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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zaméfuje na analyzu a porovnani aromatického profilu vybranych vzorku
bilych vin minoritné zastoupenych odrid. Pro experimentalni ¢ast byly vybrany a analyzovany
odridy Neuburské a Kerner, pochazejici ze Ctyf vinairskych oblasti: slovacké, znojemské,
velkopavlovické a mikulovské. Pro identifikaci a kvantifikaci t€kavych latek byla vyuzita
headspace mikroextrakce na pevnou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostni
detekci. Pomoci 16 standardu byla ovérena linearita pouzité metody, tyto byly nasledné pouzity
pro kvantifikaci; koeficienty spolehlivosti R? se pohybovaly v rozmezi 0,9816 — 0,9995.

Ve vzorcich bylo celkem identifikovano 62 tékavych latek.

Ze vSech identifikovanych sloucenin bylo vybrano 21 latek zastoupenych ve vétsin€ vzorku
a tvoricich nejvétsi podil na aroma obou odriid. Ve vSech vzorcich vyrazné prevazovaly estery,
mirn¢ se vsak lisilo sloZeni vzorka z riznych oblasti.

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



ABSTRACT

The thesis focuses on the analysis and comparison of the aromatic profile of selected samples
of white wines of minority varieties. For the experimental part, the varieties Neuburger and
Kerner, originating from four wine regions: Slovacko, Znojmo, Velké Pavlovice, and Mikulov,
were selected and analyzed. For the identification and quantification of volatile compounds,
headspace solid-phase microextraction combined with gas chromatography and mass
spektrometry detection was used. The linearity of the applied method was verified using 16
standards, which were subsequently used for quantification; the reliability coefficients R?
ranged from 0,9816 to 0,9995.

A total of 62 volatile compounds were identified in the samples.

Of all the identified compounds, 21 substances were selected as being present in the majority
of the samples and constitued the largest contribution to the aroma of both varieties. In all
samples, esters were predominant, but the composition of samples from different areas varied
slightly.

KEYWORDS
wine, aroma compounds, SPME, GC-MS
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1 UVOD

Vino ma velmi dlouhou historii a je jednim z nejstarSich napoju lidstva. Péstovani vina ma
v Ceské republice dlouhou a bohatou historii, ktera saha az do dob starovéku. Vinafstvi se zde
vyvijelo po staleti a stalo se nedilnou soucasti kulturniho a hospodaiského dédictvi. Prvni
zminky o péstovani vinné révy na nasem uzemi pochazi jiz z dob fiSe fimské, ale skutecCny
rozmach vinohradnictvi nastal az v dobé stfedov€ku. V prabehu staleti se vinohradnictvi
rozsifilo do rliznych regionti a vyvinulo se v umeéni, které ovliviiuje nejenom chut” a kvalitu
vina, ale také spoleCensky zivot a kulturu. Vino se stalo vyznamnym symbolem v riiznych
kulturach a nabozenstvich. V kiestanstvi je naptiklad povazovano za symbol mladi a vé¢ného
zivota, zatimco Cervené vino symbolizuje krev a obét’.

V poslednich letech stoupa zdjem o vyzkum a zkouméni aromatického potencidlu
vin minoritn€ zastoupenych odrad. Oproti béznéjsim odridam maji tyto mensi a méné rozsifené
odrady potencial obohatit paletu Geskych vin o nové a neobvyklé aroma. Avsak v Ceské
republice se koncentrace téchto minoritnich odrid postupné snizuje, nebot jsou Casto
vytlaGovany komerén€ uspésnéjsimi a béznéji péstovanymi odridami. Tento trend predstavuje
hrozbu pro rozmanitost a bohatstvi naSich vinarskych tradic. Analyzou a porovnanim
aromatického profilu vybranych vzorkd vin z téchto méné Castych odrud se tato bakalarska
prace snazi prispét k lep§imu porozumeéni jejich vyznamu a potencialu v soucasném vinarstvi,
a zaroven upozornit na daleZzitost jejich zachovani a ochrany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie a soucasnost vinohradnictvi a vinarstvi na naSem uzemi
Pogatky vinohradnictvi v Ceské republice jsou spojovany s Rimany, kdy fimsky cisai Probus
nafidil vysazovat vinice v fimskych koloniich za Alpami. Ke zna¢nému rozsiteni vinic doslo
v 9. a 10. stoleti v obdobi Velkomoravské fiSe. Podle povésti byl knize Bofivoj pfi narozeni
jeho syna Spytihnéva obdarovan moravskym vinem. Také svaty Vaclav byl udajn€ obeznamen
s uménim vyroby vina, a proto byl uctivan jako nejvyssi perkmistr vinic. Klasterni komunity
sehraly vyznamnou roli pfi rozSifovani vinic v raném obdobi stfedovéku, které zakladaly
vinice, péstovali vinnou révu a vénovaly se vyrob¢ vina. Zaznam o nejstarsich ¢eskych vinicich
se datuje do roku 1057, kdy knize daroval vinice nedaleko Litoméfic mistnimu kostelu.
V prubéhu 13. stoleti dochazelo k masivnimu zakladani rozsahlych vinic klastery. V raném
sttedoveéku rostla obliba vina, a vinna réva se zacala vyskytovat také v blizkosti Slechtickych
sidel, zejména pak ve méstech. Vyznacny podil na rozmachu naseho vinafstvi mél v obdobi
jeho vlady Karel IV, ktery nechal do Cech dovézt révu z Burgundska a Poryni. Karel IV. také
nafidil zakladani vinic na riznych vhodnych mistech. Roku 1907 byl vydan prvni vinaisky
zakon obsahujici presnou definici vina a dovolené a nedovolené postupy pii jeho vyrobé. Na
prelomu tisicileti bylo klicovym krokem smérem ke zvysSeni kvality péstovani révy vinné a
vyroby vina piijeti vinafského zakona v roce 1995 a jeho uprava pii vstupu do Evropské unie
v roce 2004 [1, 2].

Ceska republika se v souasné dobé déli na dvé hlavni vinaiské oblasti — Morava a Cechy, a
na 6 podoblasti — Mikulovskou, Velkopavlovickou, Slovackou, Znojemskou, M¢lnickou a
Litoméfickou. Celkova plocha vinic je 18 512 ha. Klimatické podminky Moravy jsou podobné
jako v nejlepSich vinatskych oblastech Némecka ¢i Francie, proto se az 96 % vinic nachazi zde.
Spotieba vina &inila v roce 2010 11 % objemu konzumovanych alkoholickych napojii v Ceské
republice, pficemz primérna spotieba Cinila 19,4 litri vina na osobu roc¢né. Tato Cisla postupné
rostou, pravdépodobné diky rozSifujicim se znalostem o vinech a poklesu cen zptsobenému
mezinarodni konkurenci. Ceska republika je &istym dovozcem vina, kdy dovazi vice nez
polovinu své spotreby, ackoli spotfeba mistnich vin s ¢asem roste [3, 4, 7].

2.2 Minoritné zastoupeny odrudy révy vinné

Péstovani vinné révy pro vyrobu vina tvofi podstatnou ¢ast z oblasti ceského zemédelstvi, ktera
se v poslednich letech vyrazné zlepsila. VétSina variant vinné révy patii do 14 rodu Celedi
Vitaceae. Pievazna Cast téchto druhti ma svij puvod v Severni Americe a Asii, pfiCemz jen
malo z nich je vhodnych pro péstovani jak v chladnéjSich, tak i1 tropickych oblastech. Pro
vyrobu vina ma vyznamny vliv pouze rod Vitis, zejména jeho podrod Vinifera. Z Evropy
pochézi pouze jediny druh vinné révy, kterym je réva evropska, znama také jako réva uslechtila,
oznacovana Vitis vinifera [2, 5].

Pravé tento druh révy je jednou z nejstarSich plodin na svété a jeji péstovani se odrazi
v regionalni identité lidi z riznych geografickych oblasti. V ramci druhu Vitis vinifera je velka
biodiverzita a odhaduje se, Ze celosvétove se pestuje vice nez 9600 odrid. Koncem 19. stoleti
byly evropské vinice postizeny nejvyznamnéjsimi houbovymi chorobami a sktidci révy vinné,
coz vedlo kiniciaci Slechténi novych mezidruhovych odrad s vétsi odolnosti proti témto
chorobam. Hrozny se péstuji pfedev§im v oblastech s pfiznivymi klimatickymi podminkami,
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kdy nejdilezitéjsimi jsou teploty béhem vegetacniho obdobi a uroven slunec¢niho zareni. Tyto
parametry maji zasadni vliv na obsah ucinnych latek v ovoci, ktery urCuje jejich chut a
vhodnost pro proces vyroby vina. Vinice po staleti formovaly charakter kulturni krajiny
v oblastech s piiznivym klimatem. Z celkové produkce vina v Cesku tvoii dvé tietiny bilé vino
a jednu tfetinu vino Cervené. Tyto poméry odpovidaji poméru vinic osazenych bilymi a
modrymi odridami. Pidni poméry jsou riznorodé s prevazujicimi kamenitymi, skeletovymi,
pisCitymi a také jilovitymi padami [5-8].

