13326 0,9867 0,01-50
Rutin 25703 0,9650 0,01-50

A — plocha piku; ¢ — koncentrace analytu
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Tabulka 8: Ovéreni linearity tekavych latek

. . Kalibrace (A=ac) Koef. spolehlivosti Rzl Rozsah [pg-1?]
Sloucenina a
S D S D S D
Hexanal 0,0174 | 0,00154 | 0,9977 0,9961 | 5-100 | 5-1000
D-Limonen 0,0072 | 0,00316 | 0,9988 0,9919 | 5-300 | 5-1000
Oktanal 0,03688 | 0,00135 | 0,9532 0,9998 550 | 5-1000
Hexanol 0,0061 | 0,01048 | 0,9814 0,9999 | 5-1000 | 5-500
Linalool 0,00288 | 0,00132 | 0,9912 0,9937 | 5-100 | 5-1000
1-Oktanol 0,0102 | 0,00175 | 0,8632 0,9926 5-50 | 5-1000
a-terpineol 0,00267 | 0,00207 | 0,9987 0,9893 | 5-1000 | 5-1000
Citronellol 0,0044 | 0,00661 | 0,9957 0,9999 | 5-1000 | 5-100
B-Damascenon 0,00035 | 0,00025 | 0,8571 0,9999 | 5-1000 | 5-1000
Geraniol 0,0024 | 0,00224 | 0,9763 0,9981 | 5-1000 | 5-1000
Hexanova kyselina 0,00013 | 0,00062 | 0,9437 0,9962 | 5-1000 | 5-1000

A — plocha piku, ¢ — koncentrace analytu; S — slupky; D — duzina se semeny

3.9. Extrakéni metody pro analyzu pomoci GC-MS

Dle provedené literarni reserse byla vybrana headspace mikroextrakce pevnou fazi. Pro vybér
optimalni extrakce byly piipraveny 3 sady 24 vzorkt (moznych variant extrakci, viz Tabulka 8),
kazda  pro  jedno ze  tii  testovanych  vlaken: DVB/CAR/PDMS  —
divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan; CAR/PDMS - carboxen/polydimethylsiloxan;
PA —polyamid). Souc¢asné byla polovina vzorkt analyzovana pfi teploté extrakce 40 °C a druha
polovina pfi teploté 70 °C.

3.9.1. Postup pripravy vzorku pro vybér metody

Slupka hroznu byla ru¢né oddé¢lena od zbytku bobule. Do 10 ml vialky byly umistény 2 g
vzorku, ke kterym byl piidan nasyceny roztok chloridu sodného v daném hmotnostnim poméru.
Pied uzavienim bylo do vialky napipetovano 20 ul heptan-2-olu, jakozto vniténiho standardu.
Dale byly vybrané vialky se vzorkem (viz Tabulka 7) umistény do vodni 1azné a bylo na né
pusobeno ultrazvukem po dobu 30 minut. Poslednim krokem byla analyza vzorkd.

Tabulka 9: Sada vzorkii pro vybér optimalnich podminek extrakce pomoci HS-SPME

Cislo Pomér hmotnosti vzorku Pusobeni Teplota Frakce
vzorku : nasyc. roztoku NaCl ultrazvuku extrakce [°C] | hroznu
1. 1.0 * 40 S
2. 1:1 * 40 S
3. 1:3 * 40 S
4, 1.0 X 40 S
5. 1:1 X 40 S
6. 1:3 X 40 S

* —na vzorek bylo piisobeno ultrazvukem; % — na vzorek nebylo puisobeno ultrazvukem; S — slupky;

D — duzina se semeny
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Tabulka 9 — pokracovani: Sada vzorkii pro vybér optimdlnich podminek extrakce pomoci HS-SPME

Cislo Pomér hmotnosti vzorku Pusobeni Teplota Frakce
vzorku : nasyc. roztoku NaCl ultrazvuku extrakce [°C] | hroznu
9. 1:3 * 40 D
10. 1.0 X 40 D
11. 1:1 X 40 D
12. 1:3 X 40 D
13. 1.0 * 70 S
14, 1:1 * 70 S
15. 1:3 * 70 S
16. 1:0 X 70 S
17. 1:1 X 70 S
18. 1:3 X 70 S
19. 1.0 * 70 D
20. 1.1 * 70 D
21. 1:3 * 70 D
22. 1:0 X 70 D
23. 1:1 X 70 D
24, 1:3 X 70 D

* — na vzorek bylo piisobeno ultrazvukem,; x — na vzorek nebylo piisobeno ultrazvukem; S — slupky;

D — duzina se semeny

3.10. Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani byl pouzit program Statistica. Data byla analyzovana pomoci
zékladni popisné statistiky, analyzy rozptylu, korelacni analyzy, shlukové analyzy a alnayzy
hlavnich komponent (PCA). Vzhledem k nehomogennimu rozptylu a nenormalnimu rozlozeni
dat (ovéfeno po moci Shapiro-Wilkova testu a Leveneho testu) byl pro analyzu rozptylu pouzit
Kruskal-Wallis ANOVA test. Pfred provedenim shlukové analyzy a PCA byla data
standardizovana. Pro grafické zobrazeni vysledkli byly pouzity programy Microsoft Excel
a Statistica.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro analyzu bioaktivnich latek v hroznech byly pouzity techniky HPLC-MS a HS-SPME-GC-
MS. Pro kazdou z téchto technik byla nejprve vybrana extrakéni metoda pro maximalizaci
extrakce téchto latek.

4.1. Vybér extrakéni metody pro analyzu HPLC-MS

Byly vyzkouseny 4 metody pro extrakci bioaktivnich latek z hroznli révy vinné (viz
kapitola 3.5). Optimalni metoda byla vybrana na zakladé celkové interované plochy piki
v chromatogramu a podle poctu identifikovanych sloucenin. Fenolické slouceniny nalezené
Vv jednotlivych extraktech jsou uvedeny v Tabulce 10. Latky byly identifikovany porovnanim
retenc¢nich Cast (RT) a poméru m/z (hmotnost/naboji), které byly ziskany z chromatografu
a hmotnostniho spektra, reten¢niho ¢asu a m/z standardti. Nékteré z detekovanych latek nebyly
identifikovany, jedna se napf. o latku detekovanou v retenénim ¢ase 3,35 min s pomérem m/z
152,9 a 319,9. Mize se jednat 0 slouceninu, jejiz standard nebyl touto metodou dosud
analyzovan, pfipadné¢ se milze vtakto brzkém case jednat o necistoty z predchozi
analyzy, kolony ¢i mobilni faze.

