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1 Uvod

Vino je vsouCasné dob¢ velmi oblibbenym a vyhledavanym napojem ve veétSing
zemi vyspélého svéta. Velké mnozstvi klinickych studii prokdzalo jeho nesporné zdravi
prospésné UCinky. Statistiky jasné ukazuji, Ze obyvatelé zemi s vys$i spotiebou vina
a dlouhou tradici vinafstvi se dozivaji vysstho veéku. U této skupiny obyvatel byl rovnéz
zji§tén  vyrazn€ niZSi  vyskyt  kardiovaskularnich chorob a n€kterych  druht

onkologickych onemocnéni.

V Ceské Republice je priméméa ro¢ni spotieba vina na jednu osobu piiblimé
18 litrd. Tato spotfeba v dlouhodobém casovém horizontu stile narlistd a sni
ipozadavky a ocekavani spotiebiteli tykajici se kvality. Kvalita vina je ovlivnéna
mnoha faktory a zavisi na celém procesu vyroby vina, pocinaje zvolenim vhodnych
agrotechnickych zasahli ve wvinici, zdravotnim stavem vychozi suroviny, zpiisobem

zpracovani hroznll, az po stabilizaci, Skoleni a zrani vina.

Zasadnim faktorem, urCujicim senzorické a chemické vlastnosti vina, je jeho
slozeni a pomér jednotlivych obsazenych latek. Slozeni Cervenych, rizovych a bilych
vin je odlisné. Hlavni rozdil spoc¢iva v mmozstvi fenolickych latek, kdy modré odridy
acervenda vina jsou na né¢ velmi bohaté, zatimco bilé odridy s bilymi viny velky obsah

téchto sloucenin neobsahuji.

Za hlavni fenolické latky bilych vin jsou povazovany hydroxyskoficové kyseliny,
patiici mezi neflavonoidni fenolické latky. Jsou to senzoricky neutrdlni, bezbarvé latky,
kter¢ vSak velmi snadno podléhaji oxidaci a nasledn€ zpisobui Zluté az hnédé
zabarveni vina. V Cervenych vinech jsou dilezit¢ pro kopigmentaci, kde zesilyji jejich
barevnou intenzitu. V bobulich révy vinné se krom¢ slupky vyskytuji v nejvySsi mife
Vduming, ¢imz se zcela odliSuyji od ostatnich fenolickych latek, proto jejich obsah
ve viné neni mozné vyznamné ovlivnit vyrobni technologii. Hydroxyskoficové kyseliny
funguji jako prekurzory vinylfenoli a ethylfenoll, které ve viné zplsobuji Iekéarenskeé
a animalni aroma. K vys§i akumulaci hydroxyskoficovych kyselin a nasledné¢ tékavych
fenoli dochazi v piipadé nadmémé odlisténé a oshinéné zdny hrozni. V téchto
hroznech se brzy objevuji hotké a pripalené¢ tony. Tato fakta poukazuji na dileztost

peclivého a uvazlivého provedeni agrotechnickych zasahi béhem dozravani hroznt.
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Vys§i obsah hydroxyskoficovych kyseln se objevuje 1 v piipadech, kdy hrozny
dozravaji za nizSich teplot a pii vySSich sraZkovych thrnech.

Zuvedenych poznatki je patrné, ze hydroxyskoficové kyseliny hraji vyznamnou
roli pfi senzorickém posuzovani kvality vina. Proto je dilezitd znalost jejich pilisobeni

a moznosti ovliviiovani obsahu téchto latek ve vinech.
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2  Cil prace

Diplomova prace ma za cil piiblizit téma hydroxyskoficovych kyselin, jakozto
hlavnich fenolickych latek bilyjch mostovych odrid révy vinné, které vyznamné
ovhivityji kvalitu vysledného vina.

Ukolem bylo charakterizovat jednotlivé formy hydroxyskoficovych kyselin
a vbobulich n¢kolika vybranych mostovych odrid révy vinné, bilych 1 modrych,
stanovit jejich profil, zakladni analytické parametry a sledovat vyvoj obsahu téchto
fenolickych sloucenin v pribéhu dozravani a jejich zivislost na vybranych analytickych

parametrech.
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3  Literarni cast

3.1 Fenolické latky v bobulich révy vinné

Fenolick¢ latky hraji vyznamnou roli ve vinafstvi a v procesu vyroby vina. Jsou
zodpovédné za zisadni rozdily mez bilymi a Cervenymi viny, a to zejména v piipade
barvy achuti Cervenych vin. Rovnéz maji prokazatelné zdravi prospésné ucinky
(MILLER-JONES, 2010), a to piedevdim diky jejich vysoké antioxidacni aktivité, ktera
chrani konzumenty vina pfed ndhlymi srdeCnimi pithodami nebo  chronickymi
kardiovaskularnimi problémy (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). V poslednich letech
se provadi cetné Kklinické studie prokazujici vliv konzumace vina na zvySeni HDL
cholesterolu (DA LUZ et al., 2014) a naopak snizeni LDL cholesterolu (DROSTE et al.,
2013), snizeni hladiny glukozy v krvi u diabetikd (DA LUZ et al., 2014; KARADENIZ
et al., 2014) i jako ochrana pied rozvojem hypertenze (DILLENBURG et al., 2013).

Jde o velmi rozsdhlou skupinu pevnych latek s rozdinou strukturou [LSici
se biologickou dostupnosti. Existuji vyrazné rozdily v jejich slozeni a zastoupeni
ve vin¢ a bobulich mezi bilymi a modrymi odriidami i v rdmci jednotlivych odrid mezi
sebou. Rovnéz velké rozdily lze vidét ve vinech mladSich a starSich ro¢nik. Béhem
vzniku a zrani podléhaji zna¢nému mnozstvi reakci. Jsou rozpustné ve vodé a Castecné
pronikaji lipidovymi dvojvrstvami. U hrozni révy vinné se nachazeji ve slupce,
v duzning, v semenech av trapingé (MORENO, 2012).

Fenolické latky obsahyji minimaln¢ jednu hydroxylovou skupinu (OH) navazanou
na aromatické¢ jadro C6. Fenolové sloucenmny, které jsou vychozi zjednoduché vazby
na benzenovy  cyklus, vychazeji zkondenzace erytrozo-4fosfatu, meziproduktu
pentdzového  cyklu s kyselinou fosfoenolpyrohroznovou (MICHLOVSKY, 2014;
PAVLOUSEK, 2010).

Zékladni de€leni fenolickych latek v bobulich je na flavonoidy a neflavonoidy.

14



3.1.1 Flavonoidni fenolické latky

Jedna se o slouceniny, obsahujici centralni skelet se sumarnim vzorcem C6-C3-C6.
Zékladni strukturou je tady flavan. Flavonoidy byvaji velmi Casto vazany s jednou nebo
vice molekulami glukézy a vytvafi tak slouCeniny zvané glykosidy. Pfitomnost téchto
jednotek glukozy zajistuje ve vin€é, a jakémkoli jiném vodné-alkoholickém prostreds,
vyS$i rozpustnost flavonoidd. Flavonoidy jsou pii¢inou hoitké a sviravé chuti ve ving

a zarovent vinim dodévaji jejich charakteristickou barvu (MICHLOVSKY, 2014).

Antokyany

Jedna se o nejrozsifencjsi a pocetné velmi rozsdhlou skupinu rostlinnych barviv.
Dosud bylo v piirodnich zdrojich identifikovano asi 300 réznych antokyanti (VELISEK,
2002). Venologii jsou dulezit¢ piedevSsim pro své pocetné zastoupeni V Cervenych
vinech, ato jako antokyanova barviva. V mladych cCervenych vinech se vyskytuji
vmnozstvi od 200 do 500 mg.l!, u bilych vin je jejich zastoupeni pouze stopové.
U modrych odrid se nejCastéji nachdzeji ve slupce, v piipadé¢ odrid barvirek je
zbarvena 1 duznina. Jejich rozpadem vznikaji hydroxybenzoové kyseliny. V hroznech
byvaji antokyany nestabilni a vyskytuji se ve vazané form¢ na glukozu, ta je stabilizuje.
V bobulich se wvytvaii Vvpribéhu zrani a jejich obsah byva ovlivnén péstitelskymi
a klimatologickymi podminkami. Mnozstvi antokyanii ve vin€ zivisi na technologi
vyroby a délce macerace na slupkach. Béhem zrani vina, zejména v dfevénych sudech,
se postupné¢ molekuly antokyani  hydrolyzuji a ztraceji molekuly glukdzy,
za souCasného vzniku nestalych antokyanidmti. Vlhvem téchto reakci se méni barevny
odstin ¢erveného vina a piibyva hnédavych toni (KRAUS et al., 2008). Jsou stabini
pouze Vkyselém prostiedi a velmi omezené vstiebavany v travicim traktu. Za hlavni
antokyanové barvivo je povazovany malvidin-3-glukosid. U modrych odrid je zaklad
barviv  tvofen antokyany  malvidinem, cyanidinem, delfinidinem,  peonidinem
a petunidinem. Tyto latky patii mezi monoglukosidy. U divokych odrid révy vinné
se vyskytuji 1 diglukosidicka barviva. Vyskytuji se i jako estery s Kyselinou kumarovou,
kavovou a octovou. Profil antokyani ve slupkach bobuli se 6iSi u jednotlivych odrud
atyto odlisnosti se vywdvaji pro klasifikaci odrid (PAVLOUSEK, 2010;
PAVLOUSEK, 2011). Zhlediska nézvoslovi se terminem antokyany oznacuji
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antokyanidiny, tj. struktury bez navazanych cukernych jednotek, nebo antokyaniny,
cozjsou  sloueniny  antokyanidini  sriznym  poctem  cukernych  jednotek

(MICHLOVSKY, 2014).

Flavonoly

Jednd se o Zlut¢ pigmenty vyskytujici se ve slupkdch bobuli modrych 1 bilych
hroznd.  VeSkeré¢  vyznamné€j§i  flavonoly  nachdzejici se  vpotravindich  maji
vpoloze C-3,C-5 a C-7 hydroxyskupinu (VELISEK, 2002). Vyskytuji se vyhradng
ve form¢ glykosidl, to znamena jako slouceniny kaemferolu, quercetinu, myricetinu
a isorhamnetinu s cukernymi  jednotkami.  Glykosidy myricetinu ve slupkach bilych
hroznd  vSak nebyly dosud potwrzeny. Glykosidy jsou v prubéhu vinifikace
hydrolyzovany na cukemné jednotky a centralni strukturu (MICHLOVSKY, 2014).
Vyznamna je koncentrace glykosidi flavonoli. Flavonoly ptisobi jako ochrana pfed UV
zatenin a vhroznech se vyskytuji ve form¢ glukosidl, glukuronidii a galaktosidt.
Hlavnimi flavonoly jsou quercetin, na n€hoz se v soucasnosti zaméfuje pozornost
zdtvodu jeho antioxida¢ni, protivirové a fungicidni aktivit€, a myricetin. Méné
zastoupené jsou kaemferol a isorhamnetin (BOYDENS et al., 2015; PAVLOUSEK,
2011). Flavonoly se nepodileji na barvé bilych vin. Pivod jejich barvy je tfeba hledat
vreakcich, kdy dochazi ke sluCovani zeleza s fenolovymi sloueninami, jako jsou
naptiklad tiisloviny, nebo v nékterych piipadech dokonce 1 s organickymi kyselinami
(MICHLOVSKY, 2014).

Flavan-3-oly

Flavan-3-oly, oznaCované také jako katechiny, maji velky vyznam pro chut'ové
vlastnosti vina, jejich polymerizaci vznikaji taniny (tfisloviny). Pro své pfiznivé
plsobeni je nejdilezitéjsi nizkomolekuldrni katechin a epikatechin (PAVLOUSEK,
2011). Jejich pijem ma blahodamé uCinky na zdravotni stav, predevS$im diky
schopnosti katechinti snizovat hladinu cholesterolu v krvi a rozsifovat cévy, ¢imz lze
predchizet mnohym kardiovaskuldrnim chorobam (MICHLOVSKY, 2014). Katechin
a epikatechin jsou hojné obsazeny i Vzeleném caji. Maji pomérné nizkou biologickou
dostupnost a ve viné je citime jako hotkou nebo tiislovitou chut' podle stupné
polymerizace. Taniny se vyskytuji ve slupkach a semenech bobuli a v tfapiné hroznd,
tymaji jen maly vyznam, nebot obvykle se vétSina hroznii odstopkovava
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pred lisovanim. Chutové vlastnosti vina vyrazné ovliviyji taniny ze slipek a semen,
proto je velmi dulezita jejich spravna vyzralost. Jejich struktura a obsah se v prib¢hu
zrani hroznli rychle méni. Koncentrace téchto latek Vvsemenech klesd po zacatku
vybarvovani hroznt aZz do doby Uplné zralosti Taniny ve Slupce jsou stalejSi a maji
malou proménlivost v pribéhu dozravani ve stupni polymerizace. Do vina se taniny
mohou dostat iv pribéhu zrani z dievénych sudi (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
Za ptedpokladu, Ze se nazrdvani pribézné kontroluyje, maji tyto tfisloviny dodané vinu
dfevem sudu ve veétSin€é pifpadi spiSe sladkou, piflemnou a jen lehce sviravou chut’
(MICHLOVSKY, 2014). U odrid s vysokym obsahem antokyanii ve slupce je obvykla
i vysoka koncentrace tanini (PAVLOUSEK, 2010; PAVLOUSEK, 2011).

3.1.2 Neflavonoidni fenolické latky

Zakladni neflavonoidni fenolick¢ latky ve vin€¢ se d€li na hydroxyskoficové
kyseliny, hydroxybenzoové kyseliny a stibeny. Déle do této skupiny patii i té¢kavé
fenoly, které vznikaji pisobenim mikroorganizmi s hydroxyskotficovymi kyselnami.

Ackoli se jednd o latky bezbarvé, mohou vést ke stabilizaci barvy Cervenych
vin. Zaroven mohou pfispivat k dalsimu vyvoji senzorickych vlastnosti vina a nékteré
znich, jako napiiklad resveratrol, vykazuji i dulezitou biologickou aktivitu (POLO
et al., 2009).