2.2.1 Kerner

Kerner je pomérmé mlada odrida vyslechténa v roce 1929 v Némecku kiizenim odrad Trolinské
a Ryzlink rynsky. V roce 1969 bylo povoleno péstovani odrudy Kerner ve vS§ech némeckych
vinarskych oblastech a udélena mu byla ochranna autorska prava. V soucasné dobé¢ je Ctvrtou
nejzastoupenéjsi odrudou v Némecku, kde zaujima celkovou plochu az 6500 hektart. Jeho
podil v Ceské republice na celkovou plochu vinic je pouze 0,14 % [2, 6].

Vyznacuyje se stiedné velkymi, tmavozelenymi listy s hrubym povrchem, jeho hrozny jsou
sttedné velké, kiidlaté se zlutozelenymi bobulemi, s hnédym lickem a tuhou slupkou (viz
Obrazek 1). Bobule vykazuji pifijemnou a hutnou sladkou chut. Odrada dava vznik
zelenozlutym vinim se svézimi aromatickymi latkami a ovocnou, kofenitou chuti [2, 7].

Odolnost odriady vi¢i mrazu a napadeni plisni révy je dobra, avsak jeji odolnost vici plisni
Sedé a proti napadeni padlim révy klesa. Kerner je optimalni pro péstovani na hlinitych padach
s vysokym obsahem vapniku. Preferuje vyvysSené terény slepsim proudénim vzduchu. Na
pudach s vysokym obsahem vapniku nedochazi ke znamkam zloutnuti listi, coz je zptisobeno
nedostatkem Zeleza. Tato odriida neni vhodna pro piilis suché klimatické podminky. Vzhledem
k vySe uvedenym charakteristikam by bylo vhodné péstovat tuto odridu v severnéjSich ¢astech
Ceskych vinatskych oblasti [2, 7].
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Obrazek 1: Vzhled hrozwii a listii odridy Kerner [11]
2.2.2 Neuburské

Odrada Neuburské pochazi z Rakouska, kde je znama pod nazvem Neuburger. Na zakladé
aktualnich poznatkli se jedna o kiizence odrid Veltlinské Cervené a Sylvanské zelené.
Neuburské se v minulosti na Moravé vyrazné rozsifilo a do znacné miry vytlacilo dfive
dominantni odridu Sylvanské zelené. Rust popularity této odrudy byl zptisoben schopnosti
prosperovat v suchych a prudce svazitych polohach. Historicky bylo Neuburské nejvice
péstovano na Muténicku a Velkopavlovicku. Jeji podil v Ceské republice ¢ini 1,6 % z celkové
plochy vinic. Nicméné dochazi k trvalému poklesu jejiho pé€stovani zejména kvuli rostouci
poptavce po jinych odradach a obtiznostem spojenymi s jejim péstovanim, véetné nachylnosti
k nemocem, zejména viru révoveého listu, ktery ohrozuje preziti révy [2, 12, 13, 14].

Jedna se o stiedné ranou mostovou bilou odridu se stfedné€ velkymi, tiilaloCnymi listy,
pétithelnikového tvaru (viz Obrazek 2). Hrozny se vyznacuji malou az stfedni velikosti se
Zlutozelenymi, kulatymi bobulemi nesoucimi na tlusté slupce tmavé teckovani. Odrida je
sttedné€ odolna proti napadeni plisni Sedou nebo plisni révy a jeji schopnost odolat mrazu je
nizka [2, 13, 14].

Neuburské dava vznik jemné aromatickym vintim zlatozluté barvy. V chuti vykazuji vina
stfedni az plné té€lo, harmonickou strukturu a hebkou texturu s niz§im obsahem kyselin. Jsou
charakterizovana kvétinové-ovocnym profilem se skoficovou chuti. Ve aromatickém profilu a
chuti vina pfevladaji tony ofechti, malin a smetany [2, 12, 13].
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Obrazek 2: Vzhled hrozwii a listii odriidy Neuburské [15]

2.3 Chemické slozeni vina

2.3.1 Voda a mineralni latky

Voda jako prevladajici chemicka slozka hroznli a vina hraje kliCovou roli pfi stanovovani
zakladnich charakteristik vina. Diky své chemické struktute a chemickym vlastnostem slouzi
jako vynikajici rozpoustédlo pro polarni i malo polarni latky. Je vybornym rozpoustédlem i pro
fadu polarnich latek ve spojeni s ethanolem. Mimo to ma také voda vysokou mérnou tepelnou
kapacitu, ¢imz zpomaluje ohfivani sklenice vina. Voda je nezbytnou slozkou mnoha
chemickych reakci, které se ucastni rastu hroznti, fermentace a starnuti vina. U béznych vin
muze obsah vody dosahovat 80-92 % [16, 17].

Mineralni latky ve vinné révé se podileji zejména na senzorickych vlastnostech vina.
Dulezity vliv na obsah mineralnich latek ve vin€é ma napiiklad pocasi, puda, jeji geologicky
ptivod, odrtiida, hnojeni apod. Obsah vSech mineralnich latek ve viné se vyskytuje v rozmezi od
1,5 do 4 g1"!, kdy v suchém obdobi je nizi a ve vlhkém vy33i. Nejvice zastoupenou mineralni
latkou ve ving je draslik, ktery neutralizuje organické kyseliny. Jeho koncentrace se zvysSuje
v prabéhu dozravani. Draslik ma také znacny vliv na pH hodnotu a koncentraci kyselin ve ving.
Dalsimi prvky, vyskytujicimi se ve formé kationtu, jsou naptiklad vapnik, hoicik, sodik, méd’
a zelezo. Nejdulezit€jsimi skupinami aniontli ve viné jsou fosforeCnany, chloridy, sirany a
uhli¢itany, z nichz nejCastéj§im ve vin€ je aniont fosforu. Ve viné jsou také ptitomny dalsi
prvky jako je brom, fluor, jod, bor, kfemik, mangan, zinek, olovo, arsen a hlinik [17-19].
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2.3.2 Sacharidy

Hlavni sacharidy obsazené ve vinné réve jsou monosacharidy glukosa a fruktosa. Jejich obsah
je zasadni pro ur¢ovani potencialniho obsahu alkoholu ve viné. Obsah hroznového cukru se lisi
v zavislosti na odridé, zralosti a zdravotnim stavu plodi. ZvysSena cukernatost zvySuje obsah
alkoholu a tim Casto negativné ovliviiuje kvalitu vin. V dobé zralosti se vyskytuji Casto
v poméru 1:1, kdezto ptfezrale hrozny obvykle obsahuji vyssi podil fruktosy. Tyto hexosy jsou
metabolizovany kvasinkami rodu Saccharomyces za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého jako
vedlejsiho produktu. Kvasinky rodu Saccharomyces ptrednostné zpracovavaji glukosu, diky
c¢emuz dochézi k rychlej§imu snizovani koncentrace glukosy nez fruktosy. Ostatni cukry, jako
jsou rafinosa, maltosa, galaktosa, arabinosa a xylosa, se vyskytuji pouze v nepatrném mnozstvi
[16, 19].

V hroznech se muze ziidka vyskytovat oligosacharid sacharosa, ktera se béhem kvaseni
enzymaticky S$té€pi na glukosu a fruktosu. Dal§im oligosacharidem, vyskytujicim se ve viné
pouze ve stopovém mnozstvi, je maltosa. Maltosa nebo téz sladovy cukr je disacharid tvofeny
dvéma molekulami glukosy. Jeji vyss§i koncentrace ve vin€é miZze poukazovat na podvodné
dodani sladidla k dosazeni lepsich senzorickych vlastnosti vina [16, 18, 19].

Polysacharidy jsou hlavni skupinou komplexnich makromolekul a ve viné se vyskytuji
vmnozstvi 2 az 4 g-1I'!. Tvoii zde znagnou &ast koloidnich latek, diky ¢emuz jsou ve viné
nezadouci a zpisobuji komplikace napfiklad pfi filtraci. Jejich obsah zavisi na fadé faktord jako
je odrida, vyzralost hroznti, zptsobu vinifikace a uchovani vina. Strukturnimi polysacharidy
hroznti jsou predev§im pektiny bohaté na arabinosu a galaktosu [19, 20].

Cisty pektin je tvoren linearnim Fetézcem polygalakturovych jader, které jsou esterifikovany
methanolem. Obsah methanolu i pektinu kolisa podle charakteru odrudy, zralosti a zpuisobu
vinifikace. Pektin se nachazi zejména v mladych vinech. Po fermentaci lze nalézt ve vin¢ az
500 mg-1"! pektinu. Alkoholovou fermentaci dochazi k hydrolyze pektinu, kdy se jeho obsah ve
viné velice rychle snizuje a dava vznik, spolecné s hydrolyzou polysacharidii, predevsim
kyselinam galakturonovym, methanolu, arabinose, galaktose a xylose [19].

