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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva tématem chemického slozeni a autentifikace pavodu vina odrady
Ryzlink rynsky ze 4 vinafskych moravskych podoblasti. V experimentalni ¢asti bylo proméfeno
20 vzork( této odrady pomoci 5 instrumentalnich analytickych metod — HS-SPME-GC-MS
pro aromatické latky, HPLC-MS pro fenolické latky, MAS pro celkovy obsah fenolickych latek,
ICP-OES a ICP-MS pro elementarni analyzu. Aromatickych latek bylo identifikovano 36, z toho
7 odridovych terpenu a 2 Ci3 norisoprenoidy. Celkovy obsah fenolickych latek byl pro odradu
Ryzlink rynsky stanoven v rozmezi 174,22—-380,96 mg-I*. Z konkrétnich fenolickych latek byly
zméreny kyselina gallova (0,41-34,99 mg-I?), katechin (0,05-7,44 mg-I), epikatechin (0,03—
4,14 mg-It), kyselina kavova (0,14-2,05 mg-It) a kyselina kumarova (0,30—4,04 mg-I?).
V Ryzlinku rynském bylo stanoveno celkem 18 prvkd, makroprvky K > P > Mg > Ca > Na
v koncentracich nad 10 mg-I*, mikroprvky Al > Fe > Zn > Mn > Sr > Cu v rozmezi koncentraci
0,1-10 mg-I* a stopové prvky Ni > Cr >V > Pb > Mo > Co > Cd v koncentracich 0,0001-
1 mg-I*. Nejvice obsazenym prvkem byl draslik (386,37 mg-I*). Vysledky byly zpracovany
pomoci parametrické a neparametrické univarietni analyzy rozptylu (ANOVA) a vicerozmérné
analyzy hlavnich komponent (PCA). Statisticky vyznamnymi parametry, které byly ovlivnény
vinafskou oblasti, byly pouze Ni® (p = 0,0029), ethyl-benzoat (p = 0,0060) a diethyl-sukcinat
(p =0,0247) pro hladinu vyznamnosti a = 0,05. Z celkové 57 naméfenych proménnych bylo
vybrano 7 statisticky vyznamnych parametru, které byly pouzity pro grafické vyhodnoceni
vzorkd pomoci PCA. Vysledky PCA ukazuji, ze pomoci vybranych chemickych slouc¢enin
a vybranych metod chemometrie bylo mozné ¢astec¢né autentifikovat plivod vina jedné odridy.

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the chemical profile and authentication of the geographical
origin of varietal wine Rhine Riesling obtained from 4 Moravian wine regions. In the experiment,
20 wine samples were analysed with 5 instrumental analytical methods — aromatic compounds
were determined by HS-SPME-GC-MS, phenolic compounds by HPLC-MS, total phenolic
content by MAS, and elemental analysis by ICP-OES and ICP-MS. In total 36 aromatic
compounds were detected, from which 7 were varietal terpenes and 2 of them
Ci3 norisoprenoids. The total phenolic content for the Rhine Riesling wine was measured
in the concentration range of 174,22-380,96 mg-It. Gallic acid (0,41-34,99 mg-I?),
catechin (0,05-7,44 mg-I%), epicatechin (0,03—4,14 mg-I), caffeic acid (0,14-2,05 mg-I*?), and
coumaric acid (0,30—4,04 mg-I'*) were the specific measured phenolics. In total 18 elements
were measured in Rhine Riesling wine, macroelements K > P > Mg > Ca > Na with
concentrations above 10 mg-I, microelements Al > Fe > Zn > Mn > Sr > Cu in the
concentration range 0,1-10 mg-I?, and trace elements Ni > Cr >V > Pb > Mo > Co > Cd in the
concentration 0,0001-1 mg-I. Potassium was the most abundant element (386,37 mg-I*?).
The results were used for the parametric and nonparametric univariate analysis of variance
(ANOVA) and multivariate principal component analysis (PCA). Ni® (p =0,0029), ethyl
benzoate (p = 0,0060), and diethyl succinate (p = 0,0247) were statistically the most significant
parameters influenced by the wine region for the significance level a =0,05. Out of the
57 measured variables 7 parameters were identified as statistically significant and used for
PCA graphic representation of the samples. PCA results show, that the varietal wine’s origin
can be authenticated by chosen chemical compounds and chemometric methods.
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1 UvoD

Ryzlink rynsky patfi mezi bila vina tradiéné pé&stovana v Ceské republice, jedna se o treti
nejpéstovanéjsi odridu vina u nas a hlavni oblasti péstovani je Jihomoravsky kraj. Jak si
posledni dobou mizeme vSimnout na trhu, vina jsou €asto cilem falSovani, a proto je dulezité
je spravné a pfesné chemicky analyzovat. Tento ukol je velice naro¢ny pro analytickou chemii,
protoZe vino je komplexni matrice s mnoha vlivy na jeho slozeni. SloZeni vina mize byt
ovlivnéno podnebim, po€asim v daném rocniku, geologickym podlozim vinohradu, hnojenim,
manipulaci s hrozny ve vinohradu, vinafskym zpracovanim, skladovanim a dalSimi faktory.
Ve védeé je stale nedostatek poznatku, které by obsahly vSechny tyto faktory ve svych studiich.
Daldim ukolem pro autentifikaci je poté chemometrické zpracovani velkého mnozZstvi dat
a vybér vhodnych statistickych metod.