Stilbeny

Svoji strukturou a biochemickym plvodem jsou derivaty uhlovodiku stilbenu
piibuzmné flavonoidim. Piirozené se vyskytujici jsou substituované slouceniny s dvéma
benzenovymi kruhy spojenymi alifatickym dvouuhlikatym fetézcem. Jako flavonoidy
sei derivaty stibenu vyskytuji jako volné sloudeniny nebo jako glykosidy (VELISEK,
2002). Zafazenim patii mezi fytoalexiny, nizkomolekularni latky, které vznikaji
na zakladé¢ vzajemného plisobeni mezi mikroorganismem a rostlinou a maji
antimikrobidlni vlastnosti. Ve zvySené miie se tedy zacCiaji tvofit jako reakce rostliny
na stresové faktory nebo po napadeni patogenem. Jsou sledované piedevSim pro své

pozitivni zdravotni u¢inky (MORENO, 2012; PAVLOUSEK, 2010).
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Resveratrol

Trans-resveratrol je protifungicka latka, kterou vyluCuje réva jako ochranu proti
utokiim mikroorganismii a pfedevS§im na obranu proti houbdm zpUsobujicim hnilobu
hromit (MICHLOVSKY, 2014). Ve viné se vyskytuje pouze vmalém mnoZstvi
azdivodu jeho nizké biologické dostupnosti je obtizmé pné vyuzit jeho vyznamné
piizmivé vlvy na lidsky organismus. Uginkem UV zifeni zného vznika Cis-resveratrol,
ktery je méné stabini a ve viné obsazeny ve vySS$i koncentraci, ale neni znamo jeho
pfesné pusobeni. Resveratrol se vyskytuje i ve form¢ glukosidi. Jde o dulezty
antioxidant, chranici somatické bunky pfed volnymi kyslkovymi radikaly a snizujici
oxidacni stres. Rovnéz byly u resveratrolu pozorovany proti rakovinotvorné ucinky
ato vpusobeni proti vzniku rakovinnych nadorti i v potlaeni jejich ristu a dalsiho
Sfteni u onkologicky nemocnych pacientll. Ve vétSim mnozstvi je obsazen u modrych
odrid a v &ervenych vinech s delsi dobou macerace (koncentrace od 1 do 10 mg.F?),
protoZze se koncentruje ve slupkach bobuli Nepatrny vyskyt mize byt také v semenech.
Byl prokazan vyS$i vyskyt resveratrolu v hroznech pochdzejicich ze severnich
klimatickych podminek a zaroven nejvysSiho mnozstvi dosahovaly hrozny odrudy
Rulandské modré a nasledné mladé vino znich vyrobené. Jak se ukazalo, starnutim vin
se obsah resveratrolu a ostatnich fenolickych latek snizoval, nejznatelnéji Vv piipadech,
kdy vina zrala v dfevénych sudech (DAVIDOV-PARDO et al., 2014; KRAUS et al.,
2008; LI et al., 2015; SELVARAJU et al., 2013; ZHAO et al., 2015).

Piceatannol

Piceatannol je metabolit resveratrolu, o néco UCNnEjSi nez samotny resveratrol,
nalezeny v cerveném vin€, bobulich révy vinné, plodech mucenky a v bilém caji
V Cerveném viné byl rovnéz objeveny jeho glukosid astringin. Probéhla fada klinickych
studii, které ukazaly, ze piceatannol 1 pfes svoji nizkou biologickou dostupnost a pouze
nepatrnou koncentraci ve viné a hroznech, prokazateln¢ snizoval aktivitu proteinovych
enzymi zpusobujicich leukémii a nékolik dalich onkologickych onemocnéni (KWON
et al., 2012; LAI et al., 2015).
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Hydroxybenzoové kyseliny

Jsou to nejjednodussi fenolické latky ve vin€ a vyskytyi se vném ve velmi
nizkych koncentracich. Jedna se o hydroxylové derivaty kyseliny benzoové. Jejich
puvod je tfeba hledat v hroznech révy, kde obvykle byvaji vazany v esterech kyseliny
vinné. Méné casto je lze najit i ve vazbach na tfisloviny nebo dokonce cukry.
V hroznech se tedy nachdzeji predevsim ve formeé glykosidii a esterd jako gallové
aclagické taniny. Cerveni vina obsahuji desetindsobné vét§i mmnoZstvi nez vina bila.
V pribéhu nazravani a archivace vina dochdzi k pozvolné hydrolyze, pii které
se odstépuji fenolové kyseliny a déle zistavaji ve volném stavu (MICHLOVSKY, 2014;
PAVLOUSEK, 2011; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Kyselina gallova

Je trihydroxybenzoova kyselina nachdzejici se v mnoha druzich rostlin a ziroven
je nejvyznamnéjsi a jedinou hydroxybenzoovou kyselinou obsazenou pifmo v pevnych
Castech bobuli. Vyskytuyje se samostatné i1 jako sou€dst hydrolyzovatelnych gallickych
taninl. Po rozkladu hydrolyzou wvznikaji kyselina gallova a glukéza nebo kyselina
ellagova a glukdza. Kyselina gallova je velmi vyznamnym antioxidantem a byva casto
pouzivana ve farmaceutickém primysln. MiZze byt zneuzita jako vychozi material

pii vyrobé psychedelické drogy meskalinu (PAVLOUSEK, 2011; TSAO, 1951).

Kyselina vanilova, kyselina syringova a kyselina protokatechuova

Jsou ve vin¢ zastoupeny v podstatné mensi koncentraci nez kyselina gallova
a jejich pasobeni je nepatrné. Kyselina vanilova je derivat kyseliny dihydroxybenzoové
a je zaroven meziproduktem pii vyrobé vanilinu zkyseliny ferulové. Kyselina
syringova Se Vc¢erveném viné uvoliiuyje rozpadem malvidinu, byla rovnéz nalezena
i ve vinném octu (LESAGE-MEESSEN, 1996; PAVLOUSEK, 2011).
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Hydroxyskoricové kyseliny

-----

Hydroxyskoficové  kyseliny predstavyji nejSwSi  skupmu  fenolickych  latek
obsazenou v bilych vinech (PAVLOUSEK, 2011).

Podrobnéji budou popsany v nasledyjici samostatné kapitole.
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3.2 Hydroxyskoricové Kkyseliny

Hydroxyskoficové kyseliny jsou bezbarvé latky snadno podléhajici oxidaci
anasledné menici barvu do Zlutych a hnédych odstini. V ervenych vinech jsou
dulezit¢ pro kopigmentaci, reaguji s antokyany, kdy zesiluyji jejich barvu, ktera se stava
intenzivnéj$i diky pittomnosti vyS§iho obsahu fenolickych latek (POLO et al., 2009).
V bobulich révy vinné se vyskytuji ve form¢ estert kyseliny vinné ve slupce a zejména
vV duminé, na rozdil od ostatnich fenolickych latek, a proto jejich obsah ve viné neni
zavisly na pouzté vyrobni technologi, ale pouze na konkrétni odridé, rocniku
a péstitelském  stanovisti (PAVLOUSEK, 2011; VALLVERDU-QUERALT et al.,
2015).

Estery tvofené s kyselinou vinnou se nazyvaji depsidy a nejvysSich obsahli
dosahuji depsidy odvozené od kyseliny kavové - kyselina kaftarova. V bilych vinech je
koncentrace depsidti piiblimé od 30 do 120 mg.l!, v &ervenych vinech je to pak 100
az300 mg.F!, apredstavuji asi 75 % vSech fenolickych slougenin v samotoku. Tento
pomér se Vvprubéhu nalezeni snizuje viivem vyluhovani  katechint. V pribéhu
alkoholové fermentace se kyselina vinnd v depsidech mize nahradit ethylalkoholem
za soucasného vzniku ethylesterti hydroxyskoficovych kyselin. Jejich pfesny vyznam
abiologicka aktivita nebyly zatim dostatecné popsany (REBECCA, 2003;
MICHLOVSKY, 2014).

Ve voln¢ form¢ se vbobulich a vin€¢ vyskytuji hydroxyskoficové kyseliny pouze

ve stopovém mnozstvi.

Hydroxyskoficové  kyseliny poskytuji ochranu LDL-lipoproteini pied jejich
oxidaci. Spolu s katechiny vyviji nejvy$si antioxidacni aktivitu. Struktura zakladnich
hydroxyskoficovych kyselin, piirozené¢ se vyskytyjicich v bobulich révy, se navzijem
lisi substituentem v poloze 3. Obwykle byvaji ve viné esterifikovany kyselinou vinnou,
u starSich vin to mize byt iethanolem. Hydroxyskoficové kyseliny jsou z hlediska
aroma a chuti neutralni, funguji ovSem jako prekurzory tékavych fenoll, které v nizSich
koncentracich mohou pfiznivé ovlivnit aroma vina, ve vysSich vSak ovlivigji chut
avini negativné. Zpusobuji ve vinech farmaceutické, plastové a zivoCisné tony

(MICHLOVSKY, 2014; MORENO, 2012).
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Kromé¢ zakladnich hydroxyskoficovych kyselin jako je kyselma kéavova,
kaftarova, koutarova, ferulova, para-kumarova a fertarova, se ve vin¢, zrajicim
Vdubovém sudu, mize objevit vmalém mnoZzstvi i kyselina synapova, kterd piechaz
do vina pravé ze dfeva, ale senzoricky achemicky nemd velky vyznam (KUMSTA,
2007; MICHLOVSKY, 2014; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Vyzkumny projekt provedeny na jizni Moravé doc. Ing. MiloSem Michlovskym,
DrSC. (MICHLOVSKY, 2014), nepotvrdil vyraznou zavislost pouZité podnoze
na celkovy obsah hydroxyskoficovych kyselin u odridy Rinot.

Naopak Kk vyssi akumulaci hydroxyskoficovych kyselin i1 ostatnich fenolickych
latek mize dochazet pii mtenzivnim odlisténi zoény hroznd, které vedou k negativnimu
ovlivnéni kvality bilyjch vin z dGvodu vzniku hotkych az pfipalenych chutovych tont
anasledn¢ ke vzniku tékavych fenoli. Mezi odridy se zvySenou citlivosti na vySSi
obsah fenoll, kdy je projevem pravé nahnédld slupka bobule, patii Chardonnay,
Veltlinské  zelené, Muskat moravsky a Ryzlink vlasky (PAVLOUSEK, 2011;
MICHLOVSKY, 2014).

Vyssi obsah hydroxyskoficovych kyselin byva rovnéz v hroznech, které dozrdvaji
za nizSich teplot a zaroven vysSich srazkovych uhrnech a za zvySeného tlaku patogent.

Z toho je patrné, e jejich koncentrace je ro¢nikové zavisldi (MICHLOVSKY, 2014).

3.2.1 Kyselina kavova

Hlavni a  nejzastoupenéjSi  latka  hydroxyskoficovych  kyselin,  sloZena
z fenolickych iakrylovych fink¢énich skupin. Spolu s kyselinou para-kumarovou vyviji
nejvyssi antradikalovou aktivitu. Hraje klicovou roli v oxidaéné redukénich procesech.
Nachdzi se ve vSech rostlinich, protoZze jde o kliCovy meziprodukt pii biosyntéze
lignnu, jedné zhlavnich slozek rostlinné biomasy. V malé koncentraci se nachaz
ivkave a je to jeden zhlavnich pfirozenych fenoli arganového oleje. Jeji velké

mnoZstvi je mozné pozorovat v nékolika druzich bylin a kofeni (REBECCA, 2003).

potencialni uplatnéni ve farmakologi. Byl pozorovan i inhibiéni G¢inek na rist
rakovinnych bun€k. Je velmi nachylna k autooxidaci. Glutathion, thiolové slouceniny

22



a kyselina askorbovd maji protektivni G¢inky proti hnédnuti vina vlivem kyseliny
kavové a nasledné souvisi s jejim vymizenim (CILLIERS et al., 1990; CHARROUF
et al., 2007; KRAUS et al., 2008; KUMSTA, 2007).

O
N OH

HO
OH

Obr. 1 Kyselina kavova (POLO et al., 2009)

3.2.2 Kyselina ferulova

Divoké kvasinky jsou schopny tuto kyselinu dekarboxylovat na vmnylguajakol,
ktery ve ving, pii jeho vysSich koncentracich, zpisobuje nezidouci lékarenské tony.
Jeho préh vnimini za¢ind na hodnoté¢ 0,45 mg.t! a vtéchto nizkych koncentracich

zpusobuje vini po hiebicku.
O
N OH

HO
OCHs

Obr. 2 Kyselina ferulova (POLO et al., 2009)
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3.2.3 Kyselina para-kumarova

Tato Kkyselina esterifikuje antokyany a je derivatem kyseliny skoficové. Vyskytuje
se ve dvou formach, jako kyselina cis-p-kumarova a trans-p-kumarova. Je to krystalicka
pevna latka slabé rozpustna ve vodé a dobfe rozpustna v ethanolu (POLO et al., 2009).

Spolu s kyselinou ferulovou podporuje ve viné vznik vad zpusobenych tékavymi
fenoly. Kvasinky ji transformuji na vinylfenol svini po karafidtech nebo hvozdiku
aprahem wvnimani od 0,8 mgl!l. Prekurzory t€kavych fenolli maji za nasledek
lekarenské tony vbilych vinech. V Cervenych vinech kvasinky rodu Brettanomyces
dokazi  prostiednictvim  enzymu  vinylfenolreduktdzy ~ preménovat  vynylfenoly
na ethylguajakol, charakteristicky pachem spaleného dieva, a ethylfenol s zivo¢isnymi
pachy po konském potu a pocitovym prahem od 0,1 mg.Fl. V ervenych vinech
uchovavanych v dievénych sudech se koncentrace etylguajakolu a ethylfenolu vyrazné
zvysuje. Kyselina kumarova se nékdy piiddva do mikrobiologickych médii pro poztivni

identifikaci Brettanomycet Cichem.

Mimo vina se piirozené¢ Vyskytuje 1 Vvrajcatech, fazolich, bazalce, arasidech,

Cesneku, octu, zrmech jeCmene, medu a je hlavni sloZkou ligninu. Ma antioxidacni

-----

zpozorovany zejména usnizeni vzniku rakoviny zaludku (FERGUSON et al., 2005;
KUMSTA, 2007; MICHLOVSKY, 2014; QUINDE-AXTELL et al., 2006).

OH

HO

Obr. 3 Kyselina para-kumarova (SINGLETON et al., 1986)
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3.2.4 Kyselina kaftarova

Tvoti az polovinu obsahu vSech fenolickych latek v mosStu bilych vin. Jedna
se 0 nejvyznamnéjsi  slouceninu  hydroxyskoficovych  kyselin, ester kyseliny vinné
akyseliny kavové. Utastni se velké vétsiny oxidaénd redukénich procesti ve ving
amosStu bilych a rosé vin. V Cervenych vinech je jeji plisobeni zastinéné vyraznym
nadbytkem tfislovin s podobnymi chemickymi vlastnostmi. Mimo to, omezend mira
oxidace je pii produkci kvalitnich ¢ervenych vin zadouci (POLO et al., 2009).