Vybrané metody se v praxi bézné pouzivaji k extrakci fenolickych latek. Pro kazdou frakci
bobule byla extrakéni metoda vybrana separatné. Nejvétsi celkovou plochu pikt (248 498) mél
pro slupky typ extrakce ¢. 3, kde byl jako extrakéni ¢inidlo pouzit 75% methanol. Také pocet
latek detekovanych v tomto extraktu byl nejvyssi, a to 14 sloucenin, v¢etné zastupci vybranych
pro kvantifikaci. Nejmensi celkovou plochu pikt pro frakeci duZiny se semeny méla extrakce
C. 4 (25 785), tato plocha se od ostatnich lisila o cely jeden tad, coz mohlo byt zpisobeno jiz
pii ptipravé extraktu, ztratami pii odpafovani extrak¢niho ¢inidla ze vzorku. Nejvétsi celkovou
plochu (478 343) méla metoda ¢.1 vyuzivajici acetonitril jako extrak¢ni ¢inidlo. Piesto byla

i pro tuto frakci zvolena extrakéni metoda ¢. 3, ktera ve svém extraktu méla nejvice
detekovanych latek.

4.2. Vybér extrakcéni metody pro analyzu GC-MS

Podle literarni reSerSe a ¢etnych vyhod metody, jako napi. rychlost a absence jakéhokoliv
rozpoustédla, byla vybrana HS-SPME. U¢innost SPME je ovlivnéna hned nékolika faktory,
napt. povrch vlédkna, teplota extrakce, iontova sila. Nejlepsi podminky byly opét vybrany pro
kazdou frakci hroznu zvlast’ na zakladé celkové integrované plochy pikd v chromatogramu
a podle poctu identifikovanych sloucenin.

4.2.1.Potah vlakna a teplota extrakce

Byla testovana tfi komercné dostupné vldkna s riznym potahem. Z grafii 3 a 4 je patrné, Ze
celkova integrovand plocha pikil pfi pouziti vldkna s polyamidovym povrchem je v nékterych
ptipadech az 10krat mensi v porovnani s celkovou plochou pikl pro zbyld dvé vldkna. Pouze
vzorky, které nebyly pfed analyzou upraveny sonikaci a ptidavkem solného roztoku, maji i pfi
extrakci na PA vldkno pii 40 °C porovnatelné plochy s ostatnim typem vléken, a to pro obé
frakce bobuli. To mohlo byt zpisobeno lepsim tékanim analytii ze vzorku, diky neptfitomnosti
roztoku, a také lepSim teplotnim podminkdm analyzy v porovnani se vzorkem s extrakéni
teplotou 70 °C. PA vlakno je diky své nizké citlivosti na polarni slou¢eniny nevhodné ke
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stanoveni tohoto typu sloucenin, coz potvrzuje napft. ¢lanek Pozo-Bayon a kol. [69], ktery se
vénuje stanoveni terpend a fermentacnich sloucenin ve vinech.

Mikroextrakce na vlakno CAR/PDMS pii teplote 70 °C byla nejefektivnéjsi z hlediska celkové
integrované plochy pikii v chromatogramu. Nicméné pocet identifikovanych latek ve vzorku
extrahovaného timto vlaknem byl ve slupkach primérné 46 sloucenin a 35 sloucenin ve zbytku
hroznu. Ve slupkéach extrahovanych DVB/CAR/PDMS vldknem byl nalezeno primérné 56
slou¢enin a v duzin¢ se semeny bylo identifikovano 42 latek.

Pro blizs8i srovnani bylo vybrano 10 sloucenin uvedenych v Tabulce 11, ktera zobrazuje v kolika
ze 12 vzorkl dané frakce byla latka identifikovana. Z Tabulky 8 je patrné, ze CAR/PDMS
vlakno neni schopno zachytit nékteré slouceniny podilejici se na aroma hroznd a vina z nich
vyrobeného jako napt. limonen, a-farnesen a 2,3,6-trimethylnaftalen. Diky schopnostem vlakna
DVB/CAR/PDMS extrahovat nejvyssi pocet sloucenin a vSechny vybrané, bylo toto vlakno
zvoleno za nejvhodnéjsi pro vSechny nasledujici analyzy. Podobnych vysledk dosahl ve své
studii i Perestrelo a kol. [70], kde nejvice latek bylo identifikovano pfi analyze s pouzitim
DVB/CAR/PDMS vldkna a soucasné¢ meélo toto vldkno nejvysSi UcCinnost pro extrakci
karbonylovych sloucenin, alkoholli a monoterpenoidii ze vSech testovanych vlaken.

Tabulka 10: Cetnost identifikace vybranych latek ve frakcich hroznu pii pouZiti riiznych typii vidken

Cetnost identifikaci ze 12 Cetnost identifikaci ze 12
vzorku vzorkiu
Sloucenina DVB/CAR/PDMS CAR/PDMS
Slupky | Duzina se semeny | Slupky | Duzina se semeny

limonen 4 3 0 0
trans-hex-2-enal 12 12 12 11
1-hexanol 12 12 12 12
trans-2-hexenol 12 12 12 11
hotrienol 10 12 10 12
a-terpineol 10 9 10 11

a-farnesen 5 2 0 0
B-damascenon 7 8 7 10
geraniol 12 9 12 10
2,3,6-trimethylnaftalen 12 12 0 0

Souvisejicim parametrem je teplota extrakce. Teploty 40 °C 1 70 °C byly porovnavany na
zakladé celkové plochy pikil, které jsou zobrazeny v Grafu 3 a 4. Celkova plocha pikl pfi
analyze slupek je pro obé teploty srovnatelnd. Nicméné primérny pocet identifikovanych latek
ve vzorcich byl odlisny. Pfi 70 °C bylo identifikovano primérné 59 latek, kdezto pii 40 °C
pouze 53 sloucenin. V Grafu 4, ktery zobrazuje data pro duZinu, je moZzné pozorovat narlst
celkové plochy pfi teploté extrakce 70 °C oproti extrakei pifi 40 °C. Stejné tak se teplota
projevila v primérném poctu vsech identifikovanych latek ve vzorcich duziny. Pti teploté 40 °C
bylo primérmé nalezeno 39 sloucenin, oproti tomu bylo ve vzorcich extrahovanych pii 70 °C
nalezeno 45 latek. Pro nésledujici analyzy byla tedy vybrana teplota 70 °C pro slupky i duzinu.
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Tabulka 11: Fenolické latky extrahované pomoci porovndvanych metod

Plocha piku [-]