Cilem této prace bylo analyzovat typicky chemicky profil odridy Ryzlink rynsky na vzorcich
z riznych vinafskych oblasti Jihomoravského kraje a pokusit se o autentifikaci puavodu
a rozdéleni vin podle podoblasti pomoci charakteristického chemického slozeni vin.

V teoretické Casti je popsano téma autenticity vin z hlediska analytické chemie, chemické
slozeni vin a popsana je také odrida Ryzlink rynsky. Shrnuty jsou instrumentalni metody
analytické chemie, které byly vybrany pro charakterizaci této odridy, a také se jedna z kapitol
vénuje reSersi dosud ziskanych poznatkl o chemickém profilu odridy Ryzlink rynsky.

Experimentalni ¢ast se vénuje méfeni, kvalitativnimu a kvantitativnimu uréeni chemickych
slou¢enin obsazenych ve vinech této odrudy pochazejicich ze 4 moravskych vinarskych
podoblasti (znojemska, mikulovska, velkopavilovicka a slovacka). Pouzitymi analytickymi
technikami byly plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem,
kapalinova chromatografie, spektrofotometrie, hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem a atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Z chemickych
slou€enin byly charakterizovany aromaticke latky, fenolické latky a prvky. Pomoci statistickych
jednorozmérnych i vicerozmérnych metod byla vina hodnocena z hlediska plvodu a celkovym
vysledkem je graf analyzy hlavnich komponent, ktery tfidi vina do shlukd podle pdvodu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vinarstvi a péstovani révy vinné v Ceské republice

a vinafstvi ma dlouhou historii a tradici [2]. Rod Vitis ma vice nez 50 druhd [1]. V sou€asné
dobé jsou nejvice péstovany dvé odrudy révy vinné [2] — réva evropska (Vitis vinifera), ktera
je jedinym evropskym druhem, druhem nejstar§im a s mnozstvim odrid, které vznikaji
Slechténim a mutacemi, a réva americka (Vitis labrusca, riparia, berlandieri, rupestris), ktera
se kvUli své odolnosti pouziva jako podnoz pro roubovani. DalS$i odridy jsou hybridni kfizenci
téchto dvou rév a jsou odolngjsi viuci nemocem a révokazu [3].

Réva vinna je teplomilna rostlina, nejlépe se ji dafi pfi teplotach 18-25 °C v Iété. Optimalni
podminky pro jeji rast jsou v oblastech, kde teploty neklesaji pod -20 °C, nevyskytuji se jarni
mrazy, je dostatek slunce a dlouhy teply podzim pro dozravani hroznu [3]. Ampelografie
rozdéluje révu na odriady mostové pro vyrobu bilého a €erveného vina a na odrudy stolni
ur€ené pro pfimy konzum [4]. Charakteristika vina je nejvice uréena vinnou odriidou
a pro vhodnou chemickou autentifikaci je dulezité vyvijet kritéria pro jejich odliSeni a
analyzu [5].

V obchodnich fetézcich je mozné se setkat s oznacenim vin jako vybérové, odridoveé, typové
a znamkové. Vybérova vina maji nejvyssi jakost a nejvice vyrazné charakteristické viastnosti
pro odrlidu, jsou tedy nejkvalitngjSi. Odradova (druhova) vina jsou vyrobena pouze z jediné
odrudy, kde je mozna pfimés jiné odridy do maximalné 25 %, odradova vina se liSi svou
kvalitou podle pfiznivych €i nepfiznivych klimatickych podminek daného ro€niku. Typova vina
jsou smési odrud, které vykazuji typickou charakteristiku, jejich kvalita se rovnéz kazdym
rokem méni. Znamkova vina maji naopak kazdy rok stejny charakter a jsou typicka pro dané
vinarstvi [4].

Odvétvi vinarstvi je v Ceské republice velmi atraktivnim smérem potravinarského pramyslu.
Z celosvétového hlediska neni Ceska republika, kde je dlouhodobé vétsi dovoz nez vyvoz vina,
dllezitym producentem vin, ale vyznamné ovSem ovliviiuje zaméstnanost a ekonomiku
regiontl s vinafskou produkci [6]. Od devadesatych let se vinafstvi v Ceské republice posunulo
i diky vstupu do Evropské unie z produkce kvantitativni na produkci vin vysoce kvalitnich [7].

V roce 2020 se v Ceské republice obhospodarovalo 18 099,36 hektart vinic, z toho 93,7 %
vinic se nachazi v Jihomoravském kraji (16 957,32 ha). Méné vinic se nachazi ve Zlinském,
Sttedodeském a Usteckém kraji (300-500 ha). Oproti roku 2015 se rozloha vinic rozsitila
0 2,3 %. Obecné trend nasveédcuje rozsifovani vinic, ale ubytek poctu malych péstitelt. Nejvice
péstovanymi odridami v roce 2020 byly v tomtéz roce Veltlinské zelené a Mdller Thurgau.
Na tfetim misté se nachazi Ryzlink rynsky, na ¢tvrtém Ryzlink viassky [8].