Jeji plisobeni je nezanedbatelné ve vSech stadich wvyroby a skoleni vina.
Z chemického hlediska se jedna o ortho-difenol (neboli katechol), ktery se dokaze
snadno oxidovat na piisluSny chinon. Ostatni hydroxyskoficové kyseliny vyskytujici
se vVbobulich tuto schopnost nemaji. Podle n€kolikka vyzkumi neprobiha v kyselém
prostredi mosStu a vina piimd reakce mezi fenoly a kyslkem. Pro oxidaci fenoli je
nezbytnd  pittomnost katalyzatord. Pro zprostiedkovani reakce mezi kyslkem
a kyselnou kaftarovou je nutnd Cinnost enzymi ze skupiny oxiddz a iontl
pirechodovych kovii. Oba typy katalyzatori se liSi samotnym mechanizmem piisobeni
ataké nasledyjicimi reakcemi ovliviigjicimi senzorické vlastnosti vin. V modernim
vinafstvi je zasadni oxidace moStu a vina zplsobend enzymy, oxidace indukovana ionty
kovii je podstatné méné¢ vyznamna, ale ne zcela zanedbatelnd (POLO et al., 2009;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Révova polyfenoloxiddza uskutecnuje jednoduchou reakci, kdy ptenasi vodikové
atomy ze struktury katecholu na kyslik za vzniku pfislusného o-chinonu a vody.
Aktivitu tohoto enzymu je mozné ovlivnit teplotou a piitomnosti latek s inhibiénim
uinkem. Prudky pokles aktivity nastava pii takzvané denaturacni teploté. U tohoto
enzymu je denaturacni teplota 70 °C po dobu 10 minut, ¢ehoz se da vyuzt
piitechnologii vyroby Cerveného vina za powzti ,thermoflash®. Snizeni aktivity
polyfenoloxiddzy 1lze dosdhnout 1 zpracovanim chladnych hrozni. NejicinngjSim
mhibitorem oxidacnich enzymi je pouzti vhodné davky oxidu sifi¢it¢ho. Optimalni pH
pro pusobeni polyfenoloxidazy je kolem hodnoty 5, v kyselejsich mostech je tedy jeho
aktivita niz§i (REBECCA, 2003).

Dalsim oxidatnim enzymem  pusobicim v moStech je enzym lakaza,
ktery v bobulich produkuje pliseit Sedd, a ktery je wici oxidu siticitému odolngjsi. Proto
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byvaji moSty a vina vyrobend zhrozni napadenych timto patogenem na oxidaci
cithivejsi.

Plisobeni iont kovi je slozitéjsi, pozvolngjsi a pro bilé vino vice destruktivni
zdivodu vzniku sin€ reaktivnich volych radikdli. V pribéhu procesu se tvofi
nestabilni  slou¢eniny nazyvané jako reaktivni formy kyslku (ROS). Nejvice je
zmapovano chovani ionti Zeleza. Jedna se o proud reakci které vedou k vytvoreni
superoxidového radikalu, peroxidu vodiku a chinoni. Peroxid vodiku tvoii hydroxylovy
radikdl, ktery jako velmi agresivni forma kyslku napadd vSechny organické molekuly
ve své blizkosti. Coz byva u bilych vin, vykvasenych do sucha, ve vétSin¢ pifpadech
ethanol. V nasledujicim sledu reakci znovu pusobi kyslk a vznika zde acetaldehyd
a dalsi superoxidovy radikal. U suchych bilych vin dochazi i k reakcim s glycerolem
a organickymi kyselinami, u vin s vy$§im zbytkovym cukrem reaguje i ten. Pii téchto
reakcich vznikaji rozmanité karbonylové slouceniny. Oxidované ionty Zeleza se diky
pusobeni fenolickych latek zpétné redukuji, a proto je velka cast zeleza obsazeného
ve viné ve formé Zeleznatého iontu (POLO et al., 2009; RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

Zésadni je rovnéz chovani vzniklych oxidacnich produkti. Acetaldehyd a jiné
karbonylové sloueniny mohou do jist¢ miry dopomahat ke stabilizaci barvy
a harmonizaci chuti ¢ervenych vin. Ve vinech bilych je vSak jejich piisobeni pievazné
negativni a zpusobuje jejich oxidativni charakter. Pro tuto problematiku je klicové
zejména chovani o-chinonu kyseliny kaftarové. Ortho-chinony jsou hnédo-Cervené
zbarvené, mnoha reakcim podIéhajici latky. Z enologického hlediska jsou dilezité
reakce s fenolickymi latkami, redukénimi Cinidly a thioly. Pravé reakce chinont
s latkami, kter¢é maji dvé fenolové skupiny vpoloze 1,3 (napt. katechiny) vede

ke vzniku hnédych kondenza¢nich produktii - znakd naoxidovaného vina.

Reakce sthioly byva typickd pro proces fermentace, kdy oxidovana kyselina
kaftarova kondenzuje s glutathionem, produktem kvasinek, za wvzniku Kkyseliny
2-S-glutathionylkaftarové, ozna¢ované jako GRP (,grape reaction product®). U spousty
bilych vin je jeji koncentrace vySS§i nez koncentrace samotné kyseliny kaftarové.
V disledku tohoto procesu dochazi k regeneraci fenolickych skupin  oviivnénych
plisobenim polyfenoloxiddzy vmoStu a GRP, které neni enzymaticky oxidovatelné,
zvySuje odolnost mladych bilych vin pfed hnédnutim. Na tomto principu je zaloZena
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metoda hyperoxidace mostu, pii které se z hnédého zoxidovaného mostu vyrobi stabilni
bilé vino, ovSem za souCasné destrukce primarnich aromatickych latek. Metoda je proto

vhodna pouze pro vina, kterd nejsou zaloZena na primarni aromatice (KUMSTA, 2007).

Po dokonCeni fermentace je reakce oxidované kyseliny kaftarové s thioly
zodpovédna za zratu buketnich latek, zejména citrusovych a rybizovych toni vzniklych
pravé pusobenim vonnych thioli a charakteristickych pro vina odrid Sauvignon blanc,
caberneti 1 nékterych ryzlinkdi. Timto mechanismem vSak dochdzi pii provzdusnéni

vina 1k potlaceni reduktivnich tont jako jsou sirka nebo zaduSenost.

Jako posledni moznost mohou chinony reagovat s redukénimi Cinidly.
Ve vinaistvi jsou to zejména reakce s oxidem sificitym a kyselnou askorbovou. Ve viné
je pifima reakce kyslku s oxidem sificitym zanedbatelnd. Oxid sifi¢ity nedokaze z vina
odstranit rozpustény kyslk, ktery vreakci s Zeleznatymi ionty vytvafi reaktivni volné
radikdly. Oxid sifiCity jako antioxidant u¢inné odstrafuje peroxid vodiku, ¢imz snizuje
riziko vzniku hydroxylovych radikali a ziroveil napomahd regeneraci chinonu kyseliny
kaftarové do piivodni fenolické formy. Uinky a powzti kyseliny askorbové jsou
kyselinu kaftarovou stejné jako oxid sifi¢ity, ale pii tomto procesu vznikd kyselina
dehydroaskorbova, kterd se ve vySSich koncentracich stava Kkatalyzatorem pro vznik
reaktivnich forem kyslku (POLO et al., 2009; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Pouziti pektolytickych enzymii zvySuje hydrolyzu kyselny kaftarové na kyselinu
kavovou a kyselinu vinnou. Po rozdrceni bobuli se kyselina kaftarova a sni souvisejici
o-difenoly  okysliuji v pfitomnosti  polyfenol oxidazy zbobuli a kyslku. Tyto
slouCeniny a produkty jejich oxidace mohou reagovat s tripeptid glutathionem
za souCasného vzniku bezbarvych S-glutationovych komplext. Bilkovina glutathion
se v bobulich hromadi od pocatku zamékani a md vyznamné antioxidani UCinky. Miuze
ve viné ovliviiovat chut’ a aroma, zpUsobovat tony po grapefruitu a mucence. Vytvorené
komplexy se pak obvykle spojuji s dalsimi slouCeninami a vypadavaji jako sediment.
Za podminek kdy nedochazi k dallimu okysliceni, jako Vpfipadé¢ lakazy vzniklé
Unahnilych hroznt, se bezbarvé komplexy kyselny kaftarové a glutathionu
nepolymerizuji a nevytvaii nahnédlé pigmenty. Obsah glutathionu se v bobulich
vpribc¢hu dozravani zvySuje. U odrid s vy$Sim obsahem hydroxyskoficovych kyselin,
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ale nizSi koncentraci glutathionu hrozi vyssi rizko hnédého zabarveni moStu a vina

(MICHLOVSKY, 2014; SINGLETON et al., 1986).

Kyselina kaftarova tlumi radikalové reakce deaktivaci superoxidového radikalu
iradikaly vzniklé zorganickych latek. Obzvlasté nachyiné na radikalové reakce byvaji
latky vybavené delSim uhlovodikovym fetézcem, napiiklad nékteré hlavni buketni latky
vina jako estery vysSich alkoholti a mastnych kyselin nebo terpeny (KUMSTA, 2007;
PAVLOUSEK, 2011; POLO et al., 2009; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

HO
COH
o
HO OH
O COH

Obr. 4 Kyselina kaftarova (KUMSTA, 2007)

3.2.5 Kyselina koutarova

Tato hydroxyskoficovad kyselina je obsazena ve viné, hroznech a hroznovych
wyliscich. Jedna se o ester vznikly zkyseliny p-kumarové a kyseliny vinné. Vyskytuje
se ve dvoji mozné forme, jako cis a trans-koutarova kyselina. Trans-koutarova kyselina
je vyznamnym nosi¢em pro antokyany (SINGLETON et al., 1986). Dulezty je pomér
kyseliny kaftarové a koutarové vmostu, ktery je odridovym znakem a urcuje
nachylnost mostu k hnédnuti a oxidaci (VALLVERDU-QUERALT et al., 2015).
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Obr. 5 Kyselina koutarovd (SINGLETON et al., 1986)

3.2.6 Kyselina fertarova

Kyselina fertarova vznikd jako ester kyseliny ferulové a kyseliny vinné. Jeji
koncentrace ve viné nebyva vysoka, vysledné hodnoty se obwykle pohybuji do 16 mg
v jednom litru (POLO et al., 2009; SINGLETON et al., 1986).

OH O O—
Q
O \ OH
HO
OH
O

Obr. 6 Kyselina fertarova (SINGLETON et al., 1986)
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3.2.7 Tékavé fenoly

Jako t¢kavé fenoly lze oznacit chemické slouCenmy, patfici mezi fenolické latky,
S vyznamnym, ve veétSiné piipadech nezddoucim, vlivem na aroma a chut' vina. Vznikaji
Z hydroxyskoticovych  kyselin. Te¢kavé fenoly jsou piitomny vbiljch 1 modrych
odridach révy a nasledné v bilych, Cervenych a rosé vinech, liSicich se podle odridy,
klimatickych podminek, oblasti, pouzit¢ agrotechnikky ve vinici a zpiisobu zpracovani.
U bilych odriid byvaji patrné jiz ve vinici a to v piipadé hnéd¢ zbarvenych bobuli, které
maji zastiené kvétnové a ovocné aroma a zaroven vyrazn¢ hoiké az piipalené tony

v chuti (CLARKE, 2008; PAVLOUSEK, 2010).

Projevuji se jako farmaceutické nebo téZ medicindlni aroma v bilych a rosé vinech
ajako zivoCisné aroma v Cervenych vinech, které se rovnéz oznacuje jako aroma
po kiuz“, ,konském sedle, ,selském dvorku®, ,staji“ apod. (RIBEREAU—GAYON
et al., 2006).

Vychozimi latkami ke wvzniku téchto nezadoucich sloucenin jsou, jak jiz bylo
uvedeno, hydroxyskoficové kyseliny. Konkrétné kyselina p-kumarova a ferulova.
Kyselina kavova, kterd je nejzastoupencjsi hydroxyskoficovou kyselinou a ziroven
vyznamnym antioxidantem, se na tvorbé tékavych fenoli podili pouze velmi omezené
(WATERMAN, 1994).

Pro vznik tékavych fenoli je nezbytné, aby doSlo k uvolnéni esterové véazanych
kyseln. Tento proces je katalyzovan n€kolika hydrolytickymi enzymy a probihd rovnéz
spontanné V kyselém prostfedi vina, bobuli a mostu. Klicovym enzymem schopnym
uvoliovat vazané hydroxyskoficové kyselny je cinnamatesterasa, kterou tvoii jen malé
mnozstvi mikroorganizmi.. V enologii je zisadnim producentem plisen Aspergillus
niger, ktera se rovnéz péstuje pro produkci pektolytickych enzymu, vyuwZivanych k vyssi
vylisnosti hroznl. 'V soucasné dobé predni vyrobci téchto preparati své vyrobky
na piitomnost cinnamatesterasy testuji a proto by kvalitni produkty, na rozdil
od levn¢jsich variant, nem¢ly zpusobovat zadné nezadouci efekty (POLO et al., 2009).

Druhym pochodem, pii kterém mohou tékavé fenoly vznikat, je kyseld hydrolyza
esteri  hydroxyskotficovych kyselin. Tento proces byva vyrazn¢ urychlen vySSimi
teplotami, které vznikaji v intenzivné oslhinénych bobulich ve vinici.
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Metabolismus hydroxyskoficovych kyselin kvasinkami Brettanomyces/Dekkera
by se dal shrout jako proces probihajici v disledku sekvencniho pulsobeni dvou
enzymi: cinnamatdekarboxylazy, kterd Stépi fenolové kyseliny (konkrétné ferulovou,
kavovou a p-kumarovou) pifimo na odpovidajici vinylfenol, a vnylfenolreduktazu, ktera

ptrevadi vznikly vinylfenol na odpovidajici ethylfenol (CABRITA et al., 2012).

Podle vyskytu vcervenych a bilych vinech a stupné dalsi premény
hydroxyskoficovych kyselin se tékavé fenoly déli na ethylfenoly a vinylfenoly
(KUMSTA, 2007; RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Vinylfenoly

V nizkych koncentracich jsou tyto slouceniny obsazeny ve vsSech bilych vinech.
V Cervenych vinech je jejich mnozstvi naopak pouze stopové, a to zdivodu jejich
snadné reakce s antokyany (POLO et al., 2009).

Vznikaji dekarboxylaci volné kyseliny p-kumarové (4- vinylfenol) a kyseliny
ferulové (4- vinylguajakol) enzymem cinnamatdekarboxylaza, ktery je soucasti
nékterych  bakterii a kvasinek. Cinnamatdekarboxylaza je u vinych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae umisténa uvnitt bunék a béhem kvaseni vykazuje vysokou
aktivitu. V Cervenych vinech je vSak inhibovana katechiny a ztohoto divodu se v nich

vinylfenoly nevyskytuji.