Beta-glukan je polysacharid vylucovany plisni Botrytis cinerea. Nachazi se pouze ve vinech
vyrobenych z poskozenych hroznt. Jeho obsah muze bez ohledu na typ hniloby dosahnout az
300 mg1!. Beta-glukan ma i pfi nizké koncentraci dilezité vlastnosti. Vykazuje vlastnosti
ochranného koloidu a zabratiuje slucovani volnych ¢astic a tim 1 Cifeni vin [19].

2.3.3 Alkoholy

Nejdulezitéjsim alkoholem ve ving je ethanol, jehoz primarnim zdrojem je fermentace, kdy se
pomoci kvasinek preménuje glukosa a fruktosa na ethanol a oxid uhlicity. Hlavnimi faktory
ovliviiujicimi produkci ethanolu jsou obsah cukru, teplota a kmen kvasinek. Dobrym
producentem alkoholu jsou kvasinky rodu Saccharomyces. Obsah ethanolu ve viné se pohybuje
vrozmezi 9 az 13 % obj. Kromé vyznamnych fyziologickych acinkt na clovéka je ethanol
zasadni pro stabilitu, starnuti a senzorické vlastnosti vina. Rostouci obsah alkoholu postupné
omezuje rust mikroorganismua. Ethanol ma pozitivni u€inky na chut’ vina, kdy zvySuje sladkost
prostfednictvim vlastni sladké chuti [16, 19-21].

Pfitomnost methanolu ve viné je zpisobena hydrolyzou pektini béhem fermentace. Jeho
podil ve vin€ pfimo zavisi na délce macerace zejména slupek hroznti, z cehoz vyplyva, ze podil
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methanolu v bilych vinech je nizsi nez u vin Cervenych. Ve viné je ale zastoupen ve stopovém
mnozstvi, které je zdravotné neskodné pro clovéka [19, 21].

Vyssi alkoholy, znamé také jako fuselové alkoholy, predstavuji dal§i skupinu latek
obsazenych ve vin€. Termin "fusel" oznacuje frakci ziskanou béhem destilace fermentovanych
produktt, které maji velmi silny a nepfijemny zapach. Koncentrace a charakter vysSich
alkoholt ve vin€, vytvorenych v procesu alkoholového kvaseni, se zna¢né lisi v zavislosti na
odridé révy. Jejich celkovy podil ve ving je pouze v rozmezi od 200 do 600 mg-1"!. Navzdory
tomu ale vySssi alkoholy maji podstatnou funkci, co se ty¢e vinného aroma. Nejzastoupen¢jsi
jsou 3-methylbutanol, ktery se objevuje v koncentracich od 55 do 420 mg-1"!, 2-methylpropanol
a 2-methylbutanol. Vyssi alkoholy se nevyskytuji v bobulich révy vinné, ale jsou produktem
spojenym s metabolismem kvasinek nebo Ehrlichovy reakce, kdy se jedna o dekarboxylaci a
naslednou deaminaci aminokyselin [19, 22, 24].

Celkovy obsah vicesytnych alkohol se lisi podle toho, zda pochézeji ze zdravych a zralych
hroznt ¢i z hrozni napadenych plisni nebo hnilobou. Pritomnost diolt ve viné€ charakterizuji
butan-2,3-diol a propan-1,3-diol. Butan-2,3-diol vznika pfi alkoholovém kvaseni redukci
acetoinu (3-hydroxybutanon). Déle také rozkladem kyseliny citronové, glukosy a fruktosy
pusobenim mléénych bakterii. Nachazi se v rozmezi od 0,3 do 1,35 g'1"!, ale mize dosahovat
az koncentrace 2 g'1"! u likérovych vin. Ve velice malém mnozstvi se ve viné vyskytuje propan-
1,3-diol, ktery je produktem rozkladu glycerolu mléénymi bakteriemi, ¢imz dochazi
k zvySovani hotkosti vina [19].

Zastupcem vicesytnych alkoholu je také glycerol, ktery tvori, po vodé a ethanolu, teti
nejzastoupenéjsi slozku vina. Jeho koncentrace ve viné se pohybuje v intervalu 6 az 10 g-1"!.
Produkce je zavisla na pocatecnim obsahu cukrd, stavu hroznt, druhu kvasinek a fermentacnich
podminkach. Glycerol vznika béhem alkoholové fermentace, u hroznl infikovanych plisni
Botrytis cinerea a také vysokym pH mostu. Kvasinky hraji dilezitou roli v této produkci, a
spolu s glycerolem se vytvari i dalsi slozky jako aromatické latky. Byl tradicné spojovan
s riznymi atributy v chuti vina jako je olejovitost, jemnost a plnost. Oxidaci se pfeménuje na
glyceraldehyd, pokud je oxidovana jedna primérni skupina. Dale oxidaci sekundarni skupiny
se transformuje na dihydroxyaceton a plnou oxidaci jedné primarni skupiny tvoii kyselinu
glycerovou nebo kyselinu pyrohroznovou [19, 23].

2.3.4 Kyseliny

Ve viné se vyskytuji zejména organické kyseliny, které maji dvé zasadni klicové role.
Vyznamné ovliviiuji pH vina, coz ma dopad na vzhled, mikrobiélni a chemickou stabilitu vina.
Maji také pifimy vliv na chut, zejména kyselost. Hmotnostni podil organickych kyselin je ale
pomeérné nizky a proménny. Ve vinafské praxi se jejich mnozstvi ve ving€ vyjadiuje jako podil
kyseliny vinné [16, 19, 25].

Kyseliny ve viné se vétsinou fadi do dvou skupin, tékavé a stalé. Tékava kyselost oznacuje
kyseliny, které lze odstranit destilaci vodni parou. Celkova kyselost miZze byt vyjadiena
v ekvivalentech kyseliny vinné, jablecné, citronové, mlééné nebo octové. VétSina téchto
organickych kyselin a jejich soli maji pozitivni u€inky na lidsky organismus, jako je naptiklad
podpora vstiebavani zeleza, antioxidacni a antibiotické vlastnosti. Aciditu vina tvoii také
mineralni kyseliny a rovnéz oxid uhlicity a oxid sifi¢ity v rovnovaze se svymi kyselinami. [16,
26].
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Kyselina jablecna muze tvorit az polovinu celkové kyselosti vina a hrozn. Jeji koncentrace
s dozravanim hrozna klesa, zejména v horkych obdobich na konci sezony. To muze vést ke
tvorbé vina, které je vice nachylné na mikrobialni kazeni. V chladnych podminkach naopak
koncentrace kyseliny zastava vysoka a vino dostava potfebnou kyselou chut’. Proto je kyselina
jable¢na jednim z hlavnich ukazateli pouzivanych pro urCeni spravného terminu sbéru hroznu.
Jeji koncentrace ve viné se pohybuje v rozmezi 0-5 g-1"!. Kyselina jable¢na je zkvasitelna, kdy
j1 mohou rozkladat naptiklad druhy kvasinek Saccharomyces. Jedna se o malo-laktické kvaseni,
které ucinné snizuje kyselou chut' vina, zlepSuje mikrobidlni stabilitu a modifikuje
organolepticky charakter vina [16, 19, 26].

Kyselina vinna spolecné s kyselinou jable¢nou hraji klicovou roli v procesu vyroby, véetné
organoleptické kvality a fyzikalni, biochemické a mikrobialni stability vina. Koncentrace
kyseliny vinné neklesa v prubéhu zrani hrozn. V pfiznivych rocnicich je nejcastéji se
vyskytujici kyselinou v mostech i vinech. Ve viné se nachazi v 2 az 5 g1, kde vykazuje
agresivni kovovou prichut. Kyselina vinna je odolna vuci kvasinkam a vétSiné bakterii. Je
syntetizovana v mnoha rostlinach, ale ve vyznamném mnozstvi se vyskytuje pouze v urcitych
rodech. Bézné se shromazd'uje v hroznech ve formeé draselné soli [16, 19, 26].

Nepatrné mnozstvi kyseliny mlécné produkuji buniky kvasinek v procesu fermentace. Jeji
podil ve viné se pohybuje v rozmezi od 0,05 do 3 g'I"!. Pokud je kyselina mlé&na hlavni slozkou
vina, pochézi z metabolické aktivity bakterii mléEného kvaseni. Tyto bakterie produkuji enzym,
ktery dekarboxyluje kyselinu jablecnou na kyselinu mlé¢nou procesem zvanym malo-lakticka
fermentace. Hlavnim pfinosem této fermentace je pfeména kyseliny jablecné s drsnéjsi chuti na
kyselinu mlécnou s chuti jemnéj§i. Tato fermentace se nejCastéji vyhledava u Cervenych vin.
V jinych pfipadech neni toto kvaseni zaddouci a tento proces musi byt zastaven, jakmile za¢ne
[16, 19, 29].

Dalsi kyseliny vyskytujici se ve vinech jsou citronova, stavelova, mravenci, fumarova,
jantarova a kyselina octova, ktera se projevuje octovym zapachem vina [27].