[rI::;\] Sloucenina m/z m/z Extrakce ¢. 1 Extrakce €. 2 Extrakce ¢. 3 Extrakce €. 4
S D S D S D S D
3,35 | NI 152,9 316,9 25532 0 0 0 1820 4619 7390 0
4,68 | Gallova kyselina 168,9 - 6469 95282 0 13164 16581 10106 23372 6176
6,40 | Hb. kyselina 136,9 - 3034 0 0 0 0 956,0 0 1648
7,81 | Katechin 288,9 - 31080 209643 | 30142 153716 | 7634 196065 | 31973 0
8,60 | NI 178,9 - 5338 0 0 0 0 0 0 0
9,65 | Epikatechin 228,9 - 16201 128574 | 9252 70958 0 116188 | 55245 1574
10,38 | Ferulova kyselina | 192,9 - 30649 16054 17006 25607 13433 2003 4435 4333
10,86 | NI 609,1 - 0 0 0 0 5961 0 0 0
11,23 | Epikatechin gallat | 441,1 - 3742 10830 6672 5236 0 11555 0 0
11,79 | NI 609,1 305 0 0 0 0 3610 0 0 0
12,10 | Rutin 609,1 - 10620 17956 6329 0 9577 3138 0 0
12,58 | NI 609,1 - 0 0 0 0 3302 0 0 0
13,41 | NI 609,1 300,9 0 0 0 0 64632 0 0 12055
14,35 | Ellagova kyselina | 300,9 - 4978 0 0 0 103695 | 3069 0 0
15,10 | NI 285,0 - 0 0 0 0 3013 0 0 0
15,26 | NI 491,2 492 0 0 0 0 4974 0 0 0
15,56 | Kvercetin 301,0 - 0 0 0 0 19884 0 0 0
16,74 | Kamferol 285,0 - 0 0 0 0 8784 0 0 0
Suma ploch piki 107312 | 478343 | 69400 268681 | 248499 | 347707 | 122416 | 25785

NI — nebylo identifikovano; Hb. kyselina — hydroxybenzoova kyselina; mlz — hmotnost/naboj castice; S — slupky; D — duzina se semeny

35



Slupky

N
o1

Miliardy

N
o
I

15
10

Celkova integrovana plocha piki [-]
(6)]

o HI HI HI ]

DVB/CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS CAR/PDMS 40°C  CAR/PDMS 70°C PA 40°C PA 70°C
40°C 70°C vldkno a teplota extrakce

* NaCl (1:0)  =*NaCl (1:1) ®m*NaCl(1:3)  xNaCl(1:0) ®xNaCl(l:1) ®xNaCl(1:3)
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Sanchez-Palomo a kol. [58] v ¢lanku provadéli extrakce pii teplotach 40, 50, 60 a 70 °C po
dobu 10, 20, 30, 40 a 50 minut. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii 20minutové extrakci pii
70 °C. Druhé nejlepsi vysledky byly ziskany opét pti 70 °C a dobé 30 minut, coz odpovida
podminkam, jaké jsou pouzity V této diplomové praci.

4.2.2.Pusobeni ultrazvuku

Pro porovnani tc¢innosti pisobeni ultrazvukovych vin na zlepSeni extrakce volatilnich latek
v hroznech byl pouzit neparametricky test Kruskal-Wallis (K-W) ANOVA v programu
Statistica. Pomoci K-W ANOVA byly porovnany celkové plochy pikt 2 skupin, kazda o 12
vzorcich. Na prvni skupinu bylo ptisobeno ultrazvukem (U.S.) po dobu 30 minut a na druhou
skupinu U.S. ptisobeno nebylo. Skupiny byly hodnoceny na zakladé ploch piki 10 vybranych
sloucenin (limonen, trans-hex-2-enal, 1-hexanol, trans-2-hexenol, hotrienol, a-terpineol, o-
farnesen, -damascenon, geraniol, 2,3,6-trimethylnaftalen). Z vysledkt vyplyva, ze na hladiné
spolehlivosti (a = 0,05) se skupiny vzorku v plose pikti vybranych latek statisticky vyznamné
nelisi, coz je patrné i z Grafu 3 a 4, kde se celkové plochy piki pfili§ nelisi, a proto byla pti
finalni ptipraveé vzorkl uprava ultrazvukem vynechana.

Ve ¢lanku Comarella a kol. [71] byl pouzit ultrazvuk pfi poskliziiovém oSetieni hroznt. Bylo
zjisténo, ze oSetfeni ultrazvukem podpofilo extrakci nékterych bioaktivnich latek napf.
antokyani. AvSak tyto ucinky se liSily v zavislosti na podminkach sklizné, a také na testovaném
kultivaru hroznu. V praci Tao a kol. [72] byly testovany parametry ultrazvukové extrakce
(hustoty akustické energie 6,8-47,4 W/L a teploty 20-50 °C) na extrakéni vytézky fenolickych
latek a vinnych estert z matolin. Difuzni koeficienty analyti se se zvySujici teplotou a hustotou
akustické energie zvySovaly. Je tedy mozné, ze na odriidy hroznti testované v této praci nema
oSetfeni ultrazvukem signifikantni vliv. Také podminky pfi pisobeni ultrazvuku nebyly nijak
upravovany, a proto mohla byt extrakce neefektivni.

4.2.3.Pridavek nasyceného roztoku chloridu sodného

Byly testovany 3 hmotnostni poméry vzorku a nasyceného roztoku chloridu sodného (1:0; 1:1;
1:3). V Grafu 3 lIze vidét, ze pro frakci slupek patrné neni pomér solného roztoku a vzorku
zasadnim faktorem pro dosazeni lep$i extrahovatelnosti tékavych latek. Ikdyz pro vzorky
s pomérem 1:1 je mozné pozorovat mirny narust ploch a se zvySenim poméru na 1:3 opét
pokles. Tento jev mohl byt zpuisoben ptili§ velkym mnozstvim chloridu sodného, se kterym
nasledné¢ molekuly mohly reagovat a tim se snizila schopnost latek dostat se z roztoku az
k vlaknu [73]. Pro duzinu se semeny vSak lze sledovat nartst celkové plochy pikt pfi vétsim
poméru, a to zejména pro vybrané vlakno DVB/CAR/PDMS, coZ by mohla nasvédcovat
pozitivnimu vlivu vy$§iho poméru na extrahovatelnost latek.