Vinylfenoly mohou byt v malém mnozstvi ve viné¢ tvofeny i mlécnymi bakteriemi
rodu Pediococcus a Vv pribéhu malolaktické fermentace v ném zpusobovat necisté tony
(CLARKE, 2008).

Pii poméru vinylfenolu a vinylguajakolu 1:1 je mez jejich rozpozndni piiblizné
700 mikro gramu na jeden litr. Aroma  4- vinylfenolu je charakterizovano jako
lekarenské a 4- vinylguajakolu jako ,pifjemnéjsi karafidtova vin€. Vv téchto latek
na senzorické hodnoceni vina je velmi individudlni a nemusi byt nutné ve vSech
pfipadech negativni. Vice zfetelny a spiSe negativni bude u lehkych jemné ovocitych
vin a naopak u kofenitéjSich, nazralejSich typti mize poztivné podpofiit celkové aroma.
Obecné¢ je vliv vinylfenoli znateinéj$i u mladych vin, nebot v pribéhu dozravani

polymerizuji a kondenzuji na senzoricky neaktivni slozky.
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Vinylfenoly jsou kone¢nym produktem pii odbourdvani hydroxyskoticovych
kyselin kvasinkami rodu Saccharomyces, vdaliim odbouravani pokracuji kvasinky
Brettanomyces  arozkladaji  vinylfenoly na  ethylfenoly (KUMSTA,  2007;
RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Ethylfenoly

Ethylfenoly jsou senzoricky aktivngjSimi latkami ve vin¢. Vznikaji procesem,
pfikterém nehraje roli koncentrace ftfislovin, a proto je jejich vznk mozny
ivcervenych vinech, zatimco ve vinech bilyjch nebyla jejich pfiitomnost dosud

detekovana (POLO et al., 2009).

Senzoricky vjem je u 4 - cthylfenolu silnéj$i nez u vinylfenolu. Mez jeho detekce
lidskymi smysly je v modelovém roztoku jiz pfi koncentraci 230 mikro grami v jednom
litru a tento vjem je charakterizovany jako korisky pot, stdj, zpocené sedlo, kiize, mokry
pes a podobné. U 4 - ethylguajakolu je aroma popisovano jako koufové nebo po slaniné
a mez jeho rozpoznani je od 47 mikro gramu v litru roztoku. V Cerveném viné se tyto
dvé latky wvyskytyji vpoméru 8:1 a vcelkovém mnozstvi ethylfenoli vySSim
nez1lmg.k velmi vyrazné ovliviyji celkovy charakter vysledného vina a to prevazné
negativné. Prédh jejich vnimani do jist¢é miry zavisi 1 na obsahu ostatnich slozek vina,
kdy hraje dulezitou roli kupiikladu plost vina, aromatické latky a struktura tfislovin
(CLARKE et al., 2008).

V nizsich koncentracich a v zavislosti na odridé mohou naopak pozitivné
pfispivat ke komplexni aromatice a mohutnosti vyzraljch cCervenych vin. Obzvlaste
u starsich ¢ervenych vin, ktera zrala v sudech barrique, byva toto slabé aroma po ,kuz
mezi mnoha konzumenty velmi Zidanym a cenénym. Cast konzumentd i zi¥ad

odbornikli povazuje tento senzoricky projev ve vin¢ za znak zvlastni jakosti

Na rozdil od vinylfenolii, jez vznikaji pouze v pribéhu fermentace, se ethylfenoly
vytvaii vnejvyssi mife az vpribc¢hu zrani Cervenych vin, kdy dochazi k optimalnim
podminkam pro rozvoj jejich producentti. Téchto mikroorganismi, které jsou schopny
ethylfenoly tvofit, je zndmo jen nckolk. V enologii jsou témi klicovymi kvasinky rodu
Brettanomyces/Dekkera, mén¢ dulezitymi s touto schopnosti jsou nékteré kvasinky rodu
Candida a Pichia. Nejvetsi problém predstavuji kvasinky Brettanomyces z diivodu
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jejich vysoké odolnosti k vy$$im koncentracim alkoholu a nizkym narokim na vyzivu.
Tyto kvasinky se vyskytuji jiz na napadenych hroznech, ale anaerobni prostredi
fermentyjicho rmutu blokuje jejich rast, ztoho diivodu se ethylfenoly v mladych
cervenych vinech ve vyS$i mife nenachdzi. Proto je nezbytné zajistit rychly pocatek

fermentace rmutu (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; SUAREZ et al., 2007).

Kvasinky Dekkera bruxellensis prevadi kyselinu p-kumarovou na 4- ethylfenol,
kyselinu ferulovou na 4- ethylguajakol a kyselinu kavou na 4- ethylkatechol. V prib&hu
této premény byl sledovan patrny Ubytek odpovidajicich hydroxyskoticovych kyselin
za souCasného narGstu téchto tékavych fenoll. Mira konverze kyseliny kavové je
vyrazné nizSi nez u dalsich dvou zminénych, a ztohoto divodu je i koncentrace
vmiklého 4 - ethylkatecholu pouze nepatrna (CABRITA et al., 2012).

Jak jiz bylo wuvedeno, optimalni podminky pro kontaminaci vina nachéazeji
kvasinky v porech dfevénych sudi typu barrique béhem zrani vina kdy probiha
pro kvasinky velmi pfiznivda mikrooxidace. Pro vyzvu vyuzivaji sacharidy uvoliiované
ze dfeva a alkohol jako zdroj uhliku.

V soucasné praxi predstavuyji kvasinky Brettanomyces nejvyssi hrozbu vzniku
chorob cCervenych vin a nejdiskutovangjsi téma veétSiny vmaiskych technologl, praveé
pro jejich vysokou rezstenci, nizké pozadavky na vyzivu a Siroky vyskyt ve vinafském
provozu. Jako prevence se doporucuje dobra sanitace starSich dievénych suda
a pfimétené zasfieni plynnym oxidem sifiCitym, stejn¢ jako udrzovat optimdlni hodnotu
pH vina a volné siry. Klicovym faktorem je 1 teplota mista, kde vino zraje, ktera
by nem¢la ptekro¢it 15 °C. Ukazalo se, ze vyzmamny vliv na snizeni poctu
kontaminujicich kvasinek ma také pouzti bilkovinnych c¢ifidel, néktera maji dokonce

schopnost nepatrné snizit koncentraci jiz vytvofenych ethylfenoli.

Jind opatfeni ke snizeni ethylfenoli se ukazala neaCinna, vzhledem k jejich
chemické stabilit¢. Jejich mnoZzstvi je mozné redukovat pouze drastickym zisahem
zapouziti aktivnho uhli kdy dojde kcelkovému naruSeni vinného buketu
a znehodnoceni vina (KRAUS et al., 2008; KUMSTA, 2007; WATERMAN, 1994).
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Obr. 7 Pfeména hydroxyskoticovych kyselin na ethylfenoly (SUAREZ et al., 2007)
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3.3 Charakteristika vybranych odriid révy vinné

3.3.1 Veltlinské zelené

Jednad se o starou rakouskou odriidu, kde je také nejvice rozsitena. Tvoii 30 %
plochy rakouskych vnic. Dale je péstovana v zapadnim Slovensku, Madarsku
a na Moravé. Celkova plocha na svété osazena Veltlinskym zelenym se pohybuje kolem
18 tisic hektart. V soucasnosti jde o nejpéstovanéjsi odriidu u nas s primérnym stafim
vinic 29 let. VnejvetsSim méfitku je zastoupena ve vinicich velkopavlovické
a znojemské podoblasti. Do Statni odridové knihy byla zapsana roku 1941 (SEDLO,
2014).

Mezi odridové znaky patii maly az stfedn¢ velky pétilalo¢naty list s kruhovitym
tvarem cCepele. Vrchni strana listové Cepele je slabé az stiedné puchyikovitd. Maly
azstredné velky hrozen smalymi Zlutozelenymi bobulemi. Skliziiova zralost zalina

V polovin¢ fijna.

Odrida je nachylnd k napadeni padlim révovym a plisni révy a stfedn¢ odolna

pied poskozenim zimnimi mrazy.

Kvalitni vino produkuje jen ve velmi dobrych polohach s hlinitymi a spraSovymi
pidami s dostatecnym zasobenim vodou. Na takovychto pldach poskytuje stfedné
vysoké vynosy a pifemné vino jemné viné lipového kvétu, bilého pepie nebo broskvi
vchuti s vyvazenou kyselinou. Tvofi témet tietinu veskerych ledovych a slamovych vin
uvadénych do obghu v Ceské Republice. Hrozy zodridy Veltlinské zelené byvaji
Gasto pouzivany pro vyrobu smési (PAVLOUSEK, 2007).

3.3.2 Ryzlink rynsky

Predpokladd se, ze odrida vznikla vokoli feky Ryn jako kiizenec odrad
,Heunisch® x ,Tramin° x autochtonni odriida zPoryni. Rozsifila se zNeémecka, kde
momentaln€ tvofi 22 % plochy veskerych vnic. Ve vEtSi mife se rovnéZ péstuje
v Rakousku a na Slovensku a jedna se o 18. nejrozsifendjsi odriidu na svété. V CR tvoid

7,2 % osazenych vinic s primémym staiim 18 let. Nejvetsi podil zayjima ve vinaiské
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oblasti Cechy a ve slovacké podoblasti Do Statni odriidové knihy byl zapsan v roce
1941 (SEDLO, 2014).

Ma pétilalo¢naty maly list a kruhovitou ¢epel Hrozen je maly, husty s malymi

bobulemi, které maji Zlutozelené zbarveni. Skliziova zralost zac¢ina od poloviny fijna.

Proti napadeni houbovymi chorobami je ,Ryzlink rynsky‘ méné az stiedné odolny

a odolny proti poskozeni mrazy.

Odrida vyzaduje nejlepsi polohy na jiznich svazich. Na ptdni podminky nema
vysoké naroky, vyjimku tvoii ptdy prevapnéné, které ji nesveédcCi.

,Ryzlink  rynsky* byva povazovan za nejkvalitnéjSi odriidu severncjSich
vinohradnickych oblasti. Poskytuje vino vyborné jakosti za predpokladu, ze sklizen
probihd v obdobi od konce fijna do zacatku listopadu, kdy se vlivem stfidani nizkych
nocnich teplot se sluneCnymi dny vyviji aromatické latky. Ve wini je typické ovocné
aroma Stony broskvi, merungk, tropického ovoce a také lpového kvétu. Dava
piivlastkova vina predevs§im kabinet a pozdni sbér, vybér z hrozni pouze v nejlepsich

letech (WINKLER, 1974).

3.3.3 Chardonnay

,Chardonnay je tradiéni francouzska odrida s celosvétovym rozSifenim,
ktera se fadi do skupiny ,burgundskych odrid. Znejvétsi pravdépodobnosti vznikla
volnym kitZenim odriid ,Rulandské $edé* a ,Heunisch. V Ceské republice je péstovana
na celkové plose 727,1 ha azaujimd tak 7. misto mezi péstovanymi bilymi moStovymi
odridami. Nejvétsi plochy této odriidy se nachazeji v Mikulovské a Slovacké vnaiské

podoblasti. Do Statni odridové knihy byla zapsana v roce 1987.

Typicky list této odridy je stiedné veky, trojlalo¢naty. Hrozny jsou valcovité¢ho
tvaru malé az stfedni velikosti Uspofadani bobuli v hroznu byva obvykle velmi husté.
Bobule je mala a kulata stenkou slupkou Zutozelené barvy v dobé zralosti Odruda

dozrava koncem zAfi aZz v prvni poloviné fijna (WINKLER, 1974).

,Chardonnay‘ byva ¢asto nachylné k poSkozeni jarnimi mrazy. Rovnéz je citlivé

k napadeni padlim révy, stfedné odolné k plisni révy a Sedé hnilobé&.
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Odrida je ur€end pro vyrobu vysoce kvalitnich piivlastkovych vin. Velmi dobré
kvality se dosahuje v kategorii pozdniho sbéru. ,Chardonnay‘ byva c¢asto pouZivano
jako dulezita slozka cuvée a k vyrobé Sumivych vin. Odriidovd vina maji pifjemné
ovocné aroma po jablkdch, hruSkach a broskvich sphou chuti a svézi kyselinou.
Ve vysSich zralostnich stupnich lze ve vin€ nalézat tony tropického ovoce. Vina z této
odrady je mozné vyrabét kvasenim v sudech barrique a technologii sur-lie. (CALLEC,
2003; SEDLO, 2014).

3.3.4 Sauvignon blanc

Odrida nema =znamy piesny pavod, rozsifila se zFrancie, kde o ni byly
dochované zminky jiz ze 17. stoleti Pravdépodobné se jedna o kiizenec odrud ,Chenin
blance a ,Tramin‘. V Ceské Republice zaujima ,Sauvignon® piiblimé 849 ha z celkové
plochy vinic, ztoho témét vyhradné v Moravské vinafské oblasti Tam jsou nejvetsi

vysadby v Mikulovské a Znojemské podoblasti.

,Sauvignon  je urCeny pievazné pro vinohradnictvi chladného podnebi,
kde vyzaduje svahovité, dobfe oslunéné stanovisté s chladnéjsimi periodami béhem dne

v susSich lokalitach. Jako vhodné se ukédzaly pisCité¢ a pisCito - hlinit¢ pudy.

Odrida ma niz§i odolnost k zimnim mrazim i houbovym chorobam. Obzvlasté
cithva je na napadeni padlim révy, o néco odoln¢jsi pak je k plisni révy. ,Sauvignon‘
mize v nékterych letech trpét sprchavanim kvétenstvi (WINKLER, 1974).

Mezi odridové znaky patii mensi, pétilaloCnaty list a maly, husty hrozen
s kratkou stopkou. Bobule vhroznu jsou malé, Zutozelené s vyrazn¢ aromatickou
duzninou. Odriida miva kratkd internodia, ktera zpusobuji velmi zahustény ket, tomuto

faktu je tfeba pfizptsobit agrotechnické zisahy.

Odrida je idedlni pro produkci kvalitnich piivlastkovych vin, ktera mohou
oplyvat Sirokym aromatickym spektrem od vyrazn¢ ,kopiivovych® az po siln€é ovocné
projevy. Vina byvaji intenzivné kofenitd, s aroma po broskvich, kopiivach a ¢erném
rybizu (CALLEC, 2003; PAVLOUSEK, 2007).
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3.3.5 Tramin ¢erveny

Pivod této star¢ odridy neni piesné¢ znamy, do zbytku Ewvropy se rozsifila
z Tyrolska, tam se tdajné dostala zRecka, Itilie nebo Madarska. V Ceské Republice
se peéstuyje na plose 561 ha. Nejvétsi vysadby se nachazeji v Mikulovské a Znojemskeé
vinafské podoblasti. Do Statni odridové knihy byl ,Tramin cerveny® zapsan v roce
1941.