Tékavé kyseliny jsou tvofeny nizsimi mastnymi kyselinami, pfedevsim kyselinou octovou,
ktera tvori az 95 % vSech tékavych kyselin vina. Zbytek tvoii zejména propionova, maselna,
kapronova a valerova kyselina. Tyto organické kyseliny mohou dramaticky ovlivnit hodnoty
pH a maji také vliv na biologickou stabilitu, senzorické vlastnosti a barvu. Ve vin€ se nachaze;ji
v koncentracich od 500 do 1000 mg-I!. Je-li jejich hodnota vyssi, jedna se o vadu ¢ nemoc
vina [19, 21, 29].

Kyselina octova je produkovana kvasinkami mlécného kvaseni pfi alkoholovém nebo
jablecno-mlécném kvaseni. Je hlavni slozkou teékavé kyselosti a je klicova pro kvalitu vina. Jeji
koncentrace ve viné je piiblizné 0,5 g'1"! a musi zistat pod 1,1 g-1"' v souladu s platnou
legislativou. Ve vyssich koncentracich vznika oxidaci ethanolu za pfistupu kysliku a zptisobuje
nezadouci aroma i chut vina pfipominajici ocet [19, 28, 30].

2.3.5 Fenoly

Fenoly jsou velkou a komplexni skupinou polyfenolickych sloucenin, které jsou pfimo spojeny
s organoleptickymi a zdravi prospéSnymi vlastnostmi Cerveného vina. V mnohem niz§ich
koncentracich se vyskytuji také ve vinech bilych. Pti opatrném zpracovani révy vinné se obsah
fenolovych slou¢enin pohybuje v mnozstvi do 0,25 g'1"!, kdeZto u vin Eervenych je jejich obsah
az 4,5 g'I'!. Fenoly mohou vyrazné ovlivnit chut, vzhled, viini a antimikrobialni vlastnosti. Jsou
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klicovym konzervantem vina a zdkladem jeho dlouhodobého starnuti. V hroznech a vinech se
vyskytuji dvé skupiny fenolovych latek, flavonoidy a neflavonoidy [16, 31, 32, 34].

Flavonoidy charakterizuji vice ¢ervena vina nez bila. V Cervenych vinech tvofti vice nez 85
% obsahu fenolu, v bilych vinech tvorti flavonoidy méné nez 20 % celkového obsahu fenolu.
Vazany jsou zejména s jednou a vice molekulami glukosy do sloucenin zvanych glykosidy.
Flavonoidy maji neékolik dilezitych funkci ve ving, ovliviiuji chut’ horkosti a t€snosti, zejména
u ¢ervenych vin. Mezi hlavni flavonoidni slou€eniny, pfitomné v ¢erveném ving, patii nékolik
tfid, jako jsou flavanoly, flavonoly a anthokyany [16, 19, 32, 34].

Jednou ze skupin flavonoidi jsou anthokyany neboli anthokyanova barviva, coz jsou
Gervené pigmenty hroznd. Cervené a modré barvy nachizené v mnoha rostlinach jsou
pfipisovany anthokyaniim, zejména v kvétech a ovoci. V bilych vinech jich najdeme pouze
stopoveé mnozstvi [19, 25].

Ttisloviny hrozni a vina, zvané také jako oenotaniny, vétSinou vznikaji kondenzaci
katechinu, ktery snizuje hladinu cholesterolu v krvi, ale také mize nejspise zptisobovat vznik
migrény. Ve spojeni s histaminem zpusobuji tfisloviny bolest hlavy. Ve vSech castech hroznu,
jako je tfapina, slupka a semena, se vyskytuji kondenzované ttisloviny. Jejich obsah ve viné se
lisi podle toho, jak dlouhou dobu byl most ve styku s tfapinami a slupkami hrozna, kde se taniny
prevazné objevuji. Dusledkem toho maji vina Cervena, vznikla nakvasenim na rmutech nebo
vina vyrobena z lisovanych mosti bez odzrnéni, vzdy vice tfislovin nez vina bila, ktera byla
vyrobena s odzrénim hrozni. Namisto katechini jsou ve viné obsazeny i
leukoanthokyanidiny, které jsou minoritni formou kondenzovanych tiislovin. Mladé vino mize
obsahovat az 5 g1 kondenzovanych tfislovin, jejichz koncentrace je zavisla napfiklad na
odriadé, podminkach péstovani a zdravotnim stavu hrozni. Mnozstvi a kvalita je zavisla také
na teploté fermentace, na koncentraci ethanolu a na dalsich zpisobech a metodach pouzivanych
beéhem vinifikace. Zvysenim obsahu té€chto latek se zvysi stabilita barvy, ktera je zptuisobena
sluovanim tfislovin s anthokyany. Ttisloviny se mohou sluCovat také s bilkovinami za
mozného vyvolani vycCefeni vina. Velmi dilezitou vlastnosti tfislovin je antioxidacni a
ochranna ¢innost v ¢ervenych vinech. Trisloviny mohou pochazet ze drevitych Casti sudt, kde
je vino uchovavano. Dodavaji vinu predevsim ptijemnou sladkou chut [19, 31].

Neflavonoidy jsou strukturalné jednodussi, ale jejich pivod ve vin€ je rozmanitéjsi.
Neflavonoidni slouceniny pfitomné ve viné zahrnuji fenolové kyseliny, fenoly a stilbeny. Ve
vinech, které nezraji v dubu, jsou primarnimi neflavonoidy derivaty hydroxyskoficové a
hydroxybenzoové kyseliny. Ulozeny jsou predevsim ve vakuolach bun€k hroznu a jsou snadno
extrahovany drcenim. Derivaty hydroxyskoficové kyseliny jsou zastoupeny piedevsim ve viné
bilém, kde podléhaji oxidaci a zpusobuji hnédnuti mostu a vina. Naopak hydroxybenzoové
derivaty jsou pfitomny ve vin€ ve forme glykosidu a estert [16, 32].
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2.3.6 Estery

Estery jsou organické slouCeniny vznikajici v pruibéhu zrani vina pii reakci alkoholu
s kyselinami a obohacuji vino o aroma a celkovy odridovy charakter. Reakci stejnych alkoholt
s vicesytnymi kyselinami vede ke vzniku jak neutralnich, tak kyselych esterti. Vyssi alkoholy
jsou substraty pro produkci acetatovych estert, které jsou spojeny s ovocnymi a kvétinovymi
vunémi vina. Jaky typ esteru se pii fermentaci vytvori ovliviiuje typ kvasinek. Tato riznorodost
je ovliviiovana také podminkami fermentace, napiiklad teplotou, sifenim, slozenim hrozni a
zralosti odrudy. Enzymaticka tvorba esteri byla identifikovana jako pocatecni aktivace
kyseliny spojenim s koenzymem A (CoA) pred reakci s alkoholem k vytvofeni esteru.
Donorem koenzymu muze byt bud acetyl-CoA, vznikly z pyruvatu, nebo néktera z acyl-CoA
slouCenin vytvorenych enzymem acyl-CoA syntetazy. Biologicky je tvofen pouze maly podil
esterti ve vin€, kdy ve vétsin€ pripadi se jedna o neutralni estery, nejCast€ji ethylestery [16, 19,
32, 33].

Tabulka 1: Souhrn hlavnich esterii ve viné a jejich aromatické projevy |18, 36].

Tékavé slouceniny

Popis aromatického projevu

Ethyl-2-methylbutanoat

jablko, jahoda, sladky

Ethyl-2-methylpropanoat

ovocny, jahoda, citron

Ethylbutanoat

kyselé ovoce

Ethyl-3-methylbutanoat

bobuloviny, ananas

Ethyl-3-hydroxybutanoat ovocny
Ethyl-4-hydroxybutanoat karamel
Ethyl-3-fenylpropanoat kvétinovy

Diethyl sukcinat

ovocny, kvétinovy

Dicthyl malat titinovy cukr, sladky
Ethylhexanoat zelené jablko, jahoda
Ethyllaktat jahoda, mléko, mydlo
Ethyloktanoat sladké mydlo, ovocny
Ethyldekanoat prijemné, mydlovité
Ethylacetat ovocny, odlakovac (ve vysoké koncentraci)

2-methylpropylacetat

jablko, ovocny

2-methylbutylacetat

banan, ovocny

3-methylbutylacetat

banan

Hexylacetat

sladky, parfém, bylinny

2-fenylethylacetat

raze, kvétinovy

Ethylacetat je hlavni senzoricky aktivni slozkou alkoholickych napojii fermentovanych
kvasinkami. Diky své rychlé tvorbé z prevladajiciho ethanolu a kyseliny octové je kvalitativné
nejbéznéj§im esterem ve viné. Vyskytuje se ve zna¢ném mnozstvi a nékdy 1 vétsim, nez je 100
az 150 mg-1"! za vzniku zapachu po rozpoustédle ¢i laku na nehty [17; 19, 36].
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Jable¢no-mlécné kvaseni zapficinuje vznik ethyllaktatu ve vinech v rozmezi od 40 do 60
mg-1-1. Ethyllaktat se vyuziva jako zjemilova¢ aroma s maselnou vini az vini kyselého mléka.
Jeho pritomnost se muze navysit béhem procesu skladovani vina [19].