Byl také porovnan prumérny pocet identifikaci 10 vybranych latek (viz Tabulka 11) ve
vzorcich, které byly rozdéleny do 3 skupin podle poméru solného roztoku a vzorku ve vialce.
Toto porovnani bylo provedeno pro vzorky extrahované pomoci vldkna DVB/CAR/PDMS,
které bylo vybrano jako nejlepsi pro danou analyzu (viz kapitola Chyba! Nenalezen zdroj
odkazu.). Ve 4 vzorcich slupek s pomérem NaCl:vzorku 1:0 bylo primérné identifikovano 9
z 10 vybranych latek. Pii poméru 1:1 a 1:3 bylo primérné identifikovano 8 z 10 latek. Proto
byl pro tuto frakci za nejvhodnéjsi zvolen hmotnostni pomér nasyceného NaCl roztoku:vzorku
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1:0, tedy bez ptfidavku solné¢ho roztoku. Pro druhou frakci byl primérny pocet identifikaci
vybranych latek ve vzorku stanoven opét ve 4 vzorcich. Ve skupiné vzorkl s pomérem 1:0 a
1:3 bylo nalezeno praimérné 7 z 10 sloucenin. Ve skupin€ s pomérem 1:1 byl primér nalezenych
sloucenin 9 z 10, diky tomu byl tento pomér zvolen jako nejvhodnéjsi pro dalsi analyzu této
¢asti hroznd. Vysolovaci efekt se v souc¢asné dobé v podobnych typech analyz hodné vyuziva.
Xiaofeng a kol. [74] ve své praci pridavali pied analyzou ke vzorku $tavy z hroznt ¢i vina 1 g
NaCl. Pro analyzu celych pevnych ¢asti hroznu by se krystalicka stil neméla v ¢em rozpustit, a
proto byl zvolen nasyceny roztok NaCl. Tato technika se pro duziny osvédcila, pro slupky nebyl
pozorovan zadny vliv na zlepSeni extrakce. To mohlo byt zpusobeno rozdilnou strukturou
matrice duziny a slupek, nebo skute¢nosti, Ze duzina sama o sob& obsahuje veétsi mnozstvi vody
nez slupky, které se z duZiny samovolné uvoliiuje.

4.3. Stanoveni vybranych bioaktivnich latek (slupky vs. duzina se semeny)
V této kapitole jsou vzajemné porovnany dvé frakce bobule hroznu z hlediska obsahu
vybranych bioaktivnich latek.

4.3.1. Slouceniny stanovené pomoci HS-SPME-GC-MS

Slupky byly obecné na pritomnost tékavych latek bohat§i nez duzina se semeny. Praimérné
v nich bylo identifikovano o 14 slouéenin vice nez v duziné. Pro dal$i srovnani bylo vybrano
20 latek, které tvoti aroma hroznu révy vinné, jejich koncentrace jsou zobrazeny v Grafu 5 a 6.
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Graf 5: Koncentrace vybranych tékavych latek ve slupkdach a v duziné se semeny
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Data byla statisticky analyzovana pomoci neparametrického testu K-W ANOVA, ktery ukazal,
ze na hladin¢ spolehlivosti (o = 0,05) se tyto dvé skupiny od sebe vzajemné signifikantné 1isi
v obsahu téchto latek: oktanal, 1-hexanol, trans-2-hexenol, diallyl disulfid, hotrienol, o-
terpineol, a-farnesen, citronellol, p-damascenon, geraniol, 2,3,6- trimethylnaftalen a kyseliny
hexanova, oktanova an-dekanova. Pricemz diallyl disulfid, o-farnesen a citronellol byly
nalezeny pouze ve vzorcich slupek. Lze tedy predpokladat, Ze tyto latky jsou pouze ve slupce
hroznu a v duzin¢ se nenachazi. Toto tvrzeni podporuje také prace Perestrelo a kol. [70], ve
které byly pti stanovovani t€kavych latek v odradach Bastardo a Bual, citronellol nalezen pouze
ve slupkach obou odrid. Duzina se semeny vsak byla v porovnani se slupkami bohat§i na
oktanal, hotrienol, a-terpineol a B-damascenon. Oproti tomu obsahovala duzina mensi mnozstvi
ostatnich vySe zminénych sloucenin. Primérné bylo také ve frakci slupek identifikovano 56
latek a v duzin€ pramérné o 12 latek méné.
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Graf 6. Koncentrace vybranych tékavych latek ve slupkach a v duziné se semeny

4.3.2. Slouceniny stanovené pomoci HPLC-MS

Metodou HPLC-MS byly stanoveny fenolické latky v extraktu ze slupek a duzin se semeny.
Skupiny extrakti byly porovnany na zakladé koncentraci kyseliny gallové, kyseliny ferulové,
katechinu, epikatechinu a rutinu. Kruskal-Wallis ANOVA prokazala na hladin¢ spolehlivosti
(o0 =0,05), s p hodnotou mensi nez 0,05 (viz Graf 7), signifikantni rozdily v obsahu téchto 5
latek. Tento rozdil Ize vidét v Grafu 7, a to pfedevsim u katechinu a epikatechinu. Obsah vsech
fenolickych latek byl v duziné se semeny VysS$i nez ve slupce. Primérnd koncentrace
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epikatechinu v duzin¢ se semeny byla cca 23krat vyssi nez ve slupkach, podobné byla v této
frakci téméf 18krat vyssi prumérna koncentrace katechinu, nez ve slupkach a Skrat vyssi
primérnd koncentrace kyseliny gallové. Tyto markantni rozdily mohly byt alesponi ¢aste¢né
zpusobeny tim, ze obé frakce byly pfed extrakci homogenizovany a doslo tedy k narusenim
struktury semen, jakoZto bohatého zdroje téchto latek, a tim Kk lepsi extrakci.

Katechin, epikatechin, rutin i kyseliny gallova a ferulova se bézné nachazi ve slupkach, duziné
i semenech hroznt, coz potvrzuje ¢lanek Farhadi a kol. [75], ve kterém bylo analyzovano
nékolik odrud révy vinné.

Gallova kyselina: KW-H(1;36) =9,9114; p =0,0016
Ferulova kyselina: KW-H(1;36) =7,8411; p = 0,0051
Katechin: KW-H(1;36) = 20,4695; p = 0,00001
Rutin: KW-H(1;36) = 12,1334; p = 0,0005
Epikatechin: KW-H(1;36) = 25,3063; p = 0,00000
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Graf 7: Obsah vybranych fenolickych latek ve slupce a duziné se semeny

4.4. Porovnani odrid

V této praci bylo analyzovano 18 vzorkl ¢tyt odrad Vitis vinifera: Hibernal (6 vzorkd),
Johanniter (4 vzorky), Ryzlink rynsky (4 vzorky) a Aurelius (4 vzorky) (viz Tabulka 6). Odrudy
byly vzajemné porovnany na zaklad¢é obsahu vybranych analyzovanych latek. Tabulka 12 a 13
obsahuje mediany koncentraci kvantifikovanych latek pro kazdou odrtdu.