,Jramin ma stredné velky, okrouhly list, maly az stiedné velky, husty hrozen
smalou, kulatou bobuli, kterd ma rizovou barvu slupky a aromatickou chut’ duzniny.
Velkky vyzmam maji kvalitné provedené zelené prace, protoze ,Tramin Cerveny‘ je

odriida s hustym olisténim ketll. Skliziiova zralost zac¢ind v prvni poloviné fijna.

Odrida je mén¢ odolnd proti houbovym chorobam a stfedn¢ odolnd proti
poSkozeni mrazy. Vyzaduje urodné, zdhfevné, méné¢ vapenité plidy a jen ty nejteplejsi

stanoviste.

Tramin ve vhodnych polohdch poskytuje kazdorocné hrozny pro vyrobu vin
S ptivlastkem, ktera jsou plnd a kofenitd s aroma po rizich, fialkdch az medu nebo lze
ve viini objevit tony tropického ovoce (SEDLO, 2014).

3.3.6 Hibernal

,Hibernal* patii mezi interspecifické odrady, které vykazuji zvySenou odolnost
vi¢i  houbovym chorobam. Byla vySlecht¢na v némeckém Vyzkumném tstavu
V Geisenheimu kifzenim odrud ,Seibel 7053° a ,Ryzlink rynsky‘ F2 generace. Ve vétsi
mife se péstuje pouze vNémecku, na mensi plose ve Svycarsku. Na celkové plose
Ceskych vinic se podili 0,8 %. Ve Statni odridové knize je zapsdn od roku 2004
(SEDLO, 2014).

Odrida ma vekky list se srdcovitou cepeli bez vyzacenych laloki. Hrozen je
maly az sttedné¢ velky spomémé hustym uspofadanim bobuli Bobule jsou drobné
az sttedné¢ velké, kulaté s CervenoSedou barvou slupky. Optimalni zralost nastdva v 2. —

3. dekads Hjna.
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Hibernal* je vhodny do vsech vinaiskych podoblasti Ceské republiky. Idealni
K péstovani  jsou pisCité a hlinitopisCit¢é  svahovité lokality s dobrou expozici
ke slune¢nimu zafeni.

Vina ztéto odridy jsou vyborné kvality a kazdoro¢né lze vyrobit piiviastkové
vino jemné¢ aromatické viné po broskvich a lipovém kvétu s typickou kofenitosti.
Pro svoji vysS§i odolnost wii€i napadeni houbovymi chorobami je odrida vhodna

pro produkci biovina (PAVLOUSEK, 2016).

3.3.7 Rulandské modré

Jedna se o velmi starou modrou mostovou odridu puvodem z Francie, odkud
se rozsitila do zbytku Evropy. Ve Francii je nejvice péstovana v oblastech Burgundska
a Champagne. V Ceské republice se péstuje na plose 717 ha a to ve viech podoblastech.
Rok zipisu do Statni odridové knihy je 1941.

,Rulandské modré‘ ma maly az stiedné¢ velky list a rovnéz maly az stiedné velky
hrozen s hustym uspofadanim bobuli, které jsou malé, kulaté s tmavomodrou slupkou.

Skliziiova zralost za¢ind obvykle na pielomu mésice zafi a fijna (WINKLER, 1974).

Odrada vyzaduje ty nejlepsi polohy s dobrym oshinénim a teplymi, Stérkovitymi
nebo hlinitopis€itymi pidami. Je nachylnd k napadeni plisni révovou a padlim révovym,
sttedné odolna proti plisni Sedé a poskozeni mrazy.

Vina ztéto odridy byvaji vysoké jakosti, plné¢, vmladi je patrnd chut’ a viné
po cerstvém bobulovém ovoci, ve zralosti pak zskdvd sametovou, kofenitou chut’.
NejvysSich kvalit dosahuyje po delim zrani v ldhvi, kdy se casto objevuje cihlové
cervena barva (CALLEC, 2003).

3.3.8 Frankovka

,JFrankovka‘ je tradini pozdni modra moStova odrida péstovana ve stiedni
Evropé. Plivodem je pravdépodobné z Rakouska, kde je 1 nyni hojné péstovand, stejné

jako v Ceské republice, Mad’arsku a nékolika oblastech Némecka. V Ceské republice
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se péstuyje na celkové plose 1307,5 ha a je tak druhd nejrozsirenéj$i modrd mostova

odrida. Nejvetsi vysadby se nachazi ve Velkopavlovické a Slovacké podoblasti.

Odrida ma velky list s celistvou listovou cCepeli, stfedn¢ velky a stiedné husty
hrozen s kratkou stopkou. Bobule jsou kulaté, malé s modrocernou barvou slupky.

Skliziiova zralost nastdva v polovin¢ fijna a mnohdy trva az do zacatku listopadu.

Pro péstovani jsou nejlepsi mirm¢ svahovité pozemky sjizni  expozici,
kde vyzaduje idealn¢ celodenni oslunéni listové plochy i hroznd. ,Frankovka® potiebuje
leh¢i pldy dostateéné zasobené zivinami. Je stfedn¢ odolna proti napadeni plisni Sedou

améné odolna proti plisni révové a padli révy.

Zodridy se vnaSich vmafskych podminkdch produkuji vysoce jakostni
i ptivlastkova vina ovocného charakteru v chuti a vini, dominuji tony viSni a ostruzin.

Barva vina byva obvykle nizi, Casto se objevuje cihlovy odstin (PAVLOUSEK, 2007).

3.3.9 CabernetFranc

Velmi stara modra moStova odrida ptvodem z Francie, kde se i Vv soucasnosti
nachazi velkd &ast svétové vysadby. Dale se péstuje ve Spandlsku, Madarsku, Itali,
Kalifornii a nékterych statech Jimi Ameriky. V Ceské republice neni odrtida zapsana
ve Statni odriidové knize.

Voblasti Bordeaux se pouziva k piipravé cuvée vkombinaci s odradami
,Cabernet Sauvignon‘ a ,Merlot‘, nebo jako jejich doplnék. Vysoké kvality dosahuji
vina této odriady dozravajici v oblasti Loiry. Jsou typickda nizSim obsahem tiislovin
a harmonickym pomérem kyselin, tato kombinace dava vzniknout lehkym, ale ziroven
plnym ovocnym vinim s vini nakrajené papriky, malin nebo fialek (CALLEC, 2003).

3.3.10 Laurot

,Laurot® je modra interspecifickd odrida révy vinné vySlechténd na Morave,
ktera vznikla kiizenim odriad ,Merlan‘ a ,Fratava‘. Do Statni odridové knihy byla
zapsana v roce 2004. Nejvetsi vysadby této odridy se nachazi ve Slovacké podoblasti.

40



,Laurot® ma stfedné velky, troj- az pétilalocnaty list, sttedné velky az velky hrozen
StidSim uspofddanim modrocernych drobnéjSich bobuli. Skliziiova zralost zacina
V prvni poloving ffjna.

Odrida ma vys$si pozadavky na stanovisté, které by mélo mit jizni nebo
jthozdpadni expozici, nachdzet se na svahovitych pozemcich a zihfevnych puidach.
,Laurot® je dobfe odolny proti poskozeni zimnimi mrazy a patii mezi odridy
se zvySenou odolnosti proti napadeni houbovymi chorobami. Proto je velmi vhodny

pro péstovani v rezimu ekologického vinohradnictvi.

,Laurot® je vhodny pro produkci bio vin, odridovych nebo cuvée, i pro vyrobu
rosé. Vina byvaji tmavsi, rubinové barvy, vchuti s patrnymi projevy bobulového ovoce,
zejména tfe$ni, viSni a pii vys§i vyzralosti ilesniho ovoce (PAVLOUSEK, 2016)
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4  Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzity material

K provedeni experimentu bylo vybrdno 8 vySe charakterizovanych odrid révy
vinmé a2 odrady interspecifické. Sest odrid bilych (,Veltlinské zelené*, ,Ryzlink
rynsky‘, ,Chardonnay‘, ,Sauvignon blanc, ,Tramin Cerveny‘ a interspecificka odrida
,Hibernal®) a ¢tyfi odridy modré (,Rulandské modré‘, ,Frankovka‘, ,Cabernet Franc‘
arovnéz jedna mezidruhova odrida ,Laurot?). Odbér vzorkti probihal v obdobi od 8.

zaii 2016 az do findlniho sbéru pfi skliziiové zralosti.

U odrid: ,Ryzlink rynsky‘, ,Chardonnay‘, ,Hibernal® a ,Frankovka‘® probihal sbér
piblizné kazdych 5-7 dni od 8. 9. 2016 aZz do findlntho sbéru v obdobi skliziiové
zralosti. U zbylych odriid byly provedeny sbéry dva: 14. 9. 2016 a individudlni koncovy
sbér dle skliziiové zralosti danych odrid.

Veskery vybrany material pochazel zvinice nachazejici se varealu Mendelea,
patiici Zahradnické fakult¢ Mendelovy zeméd@lské a lesnické univerzty, v Lednici
vV Mikulovské vinaiské podoblasti.

Vinice lezi ve vySce 176 metri nad mofem v mirn€ svaZitém terénu s jihozapadni
orientaci. Priméma rocni teplota zde dosahuje 9°C a primérny ro¢ni uhrn srazek cini

516 mm. Puda je zde hlinitopis€itd s piiblizné 22 % jilovitych castic.

4.2 Pouzité metody méreni

Cerstvé bobule viech odebiranych vzorkd byly Setrné oddéleny od trapiny
aodvazeny do uzaviratelného PE sacku (cca 100 ). Nasledné byl pfidan Cerstvé
ptfipraveny roztok 1M K2S20s5 v0,1M DETAPAC a to vpoméru lul roztoku na 1Ig
bobuli. Sacek byl uzavien a bobule dikladné ruéné rozdrceny a ponechany 1 hodinu
macerovat. Poté byl most scezen do 20 ml lahvicky a zamrazen do doby provadéni

meteni, které probihalo béhem mesice biezna roku 2017.
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Ve vsech vzorcich byly stanoveny zikladni analytické parametry — cukernatost,
hodnota pH, obsah titrovatelnych kyselin a asimilovatelného dusiku. Dale byl
stanovovan obsah celkovych fenoli, flavanoli, anthokyant; zjiStovana redukcni sila

a antiradikalova aktivita.

Pomoci HPLC byly zistovany koncentrace kyselny kaftarové, koutarové

a fertarové.

4.2.1 Stanoveni cukernatosti

Za zikladni cukry obsazené vhroznech a viné je povazovana D-gluk6za
a D-fruktoza. Jejich pomér vhroznech se meéni v pribéhu dozrdvani. Ve stopovém
mnozstvi se v bobulich vyskytuji L-arabindza, D-xyloza, L-rhamnoéza a D-riboza, které

vSak nejsou metabolizovany kvasinkami a nemaji tak senzoricky vyznam.

Po zamékani bobuli md vysSi obsah glukéza nezli fruktdza, v obdobi sklizné je
viak tento pomér témét vyrovnany (PAVLOUSEK, 2011).

Ve sledovanych vzorcich byla cukernatost stanovena refraktometricky.

Refraktometrie je optickd metoda pouzivana v analytické chemi, zalozena
na méreni mdexu lomu svétla. V piipadé, Zze paprsek zafeni prostupuje dveéma
prostredimi, ktera se 1iSi hustotou, méni se na rozhrani téchto dvou prostiedi jeho
rychlost a smér Siteni Dle poméru hustot obou prostiedi se paprsek lame

(JANCAROVA, 2012).

Cukernatost vSech vzorkdi byla stanovena pomoci digitalniho refraktometru
ATAGO - PAL 1. Naméfené hodnoty byly ve stupnich Brix (°Bx), které¢ byly dale

pfevedeny na stupné normalizovaného moStoméru (°NM).

4.2.2 Stanoveni pH

Hodnota pH vyjadiuje zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych

iontu v roztocich.
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Béhem zrani hrozni se v bobulich méni hodnota pH v rozpéti 2,8-3,8 a to vlivem
odridy, ro¢niku a stavu pocasi. Déje se tak v dusledku akumulace cukrii a snizovani
titrovatelnych kyselin. Hodnotu pH vyrazné¢ ovliviuje pomér mezi obsahem kyseliny
vinné¢ a kyseliny jable¢né.

Hodnota pH vyznamné ovliviiuje kvalitu vysledného vina. Mosty s hodnotou pH
vySSi nez 3,4 maji veétSi sklon k oxidaci a nejsou mikrobidlné stabini. Naopak nizké
hodnoty (pH pod 3,0) plsobi negativné na barevnost cervenych vin a plnost vin.

Optimalni pH, pro vyrobu kvalitnich vin, je v rozsahu 3,1-3,3 (PAVLOUSEK, 2011).

U sledovanych vzorkd byla tato hodnota stanovena na zdkladé meéfeni potencialu
sklenéné elektrody, ktera zavisi od aktivity vodikovych kationtli, vzhledem k referencni
kalomelové elektrodé vhodnym pH-metrem, ten je kalibrovany tlumivymi roztoky
0 znamém pH (BALIK, 2006).

4.2.3 Stanoveni veSkerych titrovatelnych kyselin

Kyseliny vhroznech vznikaji asimilaci listh zoxidu uhli¢it¢tho a wvody. Jejich
celkovy obsah je zavisly na dané odridé€, viniéni trati, vyzralosti hroznii a v neposledni
fad¢ 1 ro¢nku. V pribéhu vyzravani vznika nejprve kyselina jablecna, nasledné kyselina
vinna. Tyto dvé predstavuji vétSinové mmnozstvi celkovych kyselin.  V mensich
koncentracich se objevuje kyselina citronova, glukonova, jantarovda a jiné (STEIDL,
2002).

Na chutové vlastnosti bobuli mad nejvyssi vliv kyselina vinna. Je to nejsilng;si
kyselina vhroznech a je odpovédna za kyselou az ostrou chut’ ve viné a hroznech.
Naproti tomu kyselina jable¢na poskytuje hroznlim a vinu chut’ projevujici se hrubymi,
nezralymi tény (PAVLOUSEK, 2011).

Veskeré titrovatelné kyseliny piredstavuji veskerou kyselost vina. Jde o sumu
slou¢enin titrovatelnych odmémym alkalickym roztokem do pH 7. Kyselina uhlicita
se do veskeré kyselosti nezahrnuje (BALIK, 2006).

Celkovy obsah veskerych titrovatelnych kyselin byl stanoven spektroskopicky
na FTIR analyzatoru BrukerAlpha.
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FT-IR spektroskopie se pouziva pro identifikaci a kvantifikaci anorganickych
a organickych materiali. Tato analyza je zalozena na principu vyuzivani vlastnosti

svételného zifeni v infraCervené oblasti. Toto zafeni absorbuje chemické vazby vzorku.