Mezi ethylestery mastnych kyselin se fadi naptiklad ethylhexanoat, ktery ma Cichovy prah
vnimani 0,5 mg1! a projevuje se bananovou a jablkovou vini. Dal§im zastupcem je
ethyloktanoat s prahem vnimani 1 mg-1"! a jeho aroma je nejblize hruskové nebo ananasové
vuni. Jejich nizka koncentrace ve viné muze i presto dodavat vinu intenzivni ovocné aroma a
obcas az voskovou a medovou prichut’. Tyto ethylestery vznikaji ethanolyzou acyl-CoA, ktery
je meziproduktem metabolismu mastnych kyselin [19, 33].

Druha skupina estert, acetatové estery jsou vysledkem reakce acetyl-CoA s alkoholy
vytvorenymi z degradace aminokyselin, sacharidi a lipidi. Nejvice vyskytujicim se esterem
vysSich alkoholt je isoamylacetat, ktery se objevuje zejména v mladych vinech. Jeho
koncentrace se pohybuje v rozmezi 0,5 az 2 mg-1"! a prah vnimani isoamylacetatu je 1,2 mg-1-
! kdy se vyznaCuje bananovou vini. Dal§imi zastupci této skupinu jsou propylacetat,
hexylacetat a fenylethylacetat [19, 33].

2.3.7 Terpeny

Terpeny predstavuji rozsahlou skupinu aromatickych latek, které jsou produkované vyssimi
rostlinami, fasami a houbami. Vyskytuji se v hroznech vétSiny odrid, kdy existuje pies 400
ptirozené se vyskytujicich terpenovych sloucenin. V hroznovych bobulich jsou vazany
glykosidickou vazbou na glukosu nebo nekteré disacharidy a tvofi slouceniny bez aromatického
charakteru. Béhem procesu kvaseni se terpenoidy uvolniuji pomoci glukosidaz, které jsou
produkovany hrozny, kvasinkami a bakteriemi. Jejich podil se lisi u muskatovych odrid, kde
je jejich koncentrace v fadech miligrama na litr. U nemuskatovych odrud jejich podil klesa 10
az 100krat. Na aroma vina se nejvice podili pouze mala ¢ast monoterpent, které se vyskytuji
v dostatecné vysoké koncentraci ve vin€. Ostatni monoterpenické latky ve viné nejsou
v dostate¢ném mnozstvi, aby ovlivilovaly aromatické vlastnosti vina. Mezi nejvice aromatické
monoterpeny patii zejména linalool, a-terpineol, geraniol, nerol, citronellol a hotrienol [17, 19,
33].

Linalool je latka pfirozené se nachazejici v riznych kvétinach a v koteni. U vétSiny odrud je
jeho podil ve ving od 1,7 do 10 ug-1"!, ktery se pfili§ neméni ani procesem alkoholového kva3eni
pfi standardnich teplotach. Diky nizkému cichovému prahu dodava vinu kvétinové aroma
pfipominajici razi [17, 19].

Oxidaci a naslednym zacyklenim je linalool pfeménén na o-terpineol. Vyskytuje se v o, a
v izomernich formach. Ve vinech se ale nejvice objevuje prave jeho o forma, ktera se ve vinech
pohybuje v koncentraci 0,1 mg-1"'. Kvili jeho nizkému ¢&ichovému prahu vnimani nepatrné
plsobi na celkové aroma vina. Koncentrace linaloolu a a-terpineolu mohou zpocatku stoupat
beéhem skladovani v lahvi, ale nasledné klesaji v dusledku pfemeény na terpin hydrat [19, 37].

Dal$im monoterpenoidnim alkoholem vyskytujicim se ve vin€ je geraniol, jehoz hlavni
vyuZiti je zejména ve farmaceutickém odvétvi pii vyrobé parfému a také je zasadni slozkou
riizového oleje. Obsah geraniolu se snizuje béhem alkoholové fermentace. Cichovy prah se
pohybuje kolem 0,1 mg-1"!, stejné jako je tomu u linaloolu, tudiZ se také podili na kvétinovém
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protoze jsou piitomny ve vysSich koncentracich a maji nizsi prahové hodnoty chuti nez ostatni
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hlavni monoterpenni latky ve viné. V prabéhu vyzravani vina se pozvolna transformuje na o-
terpineol [19, 35, 37].

Nerol je acyklicky alkohol, ktery je cis izomerem geraniolu. V dusledku toho maji nerol s
geraniolem podobné aromatické vlastnosti, kterymi jsou zejména kvétinové vine po ruzich.
Podobnosti Ize také najit pfi snizovani jeho koncentrace ve viné béhem alkoholového kvaseni
a uchovavani. Kdyz jsou pfitomny v mladych vinech, koncentrace geraniolu a nerolu klesa
s prodluzyjicim se stafim vina, a bézné€ jsou po dvou az tech letech v lahvi pfitomny pouze ve
stopovém mnozstvi [19, 37].

2.3.8 Norisoprenoidy

Produktem odbouravani riznych karotenoidt, jako je napftiklad lutein a B-karoten, jsou
norisoprenoidy. Koncentrace karotenoidli v procesu dozravani vyrazné klesa, zatimco se
souCasné zvysuje obsah norisoprenoidu. Norisoprenoidy tvoii velmi dilezitou aromatickou
slozku, nachazejici se v mnoha odridach vina a pfispivaji k jejich aromatickému charakteru.
Maji velmi nizké prahy ¢ichového vnimani, a tak maji vysoky senzoricky dopad na aroma vina.
Predevsim se uvoliiuji ve viné a z malé Casti uz v bobulich. Nejvyznamnéjsimi norisoprenoidy
jsou B-ionon, jehoz aromaticky profil je bohaty na tony fialky a maliny, B-damascenon
charakterizovany vuni po jablkach ¢i kvétinach, a vitispiran. Ve viné Ize najit také nekteré
vonné norisoprenoidové derivaty, které nepatii mezi megastigmany. Mezi vyznamné
norisoprenoidové derivaty patii napiiklad 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen, znamy také jako
TDN, jehoz charakteristickou vlastnosti je petrolejova viné. TDN je pfevazné obsazen ve
vinech z teplych oblasti nebo z hrozna, které byly nadmérné vystaveny slunci [17, 38].

2.3.9 Methoxypyraziny

Dusledkem metabolismu aminokyselin vznikaji dusikaté heterocyklické slouCeniny zvané
methoxypyraziny. Jsou to slouceniny s vysokou aromatickou aktivitou nalezené v né€kolika
druzich ovoce, zeleniny a kofeni jako je paprika, fepa, chiest, arasidy a Cerny a bily pepf.
Nejzakladnéjsim ze skupiny methoxypyrazini v réveé vinné je isobutylpyrazin, ktery zpusobuje
aroma po bylinach ¢i travé. Koncentrace téchto sloucenin je nejvice zastoupena v zelenych
bobulich hroznu, kdy s jejich zranim postupné klesa. Typickymi odriidami s methoxypyraziny
jsou odriidy Sauvignon, Cabernet Sauvignon, Merlot ¢i Cabernet Moravia. Jejich koncentrace
v hroznech a vinech zavisi na mnoha vinatskych a klimatickych faktorech, vcetné odstrafiovani
list, slunecnimu zafeni, zrani hroznt, klimatu nebo délky macerace. Vliv na jejich obsah ve
viné maji pudni vlastnosti, kdy hrozny vypéstované v odvodnovanych a kamenitych padach
zahrnuji nizsi obsah methoxypyrazint nez u pad vapenatych a jilovitych. V piipadé hotovych
vin muze také volba typu korku a obalu ovlivnit jejich koncentraci. Vina s vyssi koncentraci
methoxypyrazind ¢asto vycnivaji vyraznym a nepiijemnym bylinnym aroma [17, 39].
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2.3.10 Dusikaté latky

V bobulich se dusik muze vyskytovat v anorganické i organické formé. V prabéhu kvaseni
dochazi ke spotifebovani desitek rtiznych sloucenin, které pochazeji z hrozni. Koncentrace
téchto sloucenin ve viné vykazuji vyrazné rozdily, které jsou zavislé na pavodu vina a pouzité
technologii vyroby. Dusikaté slouceniny jsou zaclenény do celkového extraktu vina, a jejich
senzorické vlastnosti, stejn€ jako potencialni zdravotni u€inky, nejsou jednoznacné definovany.
Hlavnimi dusikatymi latkami jsou bilkoviny, aminokyseliny a slouc¢eniny obsahujici dusik
v amonné formé. Vysoké koncentrace predevsim bilkovin jsou nezadouci kvili jejich nizké
stabilité¢ a moznému riziku tvorby zakalll ve vin€. Z tohoto diivodu jsou termolabilni bilkoviny
v bilych vinech eliminovany procesem Cifeni s vyuzitim bentonitu [17, 21].