2.1.1 Vinarské oblasti v Ceské republice

V Ceské republice existuji dva regiony, které se povaZuji za centra vinafstvi — je to Eesky
vinafsky region s hlavnimi vinafskymi podoblastmi litoméfickou a mélnickou, a druhym
a podstatné vice produkujicim regionem je moravsky vinafsky region s podoblastmi
mikulovska, slovacka, velkopavlovicka a znojemska [3; 9]. Oba regiony jsou zaméfeny spiSe
na vyrobu bilych jakostnich odrddovych vin a jakostnich vin s pfivlastkem [3].

Vinaiské oblasti se mezi sebou liSi klimatem, které souvisi s polohou vinic, slozenim pudy,
a také Casto i zpracovatelskymi postupy. Odrady révy se poté vybiraji i podle polohy vinice.



Obecné plati, Zze vina ze severu obsahuji vice kyselin, méné alkoholu a vice aromatickych
latek [3].

Vinohradnictvi se v Ceské republice neustale rozviji a v roce 2010 (19633,45 ha vinic) byla
oproti Sedesatym letim produkce trojnasobna [10]. Kolektiv Chladkové a kol. [10] v roce 2010
predpokladal dalSi narlist a vyraznéjsi rozSifeni odrad Ryzlink rynsky, Savignon, Lemberger
(Frankovka) a Zweigeltrebe.

NejvétSi zmény ve vinohradnictvi a legislativé nastaly v letech 20002004 v souvislosti se

¢eského vina a vys$Si tlak mimotuzemskych vyrobcl na spotfebitele v souvislosti se vstupem
Ceské republiky do Evropské unie vroce 2004 [11]., kde ve$el v platnost zékon
€. 321/2004 Sb., o vinohradnictvi a vinafstvi a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonu [10].

2.1.2 Péstovani odridy Ryzlink rynsky v Ceské republice

Odriida Ryzlink rynsky se v roce 2020 v Ceské republice péstovala na plo$e 1363,82 ha
(viz. Tabulka 1), ztoho 1225,53 ha v Jihomoravském kraji (89,86 %), vyrazné méné pak
ve Zlinském kraji 55,59 ha (4,08 %) a v dalSich krajich [8].

Tabulka 1: P&stovéni odrady Ryzlink rynsky v roce 2020 v krajich Ceské republiky (vytvofeno podle [8])

(ha) (%)
Ceska republika 1363,82 100,00
Praha 5,08 0,37
Stfedocesky kraj 46,13 3,38
Ustecky kraj 31,22 2,29
Zlinsky kraj 55,59 4,08
Jihomoravsky kraj 1225,53 89,86

Oproti roku 2015, kdy v celé Ceské republice plocha Ryzlinku rynského zaujimala 1225,64 ha
(6,9 % celé CR), se v roce 2020 jeji rozloha zvysila na 7,5 % celé CR. Jedna se o odr(idu
s nejvét§im narGstem péstované plochy v porovnani s poslednim Setfenim v roce 2015.
Naopak nejvice péstované odridy Veltlinské zelené a Miller Thurgau [10] zaznamenaly
Ubytek osazené plochy, kterym produkce od roku 2015 klesla (0 1,70 % a 9,39 %) [8]. Tento
fakt svédci o popularité odridy Ryzlink. Podle studie Chladkové a kol. [11], ktera se dotazovala
1000 osob z riznych &asti Ceské republiky, patii mezi deset nejkupovanéjsich vin Frankovka,
Cabernet Sauvignon, Miller Thurgau, Veltlinské zelené, Rulandské bilé, Svatovavfinecké,
Modry Portugal, Chardonnay, Ryzlink vlassky a Bohemia sekt.

2.2 Autenticita vina

V posledni dobé se ve svété i v Evropé stale vice pozornosti soustfedi na specifikaci plvodu
vina a testovani jeho autenticity [12]. Autenticita neboli pravost vina je dilezitym parametrem
pro spotiebitele i vyrobce [13]. Vino patfi mezi velmi Easto falsifikované potraviny, hlavné co se
tyCe jeho puvodu a odridy [14], proto je nachazeni vhodnych parametrd pro hodnoceni
autenticity a dohledatelnosti vina dllezitym ukolem pro analytickou chemii [15]. Testovani
autenticity se provadi pomoci chemické analyzy metaboliti a dalSich sloucenin, jejichz
zdrojem je vinna réva a exogenni zdroje [16]. Pro identifikaci se pouziva mnozstvi analytickych
metod, které by idedlné mély byt levné a rychlé [14], a nasledné poté chemometrické
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(statistické) metody, které odhaluji vztahy mezi jednotlivymi chemikaliemi z vina pomoci
statistickych vypocta [17]. Ze statistickych metod se nejCastéji pouzivaji jednorozmérné
metody (ANOVA — analyza rozptylu) a vicerozmérné statické metody (shlukova analyza a
analyza hlavnich komponent PCA — principal component analysis) pro zpracovani velkého
mnozstvi dat [13].

2.2.1 Parametry pro hodnoceni autenticity vin

Autenticitu Ize hodnotit z hlediska rdznych parametri. Prvnim parametrem je geograficky
puvod vina. U vina je dliraz na geograficky ptvod vétSi nez u jakékoliv jiného potravinarského
produktu, protoze s nim velmi Uzce souvisi jeho kvalita a charakter [15]. Regionalita vina je
Casto spojena s vySSi cenou a kvalitou vina, a tedy i vySSi preferenci spotfebitelem [14].
FalSovani puvodu vina chybnym nebo nepravdivym oznacovanim produkt( a nasledny prodej
za vy$Si cenu je astym problémem na trhu. Tento trend se ve svété i v Ceské republice
zvySuje [18].