Vyhodnoceni  vysledkti  probthd na zikladé odrazené svételné energie

a kalibra¢nich rovnic, ty jsou uloZeny v pfistrojové paméti.

Analyzator vyuzivda vzorkovaci techniku ATR (zeslabeného uUpného odrazu).
Princip spo¢iva ve vedeni paprsku infracerveného svétla do prihledného diamantového
krystalu, kde dochaz k jeho Gplnému odrazu. Povrch vzorku pii kontaktu s paprskem

absorbuje cast zareni, ktera v sob& nese charakteristické znaky pro urCité parametry
analyzy (ELLIS, 2006).

Postup analyzy: Pied zacitkem méfeni byl pfistroj dikladn€ proplachnuty
deionizovanou vodou a slepym vzorkem zméfeno pozadi. Pro analyzu byl odebran
stikackou 1 ml c¢irého vzorku, pficemz 0,5 ml poslouzil k proplachu systému
azdruhého 0,5 ml vzorku bylo provedeno méfeni. Pomoci softwaru nasledné doslo
v zavislosti na Kkalibraci k automatickému vyhodnoceni dat a jejich prevedeni

do tabulky.

4.2.4 Stanoveni asimilovatelného dusiku

Obsah asimilovateiného dusiku v bobulich je klicovym faktorem urCujicim kvalitu
vina. Skladd se zamonnych ionti a volnych aminokyselin. Jeho minimalni hodnota

k dosazeni isp&§ného kvaseni mostu ¢ini 150 mg.I?.

Primarni aminokyseliny v moStu piedstavuji zdroj dusiku pro kvasinky a mlécné
bakterie, rovnéz casto podporuji tvorbu aromatickych latek (STEIDL, 2002). Tyto
asimilovatelné volné aminokyseliny tvoii vokamziku sklizné 51-92 % celkového
asimilovateIného dusiku v bobulich.

Obsah mineralniho dusiku, ktery je zastoupeny zejména amonnou formou (NHs)
se béhem zrdni hroznli postupné snizuje a v okamziku sklizn€ ¢mni 5-10 %. Amonné
ionty tvofi vyznamnou soucast asimilovatelného duskku a to zdavodu jejich
upfednostiovani  kvasinkami  jako zdroje vyzvy pied volnymi aminokyselinami
(PAVLOUSEK, 2011).
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Ve sledovanych vzorcich byl obsah asimilovatelného dusiku stanoven pomoci
automatického titratoru TitroLine Easy. Kazdy ze vzorkG byl upraven pomoci NaOH
na hodnotu pH 8, pot¢ bylo do vzorkd pfiddno 5 ml formaldehydu. Nasledné doslo
k poklesu pH a opét zacala titrace 0,1 mol.F* roztokem NaOH. Titrace byla automaticky

ukoncena pii dosazeni pH 8.
Obsah asimilovatelného dusiku byl vypocten podle nasledujici rovnice:
x=a-f-140
X - mnozstvi asimilovatelného dustku mg.1?
a-ml spotiebovaného 0,1 moll'* roztoku NaOH
f - faktor 0,1 molLI! roztoku NaOH

(BALIK, 2011)

Uprava vzorku

Most byl pied stanovenim jednotlivych parametri odstiedén (3000 X g; 6 min)

a pro spektrofotometrickd stanoveni jednotlivych parametrli pouzit nefedény.

Jednotlivd  spektrofotometrickd  stanoveni byla provedena na automatickém
biochemickém analyzatoru MIURA ONE (I.S.E. S.r.l; Guidonia (RM) — Italie). Kazda
z metod byla uzptsobena pouzitému analyzatoru, kdy inkubace probihala pii 37 °C
a inkubacni doby bylo tfeba piizplsobit pracovnim cyklim pfistroje.

4.2.5 Stanoveni antiradikalové aktivity

Metoda stanoveni antiradikalové aktivity je zalozena na deaktivaci komeréné
dostupného  2,2-difenyl-B-pikrylhydrazylového radikalu (DPPH), ktery se projevuje
ubytkem absorbance pii 520 nm. K 268 ul roztoku DPPH v methanolu (300 pM) bylo
piidano 12 pl vzorku, absorbance pii 520 nm byla zméfena po 360 sekundach
a odeCtena od absorbance méfené v cCase 0. Antiradikdlova aktivita byla stanovena
na zaklad¢ kalibracni kiivky, za pouziti Troloxu jako standardu (0,1 - 3 mM). Vysledky

jsou vyjadieny ve form& mmol I ekvivalent Troloxu (ARNOUS, 2001).
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4.2.6 Stanoveni celkovych fenoli

Celkovy obsah fenoli v mostu byl stanoven modifikovanou Folin-Ciocalteuovou
metodou. K mnozstvi 198 ul vody bylo pfidano 12 pl vzorku a 10 pl Folin-Ciocalteuova
¢midla. Po uplynuti 36 sekund bylo pfidano 30 pul roztoku dekahydratu uhli¢itanu
sodného (20 %). Po uplynuti 600 sekund byla méfena absorbance pii 700 nm.
Koncentrace celkovych fenolii byla ziSténa na ziklad¢ kalibracni kivky za pouziti
kyseliny gallové jako standardu (25 - 1000 mg.F!). Vysledky jsou vyjadieny ve forme
mg.F1 ekvivalentd kyseliny gallové (WATERMAN, 1994).

4.2.7 Stanoveni celkovych flavanoli

Koncentrace celkkovych flavanoli byla stanovena pomoci metody zalozené
na reakci s p-dimethylaminocinnamaldehydem (DMACA). Pii této metodé, na rozdil
od Casto pouzivané reakce S vanilinem, nedochaz k interferenci s anthokyaniny. Navic
poskytuje vyssi citlivost a selektivnost. K 240 pl ¢inidla (0,1 % DMACA a 300 mM
HCl vMeOH) bylo piidano 10 ul vzorku, doba reakce byla 600 sekund. Poté byla
zméfena absorbance pii 620 nm. Koncentrace celkovych flavanoli byla stanovena
na zakladé kalibradni kfivky za pouzti epikatechinu jako standardu (10 - 200 mg.F?).
Vysledky jsou vyjadieny ve formé mgl?! ekvivalentii katechinu (LI et. al., 1966).

4.2.8 Stanoveni jednotlivych hydroxyskoricovych kyselin

Pritomnost  jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin ve vzorcich — kyseliny

kaftarové, kyseliny koutarové a kyseliny fertarové, byla stanovena na HPLC.

HPLC je wvysokotlaka, vysokou¢inna, kapalinova chromatografie, patiici mez
separacni metody analytické chemie. Tato metoda slouzi k separaci a identifikovani
obsahu sledovanych latek a to na zakladé povahy sledovanych latek. Diky piitomnosti
vysokotlakého cerpadla je umoznén pritok mobilni faze kolonou menSich rozmérd,

ve kterych je stacionarni faze vazana na cCastice o velikosti jen nékolik mikrometra.

47



To zpisobuje dosazeni vyssi UCinnosti separace latek a za kratsi cas (GOLDMANN,
1999).

Koncentrace kyseliny kaftarové, koutarové a fertarové byly stanoveny dosud
nepublikovanou metodou S pifmym nastikem vzorku. Most byl odstfedén
(3000 x g; 6 min), 2x ziedén 100 mM HCIO4 (1:1) a ptimo pouzit k HPLC analyze.

Instrumentace:

e Binarni vysokotlaky systém Shimadzu LC-10A
e Systém controler: SCL-10Avp

e 2 pumpy: LC-10ADwp

e Kolonovy  termostat s  manualnim  nastiikovym  ventlem  Rheodyne:
CTO-10ACwp

e DAD detektor: SPD-M10Avp

e Software: LCsolution

Podminky separace:

e Kolona: Alitech Alitima C18 3 um; 3 x 150mm + pfedkolona 3 x 7.5mm
e Teplota separace: 60 °C

e Objem nastiiku vzorku: 20 pl

e Prutok mobini faze: 0.9 ml/min

e Mobilni faze A: 15 mM HCIO4

e Mobilni faze B: 15 mM HCIO4, 80% ACN

Gradientovy program:

0,00 min 2% B
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4,00 min 16% B

8,00 min 32% B
10,00 min 64% B
10,01 min 0% B
11,99 min 0% B
12,00 min 2% B

Celkova doba analyzy byla 12 minut. Regenerace systému trvala 3 minuty. Data

byla zaznamenavana v 313 nm.

Jelkoz pro derivaty hydroxyskoficovych kyselin nebyly k dispozici odpovidajici
standardy, byly jednotlivé slouceniny kalibrovany na zikladé molarnich koncentraci

volnych hydroxyskoticovych kyselin.
313 nm: kys. p-koutarova; kalibrace na kys. p-kumarovou
327 nm: kys. kaftarova; kalibrace na kys. kavovou

327 nm: kys. fertarova; kalibrace na kys. ferulovou

4.3 Pouzité statistické metody

Ke zpracovani vysledkti byly pouzity programy Excel 2013 (MS OFFICE 2013)
a STATISTICA 12 (StatSoft CR s.r.0), pomoci které byly provedeny statistické

analyzy.
Pro zjiSténi vzajemné korelace byly pouzity korelacni matice.

Korelace je statistickd metoda, ktera CcCiseln¢ wvyjadiyje miru zavislosti dvou
velicin.  Korelaéni koeficient nabyva hodnot (-1,1). Cervené oznatené korelace,
pozitivni nebo negativni, jsou na hladiné p < 0,05 statisticky vyznamné. Kladny
korela¢ni koeficient vyjadiuje poztivni korelaci mezi velicinami. To znamena,

7e Vpiipad¢ stoupani jedné veliciny, bude rast i ta druhd. Zaporny korelacni koeficient
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wyjadiuje negativni korelaci obou velicin. Pokud bude jedna welicina stoupat, bude
druha velicina Klesat.

V diplomové praci byly pouzity korelacni matice pro ziSténi zavislosti

analytickych parametri moStu na obsahu celkovych hydroxyskoticovych kyselin.
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4.4 Vysledky

Ve vSech odebranych vzorcich byly vmostu zruéné drcenych bobuli stanoveny
zakladni analytické parametry — cukernatost, hodnota pH, obsah titrovatelnych kyselin
a asimilovatelného dusiku. Tyto hodnoty uvadi tabulka 1.

o Datum Cukernatost Titr. kys. Asimil. dusik
Odrida sbéru (°NM) "y pH (m/l)
Ryzlink rynsky* 8.9.2016 11,57 14,07 2,02 202,9
14.9.2016 16,57 12,01 3,16 318,8
21.9.2016 15,03 8,42 3,19 1741
27.9.2016 18,76 8,92 3,09 171,7
6.10.2016 19,51 6,72 3,21 210,6
11.10.2016 18,88 6,86 3,13 245,7
,Chardonnay* 8.9.2016 19,12 10,73 3,06 191,7
14.9.2016 17,69 7,54 3,15 200,4
21.9.2016 19,25 9,31 3,12 67,6
27.9.2016 21,24 571 3,25 2239
11.10.2016 21,22 6,43 3,26 192,7
19.10.2016 19,94 4,61 3,32 233,7
,Hibernal 8.9.2016 16,10 10,88 3,06 250,7
14.9.2016 19,22 7,79 3,17 338
21.9.2016 20,49 7,31 3,12 278,8
27.9.2016 23,59 5,56 3,33 323,3
6.10.2016 24,06 4,69 3,25 282,5
11.10.2016 23,73 5,18 3,33 289,8
19.10.2016 23,36 4383 3,38 387,8
,JFrankovka‘ 8.9.2016 15,18 9,04 2,90 55
14.9.2016 13,74 9,49 3,00 216,8
21.9.2016 15,50 7,56 3,12 243,6
27.9.2016 15,36 6,25 3,05 189,2
6.10.2016 14,18 10,24 3,05 282,5
11.10.2016 21,08 5,32 3,17 290,7
19.10.2016 19,94 5,35 3,16 246,2
25.10.2016 19,46 4,72 3,11 200,3
27.10.2016 21,13 5,49 3,11 240,4
,Veltlinské zelené* 14.9.2016 15,61 8,03 3,00 195,6
27.9.2016 16,13 7,62 3,02 2384
,Tramin Cerveny* 14.9.2016 17,77 1,77 3,22 286
27.9.2016 20,93 5,96 3,25 302,9
,Sauvignon blanc* 14.9.2016 19,51 10,16 2,99 300
11.10.2016 23,10 7,16 3,12 385
,Rulandské modré* 14.9.2016 18,48 7,33 3,06 134
27.9.2016 16,74 18,62 2,78 412,2
,Laurot* 14.9.2016 16,17 10,64 2,76 56,1
25.10.2016 20,28 8,61 3,05 118,5
,Cabernet Franc* 14.9.2016 19,32 8,57 2,93 15,7
11.10.2016 23,53 7,04 3,05 70,3

Tab. 1: Zakladni analytické parametry mostu z odebiranych hrozna
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Pomoci HPLC metody byly Vvtéchto vzorcich stanoveny jednotlivé
hydroxyskoficove kyseliny — kyselina kaftarova, kyselina koutarova a kyselina
fertarova. Jejich vysledné koncentrace uvadi tabulka 2.

Odrida Datum Kys. kaftarova Kys. koutarova Kys. fertarova
sbéru (mg/1) (mg/1) (mg/1)
,Ryzlink rynsky* 8.9.2016 133,0 6,8 9,1
14.9.2016 112,7 6,4 6,0
21.9.2016 1157 6,3 10,7
27.9.2016 109,6 5,6 10,3
6.10.2016 129,0 6,6 9,3
11.10.2016 96,9 43 10,0
,Chardonnay" 8.9.2016 80,6 54 2,1
14.9.2016 53,0 3,2 1,7
21.9.2016 53,4 3,7 2,0
27.9.2016 57,3 3,7 18
11.10.2016 63,5 4.4 18
19.10.2016 66,6 53 19
,Hibernal 8.9.2016 62,8 6,1 4,6
14.9.2016 62,4 7,0 45
21.9.2016 60,4 6,2 3,7
27.9.2016 52,5 7,7 5,4
6.10.2016 62,7 7,1 4.4
11.10.2016 64,3 9,2 5,9
19.10.2016 67,0 8,8 4,7
,Frankovka* 8.9.2016 156,9 4,0 4,0
14.9.2016 148,2 4,3 43
21.9.2016 97,4 3,0 3,1
27.9.2016 140,4 4,2 4,0
6.10.2016 95,2 2,1 3,6
11.10.2016 137,0 5,1 3,5
19.10.2016 128,8 43 3,9
25.10.2016 143,9 0,6 42
27.10.2016 98,9 3,6 3,2
,Veltlinské zelené* 14.9.2016 54,1 2,6 1,6
27.9.2016 57,9 25 14
,Tramin ¢erveny* 14.9.2016 46,0 2,1 2,0
27.9.2016 54,1 2,1 1,7
,Sauvignon blanc* 14.9.2016 53,6 3,7 11
11.10.2016 48,6 2,7 0,9
,Rulandské modré* 14.9.2016 76,0 6,0 2,0
27.9.2016 1119 4,6 1,7
,Laurot® 14.9.2016 121,6 8,1 2,6
25.10.2016 117,7 8,7 2,8
,Cabernet Franc* 14.9.2016 132,3 9,7 3,0
11.10.2016 185,5 16,0 4,1

Tab. 2: Koncentrace jednotlivych hydroxyskoticovych kyselin
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Tabulka 3 uvadi procentudlni zastoupeni tii hydroxyskoticovych kyselin u vSech

odebranych vzorkt.