2.4 Instrumentalni analytické metody

Chemicka analyza vina je kliCova pro zaji§téni bezpecnosti vyrobku a dodrzovani regula¢nich
zakont upravujicich mezinarodni trh, stejné jako porozumeéni zakladnim aspektim produkce
hroznti a vina s cilem zlepsit vyrobni procesy. V poslednich letech jsou vyuzivany stale vice
pokrocilé instrumentalni analytické metody. Pouzivané metody se pohybuji od relativné
jednoduchych mikrochemickych metod po vysoce komplexni a nakladné instrumentalni
metody schopné podrobného zkoumani jednotlivych chemickych slozek [40].

2.4.1 Plynova chromatografie

Nejvyuzivanéj$i metodou pro studium tékavych latek ve viné je plynova chromatografie (GC),
ktera se zacCala vyuzivat v druhé poloviné 20. stoleti. Na konci tohoto stoleti pfineslo zavedeni
kapilarnich kolon svysokymi rozliSovacimi schopnostmi vzestup pii identifikaci stovek
novych tekavych slozek [41, 42].

Plynova chromatografie je analytickd metoda, ktera provadi separaci na zakladé
rovnovazného rozdéleni analyzovanych slozek mezi mobilni (pohyblivou) fazi tvofici tzv.
nosny plyn a stacionarni (nepohyblivou) fazi, které se vzajemné nemisi. Pouziva se pfi analyze
plynt, kapalin nebo pevnych latek jejichz bod varu je nizsi nez 400 °C [43].

Plynovy chromatograf se sklada z nésledujicich soucasti: zdroj nosného plynu, regulator
tlaku, vstupni port pro vzorky (injektor), termostat, kolonu a detektor.

Tlakova lahev funguje jako zdroj nosného plynu. Nejcastéji se jako nosny plyn pouziva
helium, vodik, dusik, argon, pfiCemz volba plynu zavisi na druhu pouzité kolony a typu
detektoru [44, 45].

Regulatory tlaku a pritoku jsou elektronicka zafizeni slouzici k ovladani prutoku a tlaku
nosného plynu. Bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozmeéry kolony zaji§t'uje regulator
prutoku konstantni proudéni plynu skrze kolonu a detektor. Proménna veliCina, kterou je tlak,
se automaticky upravuje tak, aby byl prutok kolonou konstantni [44, 46].

Ukolem injektoru je zavést vzorek na zagatek chromatografické kolony do proudu nosného
plynu, umoznit jeho vypareni a pfipadné zfedéni a rozdéleni. Vzorky smési plynt nebo kapalin
se davkuji injekénimi stfikaCkami pfes pryzové septum manudln€, nebo cCastéji pomoci
automatizovaného mechanismu tzv. autosampleru [44, 47, 48, 50].

Chromatograficka kolona je dilezitou soucasti chromatografu, kde se nachazi stacionarni
faze, a praveé v této Casti probiha oddelovani jednotlivych komponent pfitomnych ve vzorku
[47, 50].
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V soucasné dobé jsou nejvice pouzivané kapilarni kolony vyrobené z taveného kfemenného
skla o délce 5-100 m, nejcastéji vSak 15, 30 nebo 60 m, a vnitinim priméru pouze 0,2-0,32
mm. Stacionarni faze je nanesena pfimo na vnitini stény kapilary, vnéjsi stény jsou potazeny
polyamidovym materialem [47, 50].

Termostat zajistuje, ze davkovac, kolona i1 detektor jsou zahiaty na dostatecné vysokou
teplotu, aby vzorek zastal v plynném stavu [49, 50].

Plynova chromatografie nabizi celou fadu detektort, z nichz kazdy ma své specifické
vyhody, at’ jde o citlivost nebo selektivitu. Jejich pouziti je zaloZeno na riznych fyzikalnich a
chemickych vlastnostech eluovanych latek nebo produkti vzniklych jejich reakci uvnitf
detektoru. Slozky se pohybuji spolu s nosnym plynem skrz kolonu a nasledné vstupuji do
detektoru, kde vytvareji signal. Intenzita tohoto signalu je umérna koncentraci dané slozky.
Zaznamenanim prubéhu signalu v ¢ase ziskame chromatogram, ktery umoziiuje identifikaci
jednotlivych slozek. Mezi nej¢astéji pouzivané detektory se fadi plamenové-ionizacni detektor
(FID), tepelné-vodivostni detektor (TCD), detektor elektronového zachytu (ECD) a hmotnostni
spektrometr (MS) [47, 50, 51].

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metoda, ktera vyuziva interakci mezi nabitymi
Casticemi a elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Zakladnim principem této metody
je prevedeni vzorku na ionty v plynné fazi v procesu zvaném ionizace. Takto vznikl¢ ionty se
nasledné separuji podle poméru hmotnosti ku naboji (m/z) [47, 52].

Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tfi hlavnich Casti: iontovy zdroj, analyzator a
detektor Castic [52].

Funkci iontového zdroje je ionizace prochazejicich Castic, tedy jejich pfeména na ionty.
Podle mnozstvi pouzité energie pii ionizaci lze rozdelit iontové zdroje na tvrdé a mekke.
Elektronova ionizace (EI) je klasickym pfikladem zdroje s tvrdou ionizaci. Tato metoda, ktera
vyuziva ionizaci v plynné fazi, je Casto pouzivana pro spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). V GC-MS lze vyuzit i mékkou ionizacni techniku,
napiiklad chemickou ionizaci [52, 53].

Na hmotnostnim analyzatoru dochazi k separaci vzniklych iontd na zakladé poméru
hmotnosti ku naboji za vakua. VSechny analyzatory vyuzivaji bud’ elektricka nebo magneticka
pole, pfipadné jejich kombinaci. V dnesni dobé nejvice pouzivanymi analyzatory jsou
kvadrupdl, analyzator doby letu (TOF) a iontové pasti. Spojenim dvou nebo vice hmotnostnich
analyzatorti vznika tandemova hmotnostni spektrometrie [52, 54].

Ukolem detektoru je zaznamenavat ionty, které byly vybrany hmotnostnim analyzatorem.
Hmotnostni detektor detekuje proudovy signal generovany prochazejicimi nebo dopadajicimi
ionty. Podle zaznamu iontd délime detektory na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou detektory
zaznamenavajici vSechny ionty bez ohledu na velikost hmotnosti ku naboji. Z této skupiny se
nejvice pouzivaji elektronové nasobiCe a fotonasobice. Druhou skupinou jsou detektory
zaznamenavajici ionty 1 ve vztahu k poméru hmotnosti ku naboji. Do této skupiny spada
napriklad detektor orbitrap. Signaly z detektort se prevadéji do digitalni podoby a zpracovavaji
pomoci softwaru. Vysledkem je hmotnostni spektrum, které se zobrazuje jako graf zavislosti
mnozstvi iontd na jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z) a poskytuje tak kvalitativni
informace vyuzitelné pro identifikaci slozek [47, 52, 55, 56].
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2.4.3 Mikroextrakce na tuhou fazi

Mikroextrakce na pevnou fazi (SPME), nejcCastéji pouzivana v rezimu headspace (HS-SPME)
byla prokéazana jako rychla, jednoduchéd a reprodukovatelnd metoda vhodna pro extrakci a
zakoncentrovani vysokého poctu tékavych latek z vodnych roztokt. Cilem SPME je zajistit co
nejrychlejsi dosazeni rovnovahy mezi sorpcni vrstvou a analytem. Jednd se o proces bez
rozpoustédla, ktery kombinuje odbér vzorku, extrakci, koncentraci a zavedeni do pfistroje do
jednoho kroku [57, 58].

SPME extrahuje slouceniny a koncentruje je na tenké vlakno z taveného kiemiku potazené
stacionarni fazi. Existuji tfi rizné rezimy extrakce: pfimy, headspace a membranovy. V pfimém
rezimu se vlakno umisti pfimo do vzorku a analyt se sorbuje pfimo na povlak vlakna z matrice
vzorku. V rezimu headspace se vlakno umisti nad vzorek a analyty se pienesou ze vzorku pres
headspace prostor na povlak vlakna. Treti rezim vyuzivda membranu k ochrané vlakna SPME
pred silné¢ kontaminovanymi vzorky, které by mohly vldkno poskodit. Jakmile je extrakce
dokoncena, SPME umoziuje rychly prenos do zvoleného analytického pfistroje, kde je analyt
obvykle tepeln€ desorbovan, napiiklad v injekénim portu systému GC [57-59].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni Cast se zabyvala stanovenim tékavych sloucenin ve vybranych vzorcich vin
pomoci headspace mikroextrakce na tuhé fazi ve spojeni s plynovou chromatografii a
hmotnostné spektrometrickou detekci (HS-SPME-GC-MS).