S oblasti péstovani hroznu souvisi termin terroir, coz je pojem, ktery oznacuje souhrn
klimatickych podminek, vliv polohy a typu pldy na rust a zrani hroznt [3]. Rozdil mezi dvéma
terroiry Ize nejvice poznat v chuti a aroma hroznl a mostu. Rostlina prochazi nékolika
fyziologickymi procesy béhem rlstu, které poté urcuji jeji chemické slozZeni. Tyto procesy jsou
ovlivnény enviromentalnimi faktory, jako je teplota vzduchu, dostupnost svétla, dést a obsah
vody v pudé, chemické slozeni a pH puady, které jsou Casto typické i pro dany vinohrad [19].
Terroir definuje lokalitu rostliny a vaze se na polohu vinice. Je ovlivnén nejen klimatickymi
a geologickymi faktory, ale také lidskou aktivitou pfi obstaravani vinohradu. Kazdy hrozen,
ktery je produkovan ve specifickém terroiru, s sebou nese tuto informaci ve formé chemického
sloZeni [15]. U hroznu a vin ze dvou terroirt se vyrazné liSi jejich chemicky profil, napfiklad
ve studii Ferretti a kol. [19] existoval u hrozn( velky rozdil ve slozeni prvkl, aminokyselin,
polyfenold, thiold a terpend a aromatu podle toho, jestli rostlina rostla na kfemicité pudé
s jemnou zrnitosti nebo na dolomitové hrubsi pidé.

Geograficky pavod vina se ukazal byt jako nejlepSim indikatorem kvality, ukazuje na specifické
slozeni fytochemikalii [16], a také je nejdulezitéjSi informaci vyzadovanou spotrebiteli
pfi koupi [20]. Z poslednich studii plyne, Ze geograficka autenticita vina maze byt klasifikovana
zejména pomoci nasledujicich chemickych slou€enin: fenolickych latek, aromatickych latek,
mineralnich latek a izotopovych poméru [16].

Druhym parametrem je autenticita odrdd vin, kde se kromé vySe zminénych chemickych
skupin pro testovani pouziva navic také analyza DNA [21]. Divi§ a kol. [18] uvadi verifikaci

vvvvvv

uloh analytické chemie a kontrolnich laboratofi.

Studie, které se zabyvaly konkrétnim ur€enim terroiru a autenticitou vin odridy Ryzlink rynsky
a dalSich vin v zavislosti na chemickém slozeni, jsou uvedeny v resersi v kapitole 2.5 a metody
pro testovani autenticity jsou uvedeny v kapitole 2.6.

2.3 Obecna charakteristika odrady Ryzlink rynsky

Odruda Ryzlink patfi mezi tradicni a velmi cenéné némecké odrudy pro vyrobu kvalitniho
bilého vina oblibeného po celé stfedni Evropé [22]. Ryzlink pochazi z Poryni a Casto je
nazyvan kralem vin. Hrozny byvaji drobné a valcovité, bobule jsou zelenozluté az narizovelé
pfi vyzrani. Obvykle dozravaji pozdgji a sbér muze probihat az do listopadu [4]. Odrada, pokud
je péstovana pod fungicidni ochranou, je stfedné odolna proti napadeni plisnémi [23]. Kromé
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Némecka se hojné jeji varianty péstuji v Kalifornii a Australii [22]. Jedna se o odrudu také
typicky péstovanou v Ceské republice, protoZze méa pozadavky spi$e na chladné&jsi klima [24].

Ryzlink rynsky vznikl (na zakladé genetické analyzy) pravdépodobné kfizenim tfi odrdd —
Gouais blanc (Heunisch weiss), Tramin Eerveny a tfeti autochtonni némeckou odrtidou z okoli
feky Ryn [25].

V Ceské republice byla odriida Ryzlink rynsky ve Statni odridové knize zapsana roku 1941 [3]
a to pod &islem VIT00032, kddem 2750010 a registracnim Cislem 8031 [23]. Zde je tato odrida
charakterizovana jako bila mostova pozdni odrida. Vynos z hrozn( je stfedné vysoky az
vysoko cukernaty. Vyrobena vina jsou vyborné kvality, maji zlutozelenou barvu, ovocnou,
bylinnou a kofenitou chut’i vini. Dale kniha uvadi popis odrudy jako harmonicka, svézi a jemné
aromaticky typ [23]. Jedna se o sv&Zi vino, které je charakteristické vy$8im obsahem kyselin,
vyraznou odrudovou chuti a vlni pfipominajici lipovy kvét. Odrlida je vhodna pro vina
pozdniho sbéru. Vina vyrobena z nedozralych hroznu jsou pfili§ kyseld [3]. Ryzlink ma
kvétinové rizové aroma [22].