. Datum Kys. kaftarova | Kys. koutarova | Kys. fertarova
Odrida shéru (%) (%) (%)
,Ryzlink rynsky* 8.9.2016 89,3 4,6 6,1
14.9.2016 90,1 51 4,8
21.9.2016 87,2 4,8 8,1
27.9.2016 87,3 4,5 8,2
6.10.2016 89,0 4,6 6,4
11.10.2016 87,1 3,9 9,0
,Chardonnay* 8.9.2016 91,6 6,1 2,3
14.9.2016 91,5 5,5 3,0
21.9.2016 90,5 6,2 3,3
27.9.2016 91,2 5,9 2,9
11.10.2016 91,1 6,3 2,5
19.10.2016 90,1 7,2 2,6
,Hibernal‘ 8.9.2016 85,4 8,3 6,3
14.9.2016 84,4 9,5 6,0
21.9.2016 85,9 8,8 53
27.9.2016 80,1 11,7 8,2
6.10.2016 84,5 9,6 5,9
11.10.2016 80,9 11,6 7,5
19.10.2016 83,2 11,0 5,9
,JFrankovka* 8.9.2016 95,2 2,4 2,4
14.9.2016 94,6 2,7 2,7
21.9.2016 94,1 2,9 3,0
27.9.2016 94,5 2,8 2,7
6.10.2016 94,3 2,1 3,6
11.10.2016 94,1 3,5 2,4
19.10.2016 94,0 3,1 2,8
25.10.2016 96,8 0,4 2,8
27.10.2016 93,6 3,4 3,0
,Veltlinské zelené* 14.9.2016 92,8 4,5 2,7
27.9.2016 93,7 4,0 2,3
,Tramin ¢erveny* 14.9.2016 91,6 4,3 4,1
27.9.2016 93,5 3,7 2,9
,Sauvignon blanc* 14.9.2016 91,7 6,3 1,9
11.10.2016 93,1 5,2 1,7
,Rulandské modré* 14.9.2016 90,5 7,2 2,3
27.9.2016 94,6 3,9 1,5
,Laurot* 14.9.2016 91,9 6,1 1,9
25.10.2016 91,1 6,8 2,2
,Cabemet Franc* 14.9.2016 91,3 6,7 2,1
11.10.2016 90,3 7,8 2,0

Tab. 3: Procentudlni zastoupeni jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin
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Graf 1 zobrazuje hodnoty kyseliny kaftarové, kyseliny koutarové a kyseliny
fertarové (mg.F') vmostu sledovanych odrid pfi sbéru dne 14. 9. 2016. Nejvyssiho
obsahu dosahovala kyselina kaftarova a to u vSech sledovanych odrud. Jeji nejvyssi
koncentrace byla u odrid ,Frankovka‘ (148,2 mg.l'), ,Laurot (121,6 mg.l?)
a ,Cabernet Franc‘ (132,3 mg.F!), coz nebylo piekvapujici, protoze se jednd o modré
mostové odridy. Naopak piekvapenim byla velmi vysoka koncentrace Kkyseliny
kaftarové uodridy ,Ryzink rynsky* (112,7 mg.!). Nejnisi koncentrace kyseliny
kaftarové byla u odrid ,Tramin &erveny’ (46 mgl?!), ,Chardonnay* (53 mg.I?)
a,Sauvignon blanct (53,6 mg.F!), ve kterych byla ziSt€na ziaroven 1 nejniAi
koncentrace kyseliny koutarové a fertarové. Naopak nejvySsi obsah kyseliny koutarové
a fertarové vykazovaly odrady ,Cabernet Franc’, ,Hibernal’, ,Laurot® a velmi

vyrovnany obsah téchto dvou slou¢enin obsahoval ,Ryzlink rynsky‘.
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Graf 1: Obsah jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin dne 14.9.2016 (mg.1?)
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Graf 2 méazorfiyje hodnoty Kkyseliny kaftarové, koutarové a fertarové (mg.f!)
vmoStu  vybranych odrid pfi jejich findlnim sbéru v dobé skliziiové zralosti.  Je  patrné,
7ze mnovu vyrazné¢ nejvysSich hodnot u vSech odrid dosahovala koncentrace kyseliny
kaftarové, jeji nejvySsi obsah byl zistén u odridy ,Cabernet Franc (185,5 mg.I?1),
nasledovaly odrady ,Laurot® (117,7 mg.!) a ,Rulandské modré‘ (111,9 mg.It).
NejnizSich  hodnot dosahovala kyselina kaftarova u odrad ,Sauvignon blanc*
(48,6 mg.lt), ,Tramin cCerveny* (54,1 mg.l!) a ,Veltlinské zelené* (57,9 mg.F?).
,Cabernet Franc® obsahoval zaroven 1 nejvy$si koncentraci kyseliny koutarové
(16 mg.It), naopak nejvy$si koncentrace Kkyseliny fertarové byla zjisténa v odridé
Ryzlink rimsky* (10 mg.tb).
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Grafy 3, 4, 5 a 6 mazoriyji vyvoj jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin
vpribéhu dozravani u Ctyf odrid (,Ryzlink rynsky‘, ,Chardonnay‘, ,Hibernal’,
,JFrankovka®). Ze vSech Ctyf grafi je patrné, Ze nejdynamiCtéji se meénici kyselinou byla
kyselna kaftarova. Ackoli obsah kyseliny kaftarové, koutarové a fertarové byl velmi
proménlivy, obecné lze zgrafi vyvodit zivér, Zze v pribéhu dozravani byla spiSe
klesajici tendence obsahu zejména kyselny kaftarové, obsah kyseliny koutarové
a fertarové byl stabingjsi. Pouze u odridy ,Hibernal’ doslo k naristu téchto tii
hydroxyskoficovych kyselin, kdy jejich obsah byl pii prvnim sbéru niz$i nez pii sbéru
finalnim. K nejvyrazngjSimu poklesu doslo uodridy ,Frankovka®, ve které se obsah
kyseliny kaftarové snizil od prvniho do posledntho sbéru o témét 60 mg. I,
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Graf 3: Vyvoj jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin v pribc¢hu dozrdvani u odridy
Ryzlink rynsky
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Graf 5: Vyvoj jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin v pribéhu dozravani u odridy
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Graf 6: Vyvoj jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin v pribéhu dozravani u odridy

Frankovka

Nasledujici grafy zobrazuji zavislost obsahu kyselny kaftarové, koutarové
a fertarové  na hodnotach cukernatosti mostu v pribéhu dozravani u odrid ,Ryzlink
rynsky‘, ,Chardonnay‘, ,Hibernal® a ,Frankovka‘. Jak je z grafi patné, ve sledovanych
vzorcich neni zfejma zavislost obsahu ani jedné 2z hydroxyskoficovych kyselin
na hodnotach cukernatosti. Tyto hodnoty spolu podle zisténych vysledkd nijak vyrazné

nekoreluji.
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Graf 7: Zavislost obsahu jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin na hodnotach
cukernatosti u odriidy Ryzlink rynsky
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Graf 8: Zavislost obsahu jednotlivych hydroxyskoficovych kyselin na hodnotach
cukernatosti u odriidy Chardonnay
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Grafy 11, 12, 13 a 14 mazoriuji zavislost obsahu celkovych hydroxyskoficovych
kyselin (mg.FY) na hodnotach antiradikalové aktivity (ve formé mmoll! ekvivalentl
Troloxu) u odrad ,Ryzlink rynsky‘, ,Chardonnay‘, ,Hibernal’ a ,Frankovka‘.
Anivtomto pifpadé se u zadné ze Ctyf odrid neprokazal vztah mezi koncentraci
hydroxyskoficovych kyselin a antradikdlovou aktivitou. Spojnice trendu vsSak
naznauje, z¢ by se srostoucim obsahem hydroxyskoficovych kyselin u odrid
,Chardonnay‘, ,Hibernal® a ,Frankovka® méla zvySovat i antiradikdlova aktivita, naopak
je tomu pouze u Ryzlinku rynského.
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Graf 11: Zavislost obsahu celkovych hydroxyskoficovych kyselin na antiradikalové
aktivit¢ u odridy Ryzlink rynsky
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Graf 12: Zavislost obsahu celkovych hydroxyskoficovych kyselin na antiradikalové
aktivit¢ u odridy Chardonnay
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Graf 13: Zavislost obsahu celkovych hydroxyskoficovych kyselin na antiradikalové
aktivit¢ u odridy Hibernal
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Graf 14: Zavislost obsahu celkovych hydroxyskoficovych kyselin na antiradikélové
aktivit¢ u odridy Frankovka

Na grafu 15 je zobrazeno celkové mmnozstvi fenolickych latek v mostu vsech
deseti sledovanych odrid pii jejich findlnim sbéru v obdobi technologické zralosti.
Vysledné hodnoty jsou vyjadfeny ve formé mgl! ekvivalenti kyseliny gallové.
Nejvyssich koncentraci dosahly hrommy odrid ,Laurot® (510,8 mg.F!) a ,Cabernet
Franc® (483,7 mg.l!), nejméné fenolickych latek mela odrida ,Veltlinské zelené
(248,5mg.lY). Je tieba vzt vpotaz, Ze powiti Folin-Ciocalteuovy metody stanovi
vmostu veSkeré redukujici latky, nejen latky fenolické. Proto by skutecny obsah
fenolickych latek byl nizSi, nezZ je zde uvedeno.
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Celkové mnozstvi fenolickych latek (mg/l)
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Graf 15: Obsah celkovych fenoli vhroznech pii findlnim sbé&ru vmg.kt kyseliny

gallové

Nasledujici grafy 16, 17, 18 a graf 19 znizomiuji zivislost obsahu celkovych
hydroxyskoficovych kyselin (mg.F') na obsahu celkovych fenoli (vyjadieno ve formeé
mg.F!  ekvivalenti kyseliny gallové) Vodridach Ryzlink rynsky, ,Chardonnay,
,Hibernal° a ,Frankovka‘. Ani vtomto piipadé se neukdzala jednoznacna zavislost
ovliviujici obsah jedné nebo druhé proménné. Ackoli obsahy pii jednotlivych sbérech
kolisaji, plati zde, Ze pfi prvnim sbéru byl obsah celkovych fenoli nizSi a obsah
hydroxyskoficovych kyselin vy$si nez pfi findlnim sbéru, kdy tomu bylo naopak. Tento
fakt je patrny u odrid ,Ryzlink rynsky‘, ,Chardonnay‘, a ,Frankovka‘. Vyjimku tvoii
odrida ,Hibernal, ve které u findlntho sbéru byl vyssi nejen obsah celkovych fenold,

ale 1 obsah hydroxyskoficovych kyselin ve srovnani s prvnim sbérem.
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Graf 16: Zavislost celkového obsahu hydroxyskoficovych kyselin (mg.l') na obsahu
celkovych fenoli (mg.l?!) u odriidy Ryzlink rynsky
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Graf 17: Zavislost celkového obsahu hydroxyskoficovych kyselin (mg.l1) na obsahu
celkovych fenoli (mg.l?!) u odridy Chardonnay
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Graf 18: Zavislost celkového obsahu hydroxyskoficovych kyselin (mg.l') na obsahu
celkovych fenoli (mg.l?!) u odrtidy Hibernal
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Graf 19: Zavislost celkového obsahu hydroxyskoficovych kyselin (mg.l1) na obsahu
celkovych fenoli (mg.l?!) u odridy Frankovka
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Graf 20 znazoriuje chromatogram odrudy ,Ryzlink rynsky‘, jsou zde uvedeny
sledované  hydroxyskoficové kyseliny: kaftarova, koutarova a fertarova. Jejich
koncentrace je urena vzdalenosti pod pikem. Leva vertikdlni osa chromatogramu udava
absorbanci pii 327 nm a horizontalni dolni osa udava retenéni ¢as v minutach. Grafy 21,
22 a 23 zobrazyji chromatogramy odrid ,Chardonnay‘,,Hibernal® a ,Frankovka“.
Na chromatogramech  jsou patrné ve  velminizkych  koncentracich 1 dalsi

hydroxyskoficové kyseliny, které vSak nebylo moZzné stanovit.

Chromatogram odridy Ryzlink rynsky
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Graf 20: Chromatogram odridy Ryzlink rynsky
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Chromatogram odrudy Chardonnay
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Graf 21: Chromatogram odrtidy Chardonnay
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Chromatogram odrudy Hibernal
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Chromatogram odridy Frankovka
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Graf 23: Chromatogram odriidy Frankovka

Tabulka 4 udava vzijemnou korelaci mezi cukernatosti mostu (°NM), mnoZzstvim
titrovatelnych kyselin (g.I?1), hodnotou pH, celkovym obsahem asimilovateiného dusiku
(mg.Ft), celkovym mnozstvim hydroxyskoficovych  kyselin  (mgl?), celkovym
mnozstvim  flavanold  (mg.FY), celkovym mmozstvim fenolickych  latek  (mgl?t)

a antiradikalovou aktivitou vyjadfenou ve form¢ mmol.I! ekvivalentii Troloxu.