3.1 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), Hmotnostni spektrometr ISQ™ 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 (Microsoft Sorporation, Redmond, WA, USA), Statistica 13 (TIBCO Software
Inc., Palo Alto, CA, USA), SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte,
PA, USA), Kapilari kolona TG-WAXMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pum) (Thermo Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), pH metr HI 981032 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
Predvazky EK-12001 a analytické digitalni vahy GR-202 (A&D Instrument Ltd, Abingdon,
Spojené kralovstvi), vialky (10 ml) se zavitovym magnetickym uzavérem, bézné laboratorni
sklo a nacini

3.2 Pouzité chemikalie

Helium 4,8 (SIAD Czech s.r.o., Rajhradice, Cesko), Ethanol 96%, p.a. (Penta Chemicals,
Chrudim, Cesko), Chlorid sodny, p.a. (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Cesko), Eugenol 99% (Alfa
Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko), Linalool oxid (GC) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA), Citronellol 96% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko),
Linalool 97% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko), Terpineol (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), Geraniol 97% (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Némecko),
Trans-2-hexen-1-ol 96% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Rose oxid (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), Trans-3-hexen-1-ol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 1-
hexanol (Merck, Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Némecko), Ethyl oktanoat (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), Ethyl dekanoat 99% (Merck, Schuchardt OHG, Hohenbrunn,
Némecko), Kyselina kapronova (Merck, Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Némecko), Ethyl
hexanoat (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), Cis-3-hexen-ol (Merck, Schuchardt OHG,
Hohenbrunn, Némecko), 2-methyl-1-butanol 99% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
Vnitini standard 2-heptanolu (Merck, Némecko)

3.3 Analyzované vzorky

Tato bakalarska prace byla zamérena na analyzu celkem 18 vzorkl vin pochazejicich ze Ctyt
vinarskych oblasti: slovackeé, znojemskeé, velkopavlovické a mikulovské. Z toho bylo 10 vzorkt
vina odridy Neubuské a 8 vzorkt vina odridy Kerner (viz Tabulka 2).
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3.4 Pouzita metoda HS-SPME-GC-MS

3.4.1 Priprava vzorku pred analyzou

Do kazdé vialky (objem 10 ml) byl navazen 1,0 g chloridu sodného. Thned po otevieni lahvi
byly do vialek pipetovany 3 ml vzorku vina a 90 pl vnitiniho standardu (2-heptanolu). Po
uzavteni vialek zavitovym magnetickym uzavérem se septem byly podrobeny analyze.

3.4.2 Podminky analyzy

HS-SPME: DVB/CAR/PDMS vlakno, 3ml vzorku vina v 10 ml vialce
Inkubace: 10 min, teplota 70 °C

Doba extrakce: 30 min, teplota 70 °C

Doba desorpce: 7 min, michani

Teplota injektoru: 250 °C, splitless nastfik po dobu 7 min

Pratok nosného plynu: 1 ml/min He 4.8

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

MS detekce

Teplota transfer line: 220 °C

Teplota iontového zdroje: 220 °C

Iontovy zdroj: elektronova ionizace pii 70 eV

Skenovaci rozsah 30-300 m/z

O O O O O O O

0O O O O O

3.4.3 Priprava standardnich roztoki

K ptipravé zasobnich roztokt standarda byl pouzit ,,simulator vina“, coz je 12% vodny roztok
ethanolu, ktery obsahuje: 1,5 g-1I'! kyseliny vinné, 1,5 g1"! kyseliny jable¢né, 1,5 g-1"! kyseliny
mlééné, 6,0 g1 glycerinu, 1,0 g'1"' 2 3-butandiolu a nasyceny vodny roztok hydroxidu
draselného do pH 3,5.

Byly piipraveny 2 zasobni roztoky smési standardi o koncentraci 1 g-17!, ze kterych byly
naslednym tfedénim pfipraveny kalibracni body o koncentracich 5, 10, 20, 50, 100, 250, 500,
1000, 1500 a 2000 pg-1"!. Prvni zasobni roztok obsahoval tyto standardy: eugenol, linalool oxid,
citronellol, linalool, terpineol, geraniol, rose oxid, trans-2-hexen-1-ol a trans-3-hexen-1-ol a 1-
hexanol. Do druhého zasobniho roztoku byly pfidany tyto standardy: ethyloktanoat,
ethyldekanoat, kyselina hexanova, ethylhexanoat, 2-methyl-1-butanol a ethylbutyrat. Do kazdé
vialky bylo pfed analyzou pfidano 20 pl vnitfniho standardu.

3.5 Zpracovani dat

Tékavé latky byly identifikovany podle retencnich Cast standard a srovnanim hmotnostnich
spekter s dostupnou knihovnou spekter.

Koncentrace danych tékavych latek byly vypoc¢teny porovnanim plochy piki daného analytu
s plochy pikQi vnitfniho standardu. A naslednym prepoctem pomoci kalibracnich kiivek
standardd v programu Excel.
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Tabulka 2: Seznam analyzovanych vzorkii vin

C. vzorku Odruda Roénik Podoblast Vinarstvi
1 Neuburské 2016 slovacka sv. Florian
2 Neuburské 2021 velkopavlovicka Ludwig
3 Neuburské 2018 velkopavlovicka Bukovsky
4 Neuburské 2021 mikulovska ZD Sedlec
5 Neuburské 2018 velkopavlovicka Herzéanovi
6 Neuburské 2021 znojemska Thaya
7 Neuburské 2020 znojemska Ampelos
8 Neuburské 2021 slovacka B\V
9 Neuburské 2021 znojemska Znovin Znojmo
10 Neuburské 2022 mikulovska Chateau Valtice
11 Kerner 2022 mikulovska Mikrosvin Mikulov
12 Kerner 2021 znojemska Ampelos
13 Kerner 2020 znojemska Waldberg
14 Kerner 2019 znojemska Ampelos
15 Kerner 2018 znojemska Vinselekt Michlovsky
16 Kerner 2022 mikulovska Raus
17 Kerner 2022 velkopavlovicka Michna
18 Kerner 2022 znojemska Davinus
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnim zdmérem prace bylo identifikovat a kvantifikovat t€kavé (aromatické) latky ve dvou
vybranych odrdach (v CR minoritné zastoupenych) vin (Neuburské a Kerner) a posoudit
ptipadné rozdily v aromatickém profilu vin z riznych podoblasti (slovacka, znojemska,
velkopavlovicka a mikulovska). Pro stanoveni byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS.

4.1 Ovéreni linearity pouzité metody
Linearita je vlastnost analytické metody, ktera popisuje schopnost metody poskytnout vysledky
pfimo umérné koncentraci analytu v méfeném vzorku [60]. Ovéfeni linearity probihalo
vybérem vhodnych zastupct ze skupin terpenoidd, alkoholt, ethylestert a mastnych kyselin
(viz Tabulka 3); roztoky standardnich latek (celkem 16 slouCenin) byly pfipraveny podle
kapitoly 3.4.3.

Linearita byla ovéfena v rozsahu 5-2000 ug-1!, koeficienty spolehlivosti R? se pohybovaly
v rozmezi 0,9816 (ethyldekanoat) az 0,9995 (linalool). Metoda tedy vykazuje dobrou linearitu
a lze ji pouzit pro kvantifikaci tékavych latek v analyzovanych vzorcich vin.

Tabulka 3: Ovéreni linearity metody

Standard R? Rozsah [pg1!]
Eugenol 0,9848 5-500
Linalool 0,9995 5-500

Linalool oxid 0,9956 5-500

Citronellol 0,9978 5-500
Terpineol 0,9965 5-500
Geraniol 0,9915 5-500

Rose oxid 0,9989 5-500

Trans-2-hexen-1-ol 0,9865 5-500
Trans-3-hexen-1-ol 0,9964 50-2000
1-hexanol 0,9992 50-2000
Ethylbutyrat 0,9879 50-2000
Ethylhexanoat 0,9972 50-2000
Ethyloktanoat 0,9941 50-2000
Ethyldekanoat 0,9816 50-2000
2-methyl-1-butanol | 0,9972 50-2000
Kyselina hexanova | 00,9895 50-2000

R? — koeficient spolehlivost

4.2 Charakterizace aromatickych latek ve vzorcich
Celkové bylo analyzovano 18 vzorkt bilych vin dvou odrid. Z toho bylo 10 vzorka odriady
Neuburské a 8 vzorkli odridy Kerner (viz Tabulka 2).

Byla provedena kvalitativni analyza slozek ovliviyjicich aromaticky charakter vzorkt vin.
Identifikovano bylo celkem 62 tékavych sloucenin, z nichz pfevazovaly estery, kterych bylo
nalezeno 28 (viz Tabulka 4).
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Na Obrazku 3 je uvedeno srovnani poctu identifikovanych latek v obou odradach. Jak je
vidét u obou odrud prevazovaly estery, a slozeni dle ostatnich skupin je témeéf totozné.

Ze vsech identifikovanych sloucenin bylo vybrano celkem 21 analytd zastoupenych ve
vétsing vzorka a tvoricich nejvétsi podil na aroma obou odriid, které byly také kvantifikovany.