4.4.1. Kbvalitativni analyza

Pro kazdou z téchto odrtid byla provedena kvantitativni analyza bioaktivnich latek pomoci HS-
SPME-GC-MS. Bylo detekovéano 63 tékavych latek napiic¢ vSemi odriidami, jejich ptehled je
uveden v Tabulce 13. Kazda odriida ma své specifické aroma, to je tvofeno celou fadou latek.
Jejich kombinace a obsaZené mnozstvi v hroznech se tedy miZze mezi odridami lisit. I drobné
zmény v obsahu jedné latky mohou vytvofit vyznamné odliSnosti v aroma.
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Tabulka 12: Prehled detekovanych tekavych ldtek

RT .. Hi Jo RR Au

[min] Sloucenina s b

7,36 | Hexanal X | X | X | X | X | X ]| X ]| X
9,16 | B-Pinen X | x| x|nd| x| x| X]|X
9,86 | 5-Methyl-2-hexanon X | x|[nd|nd|nd|nd|nd|nd
10,02 | 2-Heptanon nd|nd|nd| x |nd| x |nd| X
10,08 | Methyl hexanoat X | X | x|nd|{nd|nd| x | X
10,15 | B-Terpinyl acetat X |nd|nd|{nd|nd|nd| x | X
10,27 | D-Limonen X | X | x|nd| X | X |X]|X
10,97 | trans-Hex-2-enal X | X | X | X | X | X ]| X | X
11,34 | Ethyl hexanoat X | X | x| x|{nd|nd| X |nd
11,51 | 2-Fenethyl hexanoat X | x|nd|{nd|[nd|nd| x |nd
11,90 | 0-Cymen X | x| x|nd| x| X |nd|nd
12,67 | Terpinolen nd| x |nd|nd|nd| x |nd|nd
12,79 | Oktanal X | X | X | X | X | X ]| X | X
13,05 | Dihydrokarveol X |nd|nd|{nd|nd|nd|nd|nd
13,73 | cis-Hept-2-enal X | x |nd|{nd|[nd|nd|nd|nd
14,32 | 6-Methyl-5-hepten-2-on X [ X [ X [ X | X[ X[ X]|X
14,93 | 1-Hexanol X | X X | X | x| X
15,64 | 3-Methyl-4-penten-1-ol X |nd|nd|{nd|nd|nd|nd|nd
16,08 | Methyl oktanoat nd|nd|{nd| x | x |nd|nd|nd
16,22 | Nonanal X | X | X X | X [nd| X
16,95 | trans-2-Hexenol X | X | X X | X | X | X
17,63 | trans-2-Oktenal X | x [ nd X | X | x| X
17,82 | Ethyl oktanoat X | x|nd|nd| x |nd|nd|nd
18,22 | Linalool oxide X [ x |nd| x |[nd| x |nd| X
18,44 | 1-Okten-3-ol X | X | X | X | X ]| X | X|X
18,88 | trans,trans-2,4-Heptadienal | x | x | x |nd|nd| x | nd | X
18,96 | 3,5-Dimethyl-1-hexen X |nd|{nd|nd|nd|nd|nd|nd
19,07 | Nerol oxide X [ x |nd| X | x| x|nd| X
19,29 | Diallyl disulfid X |nd| x |nd| x |nd| x |nd
19,64 | Dekanal X (nd| x| x| x|nd| x |nd
19,82 | 2-Ethylhexanol X |nd|{nd| x [nd|nd|nd| x
20,23 | B-Bourbonen X |nd|{nd|nd|nd|nd|nd|nd
20,77 | Benzaldehyd X | X | X | x| x| x| x|nd
21,14 | trans-2-Nonenal X | X | X | X | X | X ]| X ]| X
21,59 | Linalool X [ X | X | X | X ]| x| X|X
21,97 | 1-Oktanol X [ X | X | X | X ]| x| X|X

RT — retencni cas; S —slupky; D — duzina se semeny, X — detekovano, nd — nebylo detekovano, Hi —

Hibernal; Jo — Johaniter; RR — Ryzlin rynsky; Au — Aurelius
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Tabulka 12 — pokracovdni: Prehled detekovanych tékavych latek

RT . Hi Jo RR Au

[min] Sloucenina siplslplslp

22,90 | Methyl dekanoat X |nd| x |(nd| X |nd| X [X
22,69 | Geranyl vinyl ether nd|{nd|nd| x [nd|nd|nd|nd
23,34 | Terpinen-4-ol nd|nd|nd|{nd|nd|{nd| x | nd
23,54 | Hotrienol X | X | X | X | X | X ]| X|X
25,49 | 1-Nonanol X [ X | x| x| x|[nd| x| X
16,42 | 2,4-Nonadien-1-al X (nd{nd|nd|nd|nd|nd]|nd
27,13 | a-Terpineol X | X | X | X | X | X ]| X ]| X
28,44 | p-Citral X |(nd|{x |nd| x |nd| X |nd
28,89 | a-Farnesen X |nd| x |nd| x |[nd| X |nd
29,31 | 6-Cadinen X |nd| x |nd| x [nd|nd]|nd
29,83 | Epoxylonallol nd| x | x |nd|nd| x [nd|nd
29,99 | Citronellol X |nd| x |nd| x [nd| x | nd
30,39 | Lavandulol nd|{nd| x |nd|{nd|nd|nd|nd
31,21 | Nerol X (nd{nd|nd|nd| X nd
31,71 | B-Damascenon X | X | X | X | X[ X]|X]|X
31,96 | a-lonone X | x |nd|nd|nd|nd|nd|nd
32,73 | Geraniol X | X | X | X | X | X]|X]| X
33,02 | Hexanova kyselina X | X | X | X | X | X ]| X ]| X
33,55 | Benzyl alkohol X | X | X | X | X | X]|X|X
34,55 | Fenylethyl alkohol X | X | X | X | X | X]|X|X
35,18 | B-lonon X | X | X[ X[ X | X]|X]|X
37,22 | B-lonon epoxid X |nd|{nd|nd|nd|nd|nd|nd
38,59 | Oktanova kyselina X nd| x | x| x| X
39,18 | 2,3,6-Trimethylnaftalen | x X | X | X
40,19 | Olivetol nd|nd|nd| x |nd| x| x |nd
41,56 | Eugenol X | X |nd|nd|nd|nd|nd|nd

43,27 | Dekanova kyselina X | X | X | X | X |[X | X |X
RT — retencni cas; S —slupky; D — duzina se semeny, x — detekovano, nd — nebylo detekovino, Hi —
Hibernal; Jo — Johaniter; RR — Ryzlin rynsky; Au — Aurelius

Nejvice latek bylo detekovano v odriidé Hibernal, konkrétné 55 sloucenin ve slupkach a 41
slouéenin v duziné a semenech. V ostatnich odrudach: v Johanniteru 39 latek ve slupkach a 33
v duzing, ve slupkach Ryzlinku 38 slouéenin, v duziné 35 sloucenin a v odradé Aurelius 36
sloucenin ve slupkach a v duZin€ pouze 32 sloucenin.