Cervend vyzalena ¢isla ukazuji vyznamnou korelaci.  Z naseho pohledu je
piedevSim vyznamna zaporna korelace mezi obsahem asimilovatelného dusiku
a mnozstvim hydroxyskoficovych kyselin, kdy se s jednou rostouci veli¢inou snizuje
druha velicina. Druhou vyznamnou korelaci je poztivni zivislost mez celkovym
mnozstvim fenolickych latek a celkovym mnozstvim hydroxyskoficovych kyselin, tady

jedna rostouci veli¢ina koreluje s druhou rostouci veli¢inou.
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Korelace (Data Stat. v Korelace)
Oznac. korelace jsou wznamné na hlad. p < ,05000

N=10 (Celé pfipady wnechany u ChD)
Primeéry | Sm.odch. | Cukernatost | Titr. pH | Asimil. Celk. mnozstvi Celk. Celk. Antirad.
(°NM) kyseliny dusik | hydroxyskoficowch | mnozstvi | mnozstvi | aktivita
(/) (mg/l) kys. (mg/l) flavanoll | fenolickych | (mM)
(mg/l) |latek (mg/l)

Proménna
Cukernatost (°NM) 19,08 2,34 1,00 -0,60 0,71 0,38 -0,03 0,74 0,09 0,21
Titr. kyseliny (g/l) 7,55 1,92 -0,60 1,00| -0,79( -0,33 0,18 -0,40 0,16 0,25
pH 3,08 0,17 0,71 -0,79 1,00 0,67 -0,40 0,30 -0,32 -0,34
Asimil. dusik (mg/l) 188,08 96,18 0,38 -0,33 0,67 1,00 -0,66 -0,23 -0,43 -0,31
E;ék'(n’?&(l’)zsw' hydroxyskoficovych 79,08 38,79 0,03| 018| -040| -0,66 1,00 0,49 085 026
Celk. mnozstvi flavanolt (mg/l) 17,30 8,73 0,74 -0,40 0,30| -0,23 0,49 1,00 0,49 0,43
gr‘fgji)m”omt"' CEIEllE e (L1 287,20 | 124,19 0,09 o016| -032| -043 085 049 1,00 o021
Antirad. aktivita (mM) 1,80 0,24 0,21 0,25 -0,34| -0,31 0,26 0,43 0,21 1,00

Tab. 4: Vzajemna korelace mezi proménnymi
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Celk. mnoZzstvi fenolickych latek (mg/l) = 72,360 + 2,7179 * Celk. mnoZstvi
hydroxyskoticovych Kys. (mg/1)
Korelace : r=,84904
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Graf 24: Bodovy graf vyjadiyjici celkové mnozstvi hydroxyskoticovych kyselin vs.

celkové mnozstvi fenolickych latek
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Celk. mnozstvi hydroxyskoricovych kys. (mg/l) = 129,37 - ,2674 * Asimil. dusik (mg/l)
Korelace : r=-,6629
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Graf 25: Bodovy graf vyjadiujici celkové mmozstvi hydroxyskoficovych kyseln vs.

obsah asimilovatelného dusiku
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45 Diskuze

Sledovani vyvoje hydroxyskoficovych kyselin v pribéhu dozrdvani a stanoveni
jejich obsahu u deseti vybranych odrid révy vinné potvrdilo zavéry doc. Ing. MiloSe
Michlovského, DrSC. (MICHLOVSKY, 2014) o koncentraci hydroxyskoficovych
kyselin, kterd se u bilych odriid pohybuje v rozmez od 30 do 120 mgl?! a ve vyrazng
vys§i koncentraci u modrych odriid a to od 100 az do 300 mg.I?.

Byly stanovovany tfi  hydroxyskoficové  kyseliny-  kaftarova, koutarova
a fertarova. Jedna se o estery kyseliny vinné s kyselinou kavovou, p-kumarovou
a ferulovou, které se vsak ve své volné form¢ v hroznovém mostu vyskytuji pouze
ve stopovém mnozstvi, jejich koncentrace mirné nartstd az v prubéhu zrani vina vlivem
hydrolyzy estert (ANDRES-LACUEVA et al., 1996).

V této praci byl nejvySsi obsah celkovych hydroxyskoficovych kyselin (vyjadieno
v mg.I! jako soudet obsahu kyseliny kaftarové, kyseliny koutarové a kyseliny fertarové)
zjistén pii finlnfim sb&ru dne 11. 10. 2016 u odridy ,Cabernet Franc® (205,5 mg.I?).
Nasledovala odrida ,Laurot® (129,3 mg.F! dne 25. 10. 2016), ,Rulandské modré*
(118,3 mg.t, 27. 9. 2016) a piekvapivé ,Ryzlink rynsky*, ktery s obsahem 111,2 mg.I!
ke dni 11. 10. 2016 zdaleka ptevySoval ostatni bilé odridy. Nejniz$i koncentrace byly
zjiistény u odrdd ,Sauvignon blanc‘ (52,3 mg.l!), ,Tramin &erveny* (57,9 mg.F!)
a ,Veltlinské zelené* (61,8 mg.lY). U odridy ,Veltlinské zelené® se nizky obsah
hydroxyskoficovych kyselin neshoduje s poznatky doc. Ing. Milose Michlovského,
DrSC. (MICHLOVSKY, 2014), podle kterého jde o odridu se zvysenou citlivosti
najejich vyssi obsah. Ztoho Ize vyvodit zavér, ze tyto hrozny pii dozravani nebyly
nadmérné vystaveny slinci anedozravaly za nizSich teplot a wvySSich sraZkovych
uhrnech. Mez odridy se zvySenou citlivosti na vyssi obsah hydroxyskoficovych kyselin
patif i ,Chardonnay*, které pfisbéru melo jejich celkovy obsah 73,8 mg.Fl. Ani tady

se neda hovoiit o nadmémé vysoké koncentraci.

Podle vysledkd Somers a kolektivu (SOMERS et al., 1987) mez veskerymi
hydroxyskoficovymi  kyselnami obsazenymi v hroznovém moStu ve znacné mife
prevlada kyselina kaftarova (kolem 50% jejich celkového obsahu). Tuto hypotézu nas
vyzkum potvrzuje, jeji procentudlni zastoupeni ve vSech vzorcich se pohybuje mezi 83

az 94,6 %, tedy je jesté vysSi nez v piipadé vyzkumu Somers a kolektivu (SOMERS
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etal., 1987). Nejvyssi pomér této kyseliny byl zistén u odridy ,Rulandské modré
(94,6 %) pti findlnim sbéru dne 27. 9. 2016. Nejmensi podil kyseliny kaftarové méla
odriida ,Hibernal® (83,2 %) pii sbéru 19. 10. 2016 zdivodu vyssiho zastoupeni kyseliny
koutarové (11 %). Polo et al. (POLO et al.,, 2009) tvrdi, Ze¢ kyselina kaftarova tvoii
vmostu bilych vin az polovinu veSkerych fenolickych latek, coz se v piipadé zddného
ze sledovanych vzorkl nepotvrdilo, zastoupeni zde bylo ve vSech vzorcich nizsi Stalo
se tak patrn¢ v disledku zahrnuti i ostatnich redukyjicich latek obsazenych v mostu
do vysledné koncentrace fenolickych latek, ktera byla ztohoto duvodu vyssi

nez skute¢ny obsah fenoll.

Pro kyselinu koutarovou a fertarovou byly definovany koncentrace piiblizné
kolem 55 mg.lt (OKAMURA, WATANABE, 1981) a 16 mgl! vtomto pofadi
(ANDRES-LACUEVA et al., 1996; BALDI et al., 1993). Vysledné hodnoty zjisténé
Vtéto praci jsou vyrazné nizSi. Koncentrace pro kyselinu koutarovou se pohybovala
vrozmezi 2,1 — 16 mg.Ft (2,1 mg.l! u odridy ,Tramin Cerveny‘; 16 mg.F! u odridy
,Cabernet Franc®) apro kyselinu fertarovou to bylo od 0,9 do 10 mg.I'* (0,9 mg.I?
Uodridy ,Sauvignon blanc‘; 10 mg.t! u odridy ,Ryzlink rynsky‘). Tyto hodnoty byly

zj$t€ny v mostu hroznl pfi findlnim sbéru v obdobi technologické zralosti.

Okamura a Watanabe (OKAMURA, WATANABE, 1981) sledovali koncentrace
kyseliny kaftarové a koutarové u nékolika biljch odrid révy vinné. Jejich vysledky
ukazuji 29 mg.kl kyseliny kaftarové a 10 mg.l! kyseliny koutarové pro odridu
,Chardonnay‘ sklizenou v Kalifornii. Pro ,Ryzlink rynsky* zNémecka to byly hodnoty
51 mg.F! kyseliny kaftarové a 13 mg.! kyseliny koutarové. Koncentrace zisténé
pro ,Chardonnay‘ v nasi praci byly 66,6 mg.I! kyseliny kaftarové a 5,3 mg.Ft kyseliny
koutarové. ,Ryzlink rynsky‘ mél obsah kyseliny kaftarové v mostu 96,9 mg.F!, hodnota
kyseliny koutarové byla 4,3 mg.Fl. Je patrné, Ze u obou odrid byla v nasi praci zisténa
vy$8i koncentrace kyseliny kaftarové. Shodné vSak byla ziSt€éna vysSi koncentrace
kyseliny kaftarové u obou ryzlinki, da se tedy vyvodit zavér, ze je pro tuto odridu jeji
vy$§i obsah typicky. Vysoké koncentrace kyseliny kaftarové v hroznech péstovanych
vnaSich podminkach Ize podle Michlovského (MICHLOVSKY, 2014) piicist nizim
teplotam a vySSim srdZkovym uUhrntim béhem dozrdvani hroznli ve srovnani

S klimatickymi podminkami v Kalifornii. U nami sledovanych odrid ,Ryzlink rynsky*
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a ,Chardonnay‘ byl ziSt€n ve srovnani s poznatky Okamura a Watanabe (OKAMURA,
WATANABE, 1981) nizsi obsah kyseliny koutarové u obou odrid.

Podle mnoha zvetejnénych vysledki (ANDRES-LACUEVA et al., 1996; BALDI
et al., 1993) koncentrace depsidii ve viné a mos$tu zavisi na mnoha faktorech, jako jsou
péstitelské a klimatické podminky a zejména dany typ odridy. Neni proto piekvapive,
7e byly zistény rizné koncentrace u rlznych odrid révy a vina. Tato diplomova prace
potvrdila, ze obsah hydroxyskoficovych kyselin (depsidil) je vyznamnym odridovym

Znakem.
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5 Zavér

Fenolické latky jsou nedilnou slozkou kazdého vina a primarn¢ bobuli révy vinné.
Jejich koncentrace zvelké casti spoluvytvaii odridovy charakter vin. Nejvetsi rozdily
Vjejich obsahu lze nalézt umodrych a bilych odrid révy vinné. Zatimco modré odridy
a Cervend vina jsou bohatd zejména na flavonoidni fenolické latky jako jsou katechiny,
anthokyany a flavonoly, vbobulich biljch odrid a biljch vinech jsou za hlavni
fenolické latky povazovany kydroxyskoficové kyseliny patfici mezi neflavonoidy. Tyto
bezbarvé slouceniny velmi snadno podléhaji oxidaci, ¢imz zpisobuji hnédé zabarveni
mostu a vina u bilych odrid. Dalsim negativnim projevem, ke kterému miize v disledku

jejich vysoké piftomnosti dojit, je vznik tekavych fenol, kdy jsou jejich prekurzorem.

Proto se tato prace zabyvala sledovanim vyvoje hydroxyskoficovych kyselin
v pribéhu dozravani, charakteristikou a koncentracemi u deseti vybranych odrid révy
vinné. Rovnéz zde byla sledovana zavislost jejich obsahu na n€kolika analytickych
parametrech moStu — na cukernatosti, antiradikdlové aktivit¢ a obsahu celkovych
fenolickych latek. Dale zde byla sledovana vzijemna korelace mezi veskerymi

zjiSténymi parametry mostu.

V piipadé ¢ty odriid sledovanych v pribéhu dozravani bylo patrné kolisavé
snizovani obsahu hydroxyskoficovych kyselin, zejména tedy kyseliny kaftarové, ktera
ve vSech vzorcich byla obsazena v nejvyssi mite a to z80 — 95 %. Ztoto faktu Ize
vyvodit zavér, Zze se obsah hydroxyskoficovych kyselin v bobulich révy se zranim
snizuje. Vysledky vSak nebyly zcela prikazné. Dale se ukdzalo, ze koncentrace
hydroxyskoficovych ~ kyselin ~ vmostu neni zavishi na hodnot¢  cukernatosti
ani antiradikalové  aktivite. Zejména  nejednoznacné  korelovani s hodnotou
antiradikdlové aktivity bylo piekvapivé. Nepatrnd zivislost byla ziSténa u obsahu
celkovych fenoli, kdy se jejich obsah vpribéhu dozrdvani zvySoval a obsah
hydroxyskoficovych kyselin snizoval. ~ Statistické vyhodnoceni prokazalo vyznamné
korelace mezi obsahem asimilovatelného duskku a obsahem hydroxyskoficovych
kyselin, byla tu zisténa negativni korelace. Pozitivni korelace byla zaznamenana mezi
obsahem celkovych fenolickych latek a obsahem celkovych hydroxyskoficovych
kyselin, kdy se s obsahem jedné proménné zvySuje i1 ta druha. NejvysSich koncentraci
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hydroxyskoficovych kyselin pii finalnim sbéru dosahovaly modré odridy, piekvapivé
velmi vysoky obsah byl ziStén 1 u odridy ,Ryzlink rynsky‘.

Tyto zavéry naznacuji, ze celkovy obsah hydroxyskoficovych Kkyselin v mostu je

zejména odridoveé zavisly.
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6  Souhrn

Diplomova prace sleduyje vyvoj obsahu hydroxyskoticovych kyselin v bobulich
révy vinné.

K experimentu, ktery probthal v mésicich zafi a ffjen roku 2016, bylo vybrano 10
odrad révy vinné, jez pochazely z Mikulovské vinaiské podoblasti zobce Lednice.
Uctyf ztéchto vybranych odrid byl sledovan vyvoj hydroxyskoficovych kyselin
vpribéhu dozravani a zivislost jejich obsahu na zakladnich analytickych parametrech
mostu. U zbylych Sesti odriid byl porovnavan jejich obsah, jakozto odridovy znak,

ve dvou provedenych odbérech.

Literarni ¢ast se zabyva problematikou fenolickych latek, se zaméfenim
na hydroxyskoficové kyseliny - jejich strukturu a formy. Dale obsahuje kratkou
charakteristiku deseti odrid révy vybranych pro experiment.

Klicova slova: hydroxyskoficové kyselny, réva vinna, kyselina kaftarova,

fenolické latky, antiradikdlova aktivita

79



/7 Summary

In the thesis the author observes a progression of hydroxycinnamic acids® volume

in grapes of a grapevine.

Ten brands of grapevine originating from Mikulov vine subregion village
Lednice were selected for the experiment that proceeded in September and October
2016.

The development of hydroxycinnamic acids during a process of maturing was
observed with four out of these brands as well as relation of their volume to basic
analytic variables of a must. The remaining six vine brands were compared for

hydroxycinnamic acids® volume as a brand’s attribute in two takings.

Literary part of the thesis approaches matters of fenolic substances with focus
on hydroxycinnamic acids — their structure and forms. This part also contains a brief

characteristics of the ten types of grapevine selected for the experiment.

Keywords: hydroxycinnamic acids, vine, caftaric acid, fenolic substances,
antiradical activity
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