V Evropé se pfi oznaCovani odrudy vina misto biologického nazvu odriidy Ryzlink bily pouziva
Casto synonymni nazev Ryzlink rynsky (Rheinriesling nebo Rhine Riesling) nebo jen Ryzlink
(Riesling) [23; 26] V zemich mimo Evropu se pouziva termin White Riesling, Johannisberg
Riesling nebo jen Riesling [22]. Existuje fada vin, ktera se oznacuji Ryzlink, obzvlasté
zahranicnich, které se Casto geneticky i svym aromatickym profilem [i§i od tradi¢ni odrudy
Ryzlink rynsky [22; 26]. Ryzlink vlassky (Welschriesling) pochazi z jiznich a vychodnich oblasti
Evropy, jako je Rakousko, balkanské zemé a Italie, Cape Riesling a Paarl Riesling z jizni Afriky,
Hunter Valley Riesling z Australie a Emerald Riesling neboli Ryzlink americky z Kalifornie [26].
Dale existuji Hunter Riesling z Nového Zélandu, Goldriesling (Riesling Doré) a
Frankenriesling [22].

2.4 Chemie vina

Vino obsahuje nespocCetné mnozstvi riznorodych molekul, které pochazeji z primarniho
metabolismu (cukry, aminokyseliny, organické kyseliny, lipidy) a sekundarniho metabolismu
rostliny (fenolické latky, alkaloidy, terpeny a steroidy, mastné kyseliny). Z téchto tékavych
i netékavych metabolitd byl pfesné identifikovan pouze jejich zlomek [27]. Charakteristikou
téchto malych molekul v biologickém vzorku na zakladé jejich metabolického profilu se zabyva
védni obor metabolomika. Cast té&chto latek je biologicky aktivnich, hlavné sekundarni
metabolity, coz znamena, Ze navySuji nutricni hodnotu nebo ovlivriuji senzorickych charakter
vina pozitivné i negativné [28], pfikladem mohou byt fenolické latky se svymi antioxidacnimi
ucinky [29]. Tyto slou€eniny jsou dullezité pro charakteristiku senzorického profilu vina, ale
i autenticitu vina [27].

Senzoricky vnima Clovék pfi konzumaci vina nejvice nasledujici sloZzky: vodu, ethanol, kyseliny
(hlavné kyselinu jable¢nou a mlé€nou), sladké jednoduché cukry (glukosa a fruktosa), trpké
tfisloviny a glycerol jako télo a hladkost vina [22].

Zdrojem vSech chemickych sloucenin jsou v prvni fadé hrozny révy, které obsahuji fadu
vitamind, minerall, cukrl, vlakninu a dalS$i biologicky aktivni fytochemikalie, kde
nejvyznamnéjSimi jsou fenolické latky [2]. DalSim je proces kvaseni, pfi kterém vznikd mnoho
metabolitd aktivitou kvasinek, a poslednim zdrojem je zrani vina v sudech nebo jinych
nadobach [30].
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2.4.1 Voda a cukry

Hlavni slozkou vina je voda, ktera ur€uje celkovy polarni charakter vina a hraje také dulezitou
roli v enzymatickych reakcich pfi kvaseni a poté i zrani vina [22].

Cukr pochazi z duziny bobuli révy a je dulezity jako substrat pro kvasinky pro nasledujici
kvaSeni. Obsah cukru zavisi na druhu révy, odridé, zralosti a zdravi rostliny [22]. Cukry jsou
ve viné pfitomny ve formé jednoduché nebo vazané sjinou sloueninou ve formé
glykosidu [31]. Glykosidy jsou rozpustné ve vodé, jsou netékavé, senzoricky neaktivni a
pochazeji z hroznl. Hydrolyzou béhem fermentace vznikaji aromaticky aktivni latky, které poté
Ize identifikovat ve viné [32].

Nejvice zastoupenymi jednoduchymi cukry jsou glukosa a fruktosa. Sacharosa neni typicka
pro vinnou révu (Vitis vinifera), ale muaze byt pfitomna u jinych rodd (napfiklad réva americka
— Vitis labrusca). | tak je sacharosa z vétSiny rozlozena pfi fermentaci na glukosu a fruktosu
[22]. Sucha vina obsahuji pfevazné pentosy (arabinosa, rhamnosa a xylosa), botryticka vina
obsahuiji vice galaktosy, arabinosy a také trehalosy, ktera je produkovana plisni [22].

Cukernatost bobuli se hodnoti pfed zkvasenim pomoci stupnic v kazdé zemi jinak, v Ceské
republice se jedna o stupné& normalizovaného mostoméru (NM), které ukazuji kilogramy cukru
ve 100 litrech mostu [9]. Podle této cukernatosti se vina oznaduji jako zemska (nejméné
14° NM), jakostni (15° NM) a jakostni vino s pfivlastkem (19° NM), kam patfi podkategorie
pozdni sbér (21° NM), vybér z hroznl (24° NM), vybér z bobuli (27° NM), vybér z cibéb
(32° NM), ledové vino (27° NM) a slamové vino (32° NM) [33].

Podruhé se obsah cukru uvadi dle zbytkového cukru po zkvaseni, a také podle senzorické
finalni sladkosti — v tomto pfipadé ziskavame rozdéleni na vina sucha (4-9 g-I?%), polosucha
(12-18 g-I'Y), polosladka (do 45 g-I'') a sladka (45 g-I*a vice) [9].