Koncentrace (v pgl?') vybranych tékavych latek byla vypoétena metodou vnéjsiho
standardu na zéklad¢ kalibra¢nich kiivek (viz Tabulka 5). Pro sestrojeni kalibra¢nich zavislosti
byly pouzity standardy vybranych sloucenin (viz kapitola 3.4.3). Podle ethylbutyratu byl
stanoven: isobutanol, isoamylacetat, diethylsukcinat a diethylmalat; podle ethylhexanoatu byl
stanoven: hexylacetat a ethyl-2-hexenoat; podle 1-hexanolu byl stanoven: 1-oktanol a 1-
dekanol; podle a-terpineolu byl stanoven: geranyl ethyl ether, terpinen-4-ol, hotrienol, TDN a
citronellol; podle rose oxidu byl stanoven: nerol oxid.

Nejvice zastoupeny byly 1-hexanol a estery: diethylsukcinat, ethylhexanoat, isoamylacetat
a ethyldekanoat, které vinu dodavaji predev§im ovocné aroma. Koncentrace terpenoidd, jakozto
nositelt aroma, byla naopak nejnizsi v koncentracich pouze nékolik jednotek az desitek pg-1-".
I presto tvoii terpenoidy znacny podil na kvétinovém a kofenitém aroma.

Pokud srovname koncentraci vybranych slou€enin ve vSech vzorcich, (Obrazek 4 a 5), 1
z kvantitativniho hlediska u obou odriid vyrazné prevazuji estery, slozeni vzorkll z riznych
oblasti se ale lisi. Z toho by se dalo usuzovat, ze na pocet sloucenin nema pivod vzorku vyrazny
vliv, vyrazn¢ ale ovliviiuje jejich obsah ve ving.

60 r
50 r

30 r

20

10

Neuburské Kerner

m Alkoholy  Estery = Terpeny = Ethery mKyseliny  Aldehydy mKetony

Obrazek 3: Srovnani poctu identifikovanych tékavych Ildtek ve vzorcich vin odriidy Neuburské a
Kerner
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Obrazek 4: Srovnani koncentrace vybranych tékavych ldatek ve vzorcich vin odriidy Neuburské
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Obrazek 5: Srovnani koncentrace vybranych tékavych latek ve vzorcich odridy Kerner
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Tabulka 4: Prehled tékavych latek identifikovanych ve vzorcich vin

RT . . Funkéni | RT . . Funkéni
. Sloucenina . . Sloucenina .
[min] skupina | [min] skupina
7,82 ethylbutanoat ester 33,70 2-ethyl-1-hexanol alkohol
8,25 1-propanol alkohol | 34,56 | geranyl ethyl ether ether
9,01 | ethyl-3-methylbutanoat ester 34,87 benzaldehyd aldehyd
9,04 ethylisovalerat ester 36,06 ethylpamitat ester
10,42 isobutanol alkohol | 36,09 ethylnonanoat ester
11,10 dimethylether ether | 3676 | Cthyl-2-hydroxy-4- ester
methylpentanoat
11,45 isoamylacetat ester 37,08 3-linalool terpen
13,02 1-butanol alkohol | 37,73 1-oktanol alkohol
14.53 2-heptanon keton | 38,04 isopentyl | ester
methoxyacetat

14,81 methylkapronat ester 38,60 | isomaselna kyselina kyselina
16,04 8-hydroxylinalool terpen 38,80 2,3-butandiol alkohol
16,56 | 3-methyl-1-butanol alkohol | 38,93 methyldekanoat ester
17,55 ethylhexanoat ester 39,33 terpinen-4-ol terpen
19,79 hexylacetat ester 39,81 hotrienol terpen
22,58 propylhexanoat ester 40,68 ethyldekanoat ester
23,18 2-heptanol alkohol | 41,16 butanova kys kyselina
23,43 ethylheptanoat ester 41,54 isoamyloktanoat ester
23,64 3-ethyl-1-butanol alkohol | 42,03 1-nonanol alkohol
24,09 ethyl 2-hexenoat ester 42,53 diethylsukcinat ester
24,34 hy droi[;lgiozp-anoé ¢ ester 43,56 a-terpineol terpen
24,38 ethyllaktat ester 45,36 TDN terpen
25,23 1-hexanol alkohol | 47,03 1-dekanol alkohol
25,82 trans-3-hexen-1-ol alkohol [ 47,17 citronellol terpen
26,61 | 3-ethoxy-1-propanol alkohol | 47,64 | ethyl benzenacetat ester
26,84 methyoktanoat ester 48,85 2-fenethyl acetat ester
29,91 ethyloktanoat ester 50,61 | hexanova kyselina kyselina
30,96 ethylhexanoéat ester 52,23 benzenethanol alkohol
31,06 isoamyl hexanoat ester 53,85 1-dodekanol alkohol
31,53 1-heptanol alkohol | 54,63 transljl-:;ﬁ);znova kyselina
31,71 nerol oxid terpen 55,77 diethylmalat ester
32,94 allyl 2-ethylbutyrat ester 56,32 oktanova kys kyselina

RT —retencni cas, TDN — 1, 1,6-trimethyl- 1, 2-dihydronafialen
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Tabulka 5: Vypoctené koncentrace vybranych tékavych sloucenin v jednotlivych odriidach

Neuburské Kerner
Koncentrace [ug-1"]
Analyt Minimum | Maximum | Pramér [ Minimum | Maximum | Prumér
isobutanol 739.4 8102,9 | 20289 | 4943 864.5 689,2
isoamylacetat 4599 50947 | 22054 | 6576 | 101572 | 43250
ethylhexanoéat 591,4 27089 | 14730 | 12700 | 26491 | 20843
hexylacetat 3,1 166,9 59.6 6,2 353.4 113,7
ethyl-2-hexenoat 2.4 15,6 8.4 41 36.5 10,0
1-hexanol 1397.8 29833 | 23030 | 10614 | 26083 17763
trans-3-hexen-1-ol | 47,1 228 4 150,8 60,2 216,1 102,7
ethyloktanoat 335,7 35249 | 15266 | 9748 25631 | 20968
nerol oxid 1,5 12,9 7.6 8,0 20,6 13,4
geranyl ethyl ether 2,7 11,1 6,5 4,5 46,5 18,8
B-linalool nd 25,6 18,1 6,1 89.6 44.9
1-oktanol 107,0 4202 230,0 | 100,0 2196 159,7
terpinen-4-ol nd 4,6 2,6 2,2 4,7 3.4
hotrienol 6,6 32,9 16,6 13,5 51,7 33,7
ethyldekanoat 101,5 1649.6 | 783,8 | 3882 1563.1 901,6
diethylsukcinat 1246,1 11318,8 | 40593 | 679,8 64177 | 23664
a-terpineol 10,3 40,6 252 22,4 91,6 58.8
1-dekanol 85,8 224 4 1406 | 1113 10571 4992
citronellol nd 2,5 1,4 nd 1,6 0,9
TDN 6,0 86,1 29,9 4,0 13,3 8.3
diethyl malat 29.7 166,1 95,7 30.8 206,2 87,3

nd — nebylo detekovano, TDN — 1, 1,6-trimethyl- 1, 2-dihydronafitalen
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5 ZAVER

Bakalatska prace se zabyvala studiem aromatickych latek v minoritné zastoupenych odradach
bilych vin, Neuburské a Kerner. Celkem bylo pro experimentalni ¢ast vybrano 10 vzorka vin
odridy Neuburské a 8 vzorki vin odridy Kerner, pochazejicich ze Ctyf vinatfskych oblasti:
slovacké, znojemské, velkopavlovické a mikulovskeé.

Experimentalni ¢ast se zabyvala stanovenim tékavych latek s pouzitim metody HS-SPME-
GC-MS. Nejprve byla oveéfena linearita metody pomoci vybranych 16 standarda
v koncentraénim rozsahu 50-2000 pg-1!, jakozto hlavnich zastupct tékavych sloucenin
obsazenych ve vin€. Linearita byla prokdzana prolozenim kalibraénich kiivek jednotlivych
standardu a koeficienty spolehlivosti se pohybovaly v rozmezi 0,9816-0,9995.

Ve vzorcich bylo celkové identifikovano 62 tékavych sloucenin, z nich bylo vybrano 21
hlavnich analytl vyskytujicich se ve vétsin€ vzorcich obou odriid. Jak z hlediska kvalitativniho,
tak kvantitativniho ve vzorcich prevazovaly estery, predevsim ethylestery, dulezité slozky
dodavajici vinu piedevs§im ovocné aroma.

Z vysledka prace vyplyva, Ze i minoritni odrady vina maji pestry aromaticky profil, bohaty
na dileZité aromatické latky a je zadouci podporovat jejich péstovani v CR.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HS
SPME
GC
MS
FID
TCD
ECD
TOF
El

RT

Headspace

Mikroextrakce na pevnou fazi
Plynova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie
Plamenoveé-ionizacni detektor
Tepelné-vodivostni detektor
Detektor elektronového zachytu
Analyzator doby letu
Elektronova ionizace

Retencni ¢as
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