4.4.2. Kvantifikace vybranych sloucenin

Primérné koncentrace vybranych latek byly porovnany s literaturou. Nejvy$s$i primeérna
koncentrace hexanalu byla experimentilné stanovena ve slupce (175 + 47 pg-I?) a duzing
(88 £ 60 pg-I™") odriidy Hibernal. Sanchez-Palomo a kol. [58] uvadi koncentraci hexanalu ve
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slupkach 2291,4 pg-kg ! (£10,5 %) a v duziné 394,7 ug-g* (+4,4 %) muskatovych odriid. Také
uvadi koncentraci trans-2-hexenalu ve slupkach 1477,6 ug-kg ! (4,6 %) a v duzing 313,8 pg-I°
1 (+4,1 %). Nejvyssi experimentalné stanovena hodnota koncentrace byla 172+25 ng-l? ve
slupce a 192+179 ug-I™.

Tabulka 13: Primeérna koncentrace vybranych sloucenin ve slupkdch jednotlivych odriddach

Slou¢enina Hibernal Johanniter R,yZ“k, Aurelius
rynsky
Tékavé latky
Hexanal 175 +£ 47 51+7 63+ 25 47 +£28
B-Pinen 17+9 15+ 2 10+ 4 4+3
D-Limonen 9+6 7+1 7+5 4+3
trans-Hex-2-enal | 172 +25 73+10 77+ 17 42 +19
Oktanal 3+0 3+0 24 £ 32 2+1
1-Hexanol 168 + 48 40 + 16 86 + 93 20+ 9
trans-2-Hexenol | 63 +27 9+8 21+5 12+4
o Dially! disulfid 4+£3 3+3 0+0 1+3
2 | Linalool 539+458 | 120+81 638 + 253 | 83+ 53
E’ 1-Oktanol 7+1 8+4 31+38 4+1
£ Hotrienol 257139 | 25+13 49+3 22+3
& | o-Terpineol 70£21 14+5 113+66 | 30+11
é o-Farnesen 14 + 34 0+0 9+11 30 + 60
= Citronellol 17+ 14 22 +16 11+6 2+4
>3 B-Damascenon 45 + 56 29 + 23 141 +137 20 + 26
S Geraniol 182 + 32 327 + 148 260 + 53 115+ 14
~ | Hexanov 1438 £761 |165+152 | 647+172 | 468+ 295
kyselina
Oktanova
. 159 + 193 75+ 87 464 + 524 178 £ 171
kyselina
2,3,6-
Trimethylnaftalen 19+ 15 13+ 15 2142 13+9
Dekanovd 213+ 164 | 69 + 46 99 + 27 118 + 43
kyselina
Fenolické latky
° Gallova kyselina | 0,15 + 0,07 0,56 £0,16 0,08+0,06 |0,07+0,01
‘= § Ferulova kyselina | 0,43+0,84 | 0,19+ 0,04 0,13+0,03 | 0,06 +0,06
>§ § = Katechin 215+412 2,40+ 2,00 210+1,72 |0,32+0,20
B § g’ Rutin 0,17+0,15 |0,08+0,10 0,34 +0,08 |0,02+0,02
A~ X — | Epikatechin 1,09+ 1,89 1,44+181 1,26 £1,02 |0,29+0,21
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Tabulka 14: Primeérna koncentrace vybranych sloucenin v duziné se semeny jednotlivych odriddach

Sloucenina Hibernal Johanniter R,yZ“k, Aurelius
rynsky
Tékavé latky
Hexanal 88 + 60 54 +7 52 +43 78 £ 55
B-Pinen 16+ 8 0+0 14+7 1+£3
D-Limonen 11+3 0+0 7+5 0+1
trans-Hex-2-enal | 192 + 179 96 + 18 125+ 102 111+ 27
Oktanal 6+ 126 5+3 14 +4 16 + 38
1-Hexanol 6+1 5+2 8+2 7+3
trans-2-Hexenol | 3+1 3+1 4+2 5+2
o Dially! disulfid 0+0 0+0 0+0 0+0
‘;?_ Linalool 750 + 286 21+6 816 + 347 154 + 79
® | 1-Oktanol 544 6+ 1 8+3 1246
£ Hotrienol 599+537  |30+9 235 £29 93 + 27
§ | a-Terpineol 195 + 87 61 268122 | 60+ 20
§ o-Farnesen 0+0 0+0 0+0 0+0
= Citronellol 0+0 0+0 0+0 0+0
8 -Damascenon 275 + 254 252 + 47 326 =50 227 + 201
§ Geraniol 52 +£23 11+£2 67 + 28 29+ 13
* | Hexanova 80 + 31 10+ 1 39+3 32+31
kyselina
Oktanovd 0£19 0£0 16 +9 26 + 32
kyselina
2,3,6-
Trimethylnaftalen 1227 -4 91 8+5
Dekanovd 19+ 18 81 8+ 2 16+8
kyselina
Fenolické latky
° Gallova kyselina | 0,41 +£0,33 2,29+094 |0,30+0,23 |1,49+0,93
‘= § Ferulova kyselina | 0,08 = 0,05 0,04+0,01 |0,10+0,03 | 0,02+0,01
>EES § = Katechin 41,04 +27,49 | 37,42+8,46 | 17,86 +9,14 | 26,37 + 16,17
B § g’ Rutin 0,02 + 0,02 0,00+0,01 |0,02+0,02 |0,00+0,00
A~ x — | Epikatechin 24,12 £12,71 | 27,24 +£5,91 | 12,52 £ 6,46 | 28,91 + 24,98

RT — retencni cas; S —slupky; D — duzina se semeny, X — detekovano, nd — nebylo detekovano; Hi —
Hibernal; Jo — Johaniter; RR — Ryzlin rynsky; Au — Aurelius

V ptipadé monoterpenovych sloucenin uvadi studie Yue a kol. [74], kterd se zaméfuje na
odriidu Mustat Hamburg z rGiznych regionti tyto hodnoty: pro limonen 9,78+ 0,55 pg:I™?,
linalool 307,41 + 2,1 ug-I*, pro o-terpineol 199,13 + 4,71 ug-1*, coz se alespoii piibliZzuje k nasi
nejvyssi experimentalng stanovené hodnoté 268 + 122 pgl?. Nejvyssi koncentrace
experimentdlné stanoveného geraniolu byla 327 + 148 ug-I?. Zatimco ve studii [74] byla
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nejvyssi uvedena hodnota az 453,77 =+ 148 gl geraniolu, pro citronellol byla uvedena
koncentrace az 61,4 =+ 3,83 ug-l?, coz je témé& 2krat vice nez bylo zjisténo v odriidach
analyzovanych v této praci.