2.4.2 Alkoholy

Fermentaci cukru vznika fada senzoricky vyznamnych produktd — alkoholy, estery mastnych
kyselin a aldehydy. NejvyznamnéjSim produktem z alkoholl je ethanol [4]. Ethanol se ve viné
nachazi v 14-15 % objemu, pfi fermentaci jeho hladina stoupa, az dosahne kritické, pfi které
kvasinky umiraji [22]. Ve viné je ethanol dllezity nejen z hlediska senzorické aktivity, kde
modifikuje sladkost, kyselost a trpkost, ale také vino stabilizuje spolu s kyselinami proti
mikrobialnimu napadeni, funguje jako reaktant pfi tvorb& aromatickych metabolitl a podporuje
jejich extrakci a rozpustnost ve viné. S kyselinami reaguje za tvorby esterl a s aldehydy
za tvorby acetalll [22].

Methanol ve viné vznika hydrolyzou pektinovych methylovych skupin, ve viné se vyskytuje
v minimalnim mnozstvi (30-35 mg-I* [31]), které je netoxické, protoZze hrozny obsahuji oproti
vétSiné ovoce pektinu malo [22].

Jako vysSi alkoholy nebo pfiboudliny se oznaduji alkoholy s vice nez dvéma uhliky. Patii sem
hlavné isobutyl, amyl a isoamylalkoholy [31]. AZ na minimum alkoholl extrahovanych z hrozn(
vznikaji pfi fermentaci paralelné s ethanolem a tvori velkou ¢ast aromaticky aktivnich slou€enin
v koncentracich az 0,3 g-I"t. Jejich prekurzory jsou aldehydy, aminokyseliny a cukry. Produkci
podporuji vySSi teploty a pfitomnost kysliku, inhibuje ji oxid sifiCity a nizké fermentacni
teploty [31]. Z vySSich alkoholi a ethanolu vznikaji estery charakteristické pro buket vina
rychlymi enzymatickymi reakcemi pfi kvaseni, a poté neenzymatickymi pomalymi reakcemi pfi
zrani [22]. Estery mohou mit ,kvasné“ aroma, napfiklad 2-methylbutyl-acetat, které je typické
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pro mlada bila vina [34]. VySsi alkoholy také mohou ukazovat na pfitomnost kontaminujicich
kvasinek a bakterii [22; 31].

V niz§im mnozZstvi se ve viné nachazi i cukerné alkoholy alditol, arabitol, erythritol, mannitol,
myo-inositol a sorbitol [22].

Glycerol vznika jako produkt kvaseni a ¢asto byva tfeti nejvice zastoupenou latkou po vodé
a ethanolu. Ve vinech se nachazi v koncentraci 7-10 mg-I. Ve vy$$im mnoZstvi se nachazi
v Cerveném viné a suchych vinech. Ma sladkou chut’ a ovliviiuje viskozitu. Botryticka vina
produkuji nejvySsi obsahy glycerolu [22]. Glycerol vznika redukci a naslednou hydrolyzou
dihydroxyacetonfosfatu soubé&zné s glykolyzou. Tento krok umoziiuje alternativni regeneraci
(oxidaci) NADH (nikotinamidadenindinukleotidu) na NAD®, ktery je dulezity v Sestém kroku
glykolyzy [31]. Syntézu glycerolu ovliviiuje typ kvasinek, teplota, pH a oxid sificity [22].

2.4.3 Kyseliny

Kyseliny ve viné jsou dulezité pro modifikaci senzorickych vlastnosti, mohou pusobit jako
antioxidanty a také maiji antimikrobialni ucinky [35]. Kyselost vina by se méla pohybovat okolo
8,5 mg-I* a obecné plati, Ze bila vina jsou vice kysela nez ¢ervena. Kyselost vina se vyjadiuje
v ekvivalentech kyseliny octové a pozadované pH je 3,1-3,6. Daldi roli kyselin je kysela
katalyza hydrolytickych reakci — hydrolyza glykosidu a polysacharidd pfi drceni hroznl [22].

PFiblizné 10-15 % kyselin ve viné tvofi tékavé kyseliny s kratkym Fetézcem, zejména kyselina
octova a dale pak kyseliny propionova, maselna, valerova a kapronova [36]. Kyselina octova
vznika jako produkt kvaseni anebo hydrolyzou hemiceluléz pfi zrani [22]. Ve viné se
tyto kyseliny nevyskytuji ve vysokém a senzoricky rozeznatelném mnozZstvi (méné nez
300 mg-I*), pokud vino neni zkazené [22]. Vy$$i mnoZstvi indikuje pfitomnost octovych
aerobnich bakterii nebo divokych nesaccharomycetnich kvasinek [36].

Netékavé nizsi kyseliny pochazi z hroznl a 90 % jich tvofi kyseliny vinna a jable¢na [22]. Obé
jsou technologicky i senzoricky dulezité. Kyselina vinna se pouziva pro samocisténi vina
srazenim necistot na vinny kamen (vinan draselny) a precipitaci fenoll s bilkovinami [37].
Obsah kyseliny jable€né v hroznech se zranim klesa a jeji obsah je uréujicim faktorem pro den
sklizné [38].

Vyrazné kysela kyselina jableéna je z &asti odbouravana bakteriemi mlé&ného kvaseni
na méné kyselou a pfijemnéjsi kyselinu L-mlé€nou procesem tzv. malolaktického kvaseni
(dekarboxylaci), kde dochazi ke zvySeni pH a také zméné aroma vina [39]. Vy8§i mnozstvi
kyseliny mlé&né, obvykle racematu, ale poukazuje na pfitomnost kontaminujicich bakterii

nebo pfitomnost kontaminujicich bakterii [38].

DalSi organické kyseliny vznikaji fermentaci a vétSinou nejsou senzoricky aktivni. Jejich
prekurzory jsou cukry, aminokyseliny a mastné kyseliny. Cukerné kyseliny se nachazeji
obvykle v botrytickych vinech (kyselina glukonova, glukuronova, galakturonova), kde vznikaji
Casto i konkuren€nimi octovymi bakteriemi [22; 38]. Fenolické kyseliny pochazeji bud z hroznu,
vznikaji kvasenim drahou kyseliny Sikimové nebo se maceruji z dubovych sudul pfi zrani [22].

Suché vino odrudy Ryzlink ma velmi nizké pH. Ve studii Gajeka a kol. [40] ze 180 vzorku

e

a jable¢né, coz byl jeden z hlavnich rozdili oproti suchému Chardonnay péstovanému
ve stejné oblasti.
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2.4.4 Fenolické latky

Fenolické latky, nékdy oznaCované jako polyfenoly, jsou odvozeny od struktury fenolu, ktery
ma aromaticky kruh a rizné mnozstvi substituovanych hydroxylovych skupin. Podle dalSich
substituentu se tyto latky déli na dalSi skupiny (viz. Obrazek 1) [41].

Fenolické latky muzeme rozdélit na jednoduché fenoly s jedinym aromatickym kruhem, kam
patfi typicky fenolové kyseliny — kyseliny hydroxyskoficové a hydroxybenzoové, karbonyly
a fenoly, a pak polyfenoly, které obsahuji vice kruhl. Vyznamnou skupinou jsou flavonoidy,
které maji typickou strukturu se tfemi kruhy. Taniny neboli tfisloviny jsou vysokomolekularni
latky obsahujici vice fenolickych kruhl. Hydrolyzovatelné taniny (ellagotaniny, gallotaniny)
jsou derivaty kyseliny gallové a kyseliny ellagové, kondenzované taniny jsou smési
polymernich flavonoidd. U vina se Casto fenolické latky rozdéluji na flavonoidy a non-
flavonoidy, kam se zafazuji fenolové kyseliny, hydrolyzovatelné taniny a stilbeny [42].

Ve vyS88im mnozstvi se fenolické latky nachazeji spiSe v Cerveném viné [22]. Pro konzumenty
se uvadi obsah pfiblizné 200 mg fenolickych latek na lahev €erveného vina a jen 40 mg
na lahev vina bilého [42].

Fenolické latky

Jednoauché Fenolové . . . . .
fenoly kyseliny Flavonoidy Stilbeny Taniny Lignany Dalsi
| . | J ]
- .
P
_ kondenzované|___| | hydrolyzovatelne | = _
H taniny taniny
-..polymery flavonoidll  derivaty k. ellagové
" — a gallové
Flavonoly Flavony Flavanoly Anthokyanidiny Isoflavony
Katechiny Proanthokyanidiny kondenzované taniny
(monomery - flavan-3-oly)| [ (oligomery) (polymery)
OH
OH
HO O
“OH

OH  epikatechin

Obrazek 1: Systematické rozdéleni fenolickych latek (vytvoreno podle [41; 42])

Fenolické latky jsou syntetizovany v rostlinach pomoci sekundarnich metabolickych drah
(draha kyseliny Sikimové a fenylpropanova draha). V rostliné fenolické latky funguji jako
obrana proti napadeni mikroby, pesticidy a jinymi toxiny z prostfedi [41]. Pravé proto maji
mnozstvi biologicky aktivnich ucinkd — patfi mezi antioxidanty, UV filtry, antimikrobialni inidla,

15



maji protinadorove, kardioprotektivni, protizanétlivé u€inky a anti-aging ucinky. Fenolické latky
také mohou slouzit pfi prevenci degenerativhich onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni
onemocnéni, nékteré typy rakovin a starnuti [2; 43].

Pfimy dopad téchto benefi¢nich ucink( fenolickych latek z hroznl osvétluje i takzvany
Francouzsky paradox souvisejici se stravou lidi z uzemi Stfedozemi. PfestoZe jejich strava je
bohata na nasycené tuky a cholesterol, incidence kardiovaskularnich onemocnéni je nizka
pravé diky konzumaci ¢erveného vina, které zvysuje hladinu HDL cholesterolu a redukuje
oxidativni stres [44; 45]. SniZeni rizika infarktu a mozkovych pfihod je hlavné pfipisovano
resveratrolu [46], ktery se nachazi ve slupkach vinnych bobuli a je obsaZen ve viné Cerveném,
ale i bilém v menSim mnozstvi [3; 42].

Ve viné pochazeji fenolické latky hlavné z hrozn a do vina jsou extrahovany pfi procesech
zpracovani [22]. Nejvice jsou obsazeny ve slupkach, stoncich, listech a seminkach hroznu.
Koncentrace fenolickych latek je v duZiné mnohonasobné men3i oproti slupkam. Celkovy
obsah fenolickych latek se liSi podle odrudy, sloZzeni pady, klimatu a geografického pavodu [2].
Fenolické latky poskytuji informace o plavodu vina, proto je Ize UspéSné pouzit pro uréeni
autenticity a odrudy vina [12; 15].