Fenolické latky v rtznych pletivech bobule zkoumala prace Farhadi a kol. [75]. Napiiklad
kultivar Muskat Alexandria obsahoval kys. gallovou v koncentracich: 122 + 7 ug-g™* ve slupce,
109 + 5 ug-g? v duziné a 87 + 3 ng-g* v semenech. Koncentrace rutinu v této odriidé byla 223
+7 nug-g? ve slupce, 78 + 5 pg-g v duzing a v semenech 16 + 1 pg-gt. Koncentrace katechinu
775 + 35 ng-g* ve slupce, 489 + 27 ng-g*. Koncentrace epikatechinu v této odridé byla 412 +
24 ng-gt ve slupce a 194 + 14 ug-g* v duzing se semeny. Ve studii Di Lecce a kol. [76] vsak
kys. gallova nebyla, na rozdil od slupky a semen, v duziné odridy Albarifio detekovana. Coz
by mohlo znamenat, Ze kys. gallova se v duziné nékterych odriid nemusi vyskytovat, nicméné
ve vzorcich analyzovanych v této praci nebyla duzina oddélena od semen, a tim padem nelze
zjistit, jestli se ve vybranych odriadach nachazi pouze v semenech nebo i v duzing. Pro katechin
a epikatechin literatura uvadi niz§i hodnoty. Clanek Samotich a kol. [77]uvadi v Ryzlinku 287,3
1g-100 g gerstvé hmoty katechinu a 156,8 nug-100 gléerstvé hmoty epikatechinu. Nejvyssi
experimentalné stanovena hodnota pro epikatechin byla 28,91 + 24,98 ng-g* a 41,04 + 27,49
11g-g*. Na obsah téchto latek mohl mit vliv methanol, jako pouZité rozpoustédlo. Literatura také
uvadi, Ze semena hroznt, ktera byla ve frakci s duzinou, obsahuji vice katechinu a epikatechinu
nez slupka [78].

4.4.3.Shlukova analyza

Pro ob¢ frakce byly vytvofeny dendrogramy na zakladé obsahu vybranych fenolickych
a tékavych latek. V Grafu 8 lze vidét, ze se odrudy podle tohoto kritéria opravdu shlukuji do
skupin. Vzorky ¢islo 13 a 14 odridy Ryzlink rynsky (viz Tabulka 6) jsou spojeny na celkové
nejnizsi vzdalenosti, ktera je mensi nez 2. S dalsimi dvéma vzorky ryzlinku se spojuji az ve
spojovaci vzdalenosti cca 11,5, to ale mohlo byt zptisobeno odliSnou geografii péstovani.
Vzorky 13 a 14 pochazi ze Znojemské podoblasti, kdezto vzorky 11 a 12 z Velkopavlovické
podoblasti. Vzorky Hibernalu tvoii, kromé vz. 4, celou jednu ze dvou vétvi dendrogramu a byly
si tedy v obsahu vybranych latek podobné. Jedinou vyjimkou je Hibernal ¢. 4, ktery se piifadil

oy oee

a ve vzdalenosti cca 9,5 se s nimi shlukuji.

Graf 9 zndzorfuje dendrogram vytvoreny pro duziny se semeny. Na rozdil od Grafu 8 se zde
odridy vice promichaly a netvoifi uz tak celistvé skupiny. I pfes to se vSechny 4 vzorky
Johanniteru shlukuji ve vzdalenosti 3 a nasledné se shlukuji ve vzdalenosti cca 9 se tfemi vzorky
odridy Aurelius, které tvoii skupinky. Pouze Aurelius €. 15 se nachazi v druhé z hlavnich vétvi
a byl nejdfive spojen se vzorky Ryzlinku a Hibernalu. Vzorky Ryzlinku rynského se jako
Vv pfedchozim piipadé rozdélily podle geografického pivodu. Odrida Hibernal vytvofila dvé
skupiny spojujici se ve vzdalenosti cca 10,5. VSechny vzorky tvofici polovinu horni vétve, od
Hibernalu ¢. 1 po Hibernal ¢. 4, maji spole¢ného jmenovatele, a tim je Velkopavlovicka
podoblast. Vzorky tvotici druhou cast této vétve (Hibernal €. 5 a 6. Ryzlink rynsky €. 13 a 14)
pochazi z podoblasti Znojemské. Pravé geograficky ptivod by mohl byt rozhodujicim faktorem,
ktery v tomto pifipadé tyto vzorky spojuje. Nelze také pominout fakt, Ze odridy Hibernal,
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Johanniter i Aurelius vznikly kiizenim Ryzlinku rynského s dalSimi odridami, a proto jejich
podobnost miize byt velka.
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Graf 8: Dendrogram pro frakci slupek (Hi — Hibernal; Jo — Johanniter; RR — Ryzlink rynsky, Au —
Aurelius)
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Graf 9: Dendrogram pro frakci duziny se semeny (Hi —Hibernal; Jo — Johanniter; RR — Ryzlink
rynsky; Au — Aurelius)
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4.4.4. Analyza hlavnich komponent

Pro grafické zobrazeni analyzy hlavnich komponent (PCA) byly podle hodnot ,,Eigenvalues*
korela¢nich matic vybrany dva projekéni faktory (1 a 2), tak aby obsahovaly co nejvice celkové
variability.

Z Grafu 10 je patrné, Zze odrida Hibernal byla jako jedind vyprojektovana do oblasti
s pozitivnim skére pro faktor 1. VSechny ostatni odridy byly naopak zobrazeny do oblasti
se zapornym skore pro tuto komponentu. Da se tedy fici, Ze vzorky €. 1, 2 a 3, odrady Hibernal
V porovnani s ostatnimi odridami maji vyssi obsah citronellolu, 2,3,6-trimethylnaftalenu, -
pinenu a také kyseliny ferulové a dekanové. VSechny slouceniny byly v Grafu 11
vyprojektovany do stejného kvadrantu jako zminéné vzorky.

Vzorky Hibernalu €. 5 a 6 jsou soucasné v oblasti se zapornym skére pro faktor 2, proto by
obsah linaloolu, hotrienolu, kyseliny hexanové, a-terpineolu a 1-hexanolu v nich mél byt vyssi
neZz u ostatnich vzorkl. Hibernal ¢. 4 byl zobrazen pfimo na ose y blizko stiedu, coZ by
odpovidalo vyS§imu obsahu o-farnesenu. VSechny vzorky Ryzlinku rynského se nachazi
v kvadrantu se zapornym skore pro obé komponenty, a oproti ostatnim odridam je v nich
obsazeno vys$$i mnozstvi epikatechinu, katechinu, geraniolu, oktanalu a 1l-oktanolu. Krom¢
Johanniteru €. 8, vSechny vzorky Aurelia a Johanniteru lezi v kvadrantu s kladnym skoére pro
komponent 2 a zapornym skore pro faktor 1, coZ naznacuje, Ze jsou si v obsahu téchto latek
podobné. Maji v porovnani s ostatnimi vice kyseliny gallové a obsahuji mensi mnozstvi latek
jako linalool a hotrienol, které byly v Grafu 11 zobrazeny v protéjsim kvadrantu.
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Vzhledem k tomu, Ze citronellol, diallyl disulfid a o-farnesen, nebyly v duzin¢ se semeny viibec
nalezeny, byly tyto slou¢eniny z analyzy PCA vynechany. Podle Grafu 12 a 13 obsahuji vzorky
duziny se semeny odridy Johanniter vV porovnani s ostatnimi vyssi mnozstvi kyseliny gallové
(zejména vzorek ¢. 8) a epikatechinu. Podobné je na tom i Aurelius ¢. 17. Ostatni vzorky Aurelia
jsou vyprojektovany v kvadrantu s kladnym skore pro obé komponenty, kde je v Grafu 12
vykreslen také 1-oktanol. Vzorky duziny Hibernalu byly v obsahu vybranych latek nesourodé.
Hibernal ¢. 4 ma oproti ostatnim vyS$$i obsah katechinu. Celkové se duziny odridy Hibernal
vyznacuji oproti ostatnim spiSe vy$§im obsahem latek vyprojektovanych v kvadrantu se
zapornym skore pro oba faktory (napf. hexanalu, rutinu, 2,3,6-trimethylnaftalenu, atd). VVzorky
Ryzlinku byly vyprojektovany Vv horni ¢asti Grafu 12 s kladnym skore pro komponentu 2.
Vzorky 11 a 12 byly znazornény v blizkosti osy y, coz by odpovidalo vy$§imu obsahu napt.
kyseliny oktanové, 1-oktanolu a trans-2-hexenolu, v porovnani se zbylymi dvéma vzorky
Ryzlinku, u kterych pievladaji jako hlavni slozky spise linalool, geraniol, -pinen, a-terpineol
a kyselina hexanova.

Rozdily mezi vzorky v ramci jedné odridy mohly byt zplisobeny rlznym geografickym
puvodem, a s tim souvisejicim mikroklimatem, riznym thrnem srazek atd.
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5. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim vybranych bioaktivnich latek v hroznech révy
vinné. Celkové bylo analyzovano 18 vzorkl hroznii odriid Hibernal, Johanniter, Ryzlink rynsky
a Aurelius. Kazdy vzorek byl jesté rozdélen na slupky a duzinu se semeny, které byly dale
analyzovany samostatné pomoci metod HS-SPME-GC-MS a HPLC-MS.

Pro kazdou z frakci hroznu byla nejprve vybrana optimalni metoda extrakce. Pro HPLC-MS
byly testovany 4 rtuzné druhy extrakce. S ohledem na celkovou integrovanou plochu pikt a
pocet identifikovanych latek byla pro obé frakce vybrana extrakéni metoda ¢.3, kterd jako
extrakéni Cinidlo vyuziva 75% methanol. Pro HS-SPME-GC-MS byl testovan piidavek
nasycen¢ho roztoku NaCl, teplota extrakce a pusobeni ultrazvuku. Na zakladé celkové
integrované plochy pikt, Cetnosti identifikaci vybranych sloucenin a statistické analyzy byly
vybrany tyto parametry extrakce pro slupky: teplota extrakce 70 °C, bez pridavku roztoku NaCl
a bez pusobeni ultrazvuku; pro duzinu se semeny: teplota extrakce 70 °C, pfidavek roztoku
NaCl v poméru 1:1, bez ptisobeni ultrazvuku.

Za vyziti 11 standardd t€kavych latek a 4 standardd fenolickych latek byla ovéfena linearita
v predpokladaném rozmezi. Pro tékavé latky byly linearita ové&fena v rozsahu 5-1000 pg-1™?
s koeficientem spolehlivosti R? v rozmezi 0,8632-0,9999. Obdobné byla linearita ovéiena pro
fenolické latky od 0,01 pg-1™ do 50 pg-1? s koeficientem spolehlivost R? 0,9650-0,9989. Takto
optimalizovanymi metodami byly analyzovany vzorky vSech odrtd.

Na zakladé reten¢nich ¢asti, hmotnostnich spekter, srovnanim s knihovnou spekter bylo napfic¢
vSemi odriadami identifikovano celkem 63 tékavych a 9 fenolickych latek. Z nich byli vybrani
zastupci obou skupin (20 té€kavych latek a 5 fenolickych latek). Na zakladé mnozstvi vybranych
slouc¢enin byla nasledn¢ provedena analyza rozptylu, shlukovd analyzy a analyzy hlavnich
komponent pro jednotlivé vzorky.

Podle vysledkt vyplyvajicich z téchto analyz se da fici, ze frakce hroznti se od sebe v obsahu
nékterych vybranych latek lisi. Obsah vybranych fenolickych latek byl signifikantné vyssi
Vv duziné se semeny, kdezto v ptipad¢ tékavych latek 3 z vybranych zastupct nebyly v duziné
nalezeny viibec.

Porovnavané vzorky obou frakci se podle obsahu vybranych latek roz¢lenily ve shlukové
analyze i analyze hlavnich komponent do skupin odpovidajicich dané odradé. Nékteré
odchylky mohly byt zplisobeny geografickym piivodem vzorki, a s tim spojenymi odliSnymi
podminkami pro vyvoj a dozravani hroznu.
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PRILOHY

Priloha 1. Ukdzka priblizeného chromatogramu analyzy slupek vzorku ¢. 18 pomoci HS-SPME-GC-MS; (identifikace sloucenin viz Tabulka 14)
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Priloha 2:Ukdzka priblizeného chromatogramu analyzy duZiny se semeny vzorku ¢. 18 pomoci HS-SPME-GC-MS;( identifikace sloucenin viz Tabulka 14)
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Priloha 4:Ukdzka priblizeného chromatogramu analyzy duziny se semeny vzorku ¢. 14 pomoci HPLC-MS (identifikace viz Tabulka 11)

Priloha 3: Ukdzka priblizeného chromatogramu analyzy slupek vzorku ¢. 3 pomoci HPLC-MS (identifikace viz Tabulka 11)
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