Fenolické latky maji ve viné nékolik funkci. Jejich pfitomnost zpUsobuje trpkost (hlavné
Cervenych vin), zpusobuji barvu ¢erveného vina a jsou dalezité pro uchovavani vina, protoze
se jedna o antioxidanty [42]. DalSi dulezitou vlastnosti fenolickych latek je schopnost
interagovat s bilkovinami. Flavanoly reaguji s proteiny ve slinach a tvofi komplexy, které jsou
zodpoveédné za adstringentni vjem. Nekovalentni interakce fenolickych latek také mohou tvofit
zakal vina [41].

2.4.4.1 Fenolické latky ve vinech

Rozdil mezi ¢ervenym a bilym vinem lze vidét hlavné v obsahu fenolickych latek. Bila vina
jsou vyrabéna pfimo z hroznového mostu bez slupek, zatimco Cervena se vyrabi fermentaci
v pfitomnosti pevnych slupek a seminek. Cervena vina jsou extraktem celého hroznu, zatimco
bila pouze extraktem duzniny [42].

Vino obsahuje nejvice flavonoidt — flavonoly (az 45 mg-I* [41]), katechiny neboli flavan-3-oly
(az 300 mg-I* [41]), anthokyany (200-350 mg-I* [41]) a leukoanthokyaniny [22], stilbeny
(napfiklad resveratrol) a fenolové kyseliny [2]. Nachazeji se volné jako acyl derivaty nebo
polymerni vazané na cukr ve formé glykosidl [22].

Anthokyany jsou oznaceni pro cely glykosid, necukerna fenolicka slozka se oznacuje jako
anthokyanidin [41]. Jedna se o pigmenty obsazené ve slupkach hroznu, proto jejich nejvyssi
mnozstvi Ize nalézt v Eervenych vinech. Obecné je tmavsi barva hrozn( asociovana s vyssi
hodnotou celkového obsahu fenolickych latek. V ¢ervenych vinech je nejvice zastoupenym
flavonoidem (+)-katechin [2]. Barvu bilych vin nezplsobuji anthokyany, ale pfirozené Zluté
slou€eniny kvercetin, kyselina kavova, kyselina p-kumarova, tfisloviny a také oxidované
fenolické latky [31].

Mezi stilbeny minimalné obsazené v lidské stravé patfi i vySe zminény antikarcinogenni
resveratrol (15 mg-I"* ve formé glykosidu ve viné) [41]. Existuje ve formé cis a trans, izomeraci
na méné stabilni cis formu zpUsobuje svétlo. Kazda z forem absorbuje svétlo pfi jinych
vinovych délkach, &ehoz se vyuziva pfi jejich stanovovani [46]. Fenolické latky typicky
obsaZené ve vinech jsou vypsany nizZe (viz. Tabulka 2).
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Tabulka 2: Zastupci fenolickych latek typicky pfitomnych ve vinech

Fenolické latky typicky obsazené ve vinech

kyselina kumarova, kyselina kdvova, kyselina ferulova, kyselina
gallova, kyselina ellagova, [42]

Fenolové kyseliny

Estery hydroxyskoficovych

kyselin s kyselinou vinnou kyselina p-coutarova, kyselina kaftarova, kyselina fertarova [42]

Stilbeny cis-resveratrol, trans-resveratrol [46], cis-piceid, trans-piceid [47]
(+)-trans-katechin, (-)-cis-epikatechin, oligomerni

Flavonoidy — flavan-3-oly proanthokyanidiny [42], epigallokatechin, prokyanidin B1,
prokyanidin B2 [48]

Flavonoidy — flavonoly kvercetin, myricetin, kaempferol [42]

Flavonoidy — anthokyanidiny | malvidin, kyanidin, peonidin, delfidin, petunidin [42]

2.4.4.2 Tékaveé fenolické latky

Tékavé fenoly se fadi mezi aromatické latky, protoze jsou olfaktometricky aktivni. V nizSich
koncentracich jsou dulezité pro vani vina, ve vy$Sich mohou byt nezadouci a pfipominat
lékarnické, plastové nebo koufové aroma [36].

Hlavnimi tékavymi fenoly jsou 4-vinylguajakol, 4-vinylfenol, 4-ethylguajakol, 4-ethylfenol,
syringol a methyl syringol [31; 36]. Vznikaji termalni nebo enzymatickou dekarboxylaci kyseliny
skoficové, kumarové a ferulové [49]. Vinylové slouceniny jsou typické pro bila vina, ethylové
pro Cervena [36]. Tyto slouceniny Ize identifikovat pomoci GC-MS (plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii — gas chromatography mass spectrometry) [49]. Chemické
struktury uvedenych slouéenin ukazuje Obrazek 2.

KdyZ vina zraji v dubovych sudech, dievo se ¢asteéné maceruje a dochazi také k degradaci
ligninu na fenolické latky. Tyto latky dodavaji vinu typické koufové az spalené aroma — tyto
latky jsou 4-methyl-, propyl-, a allylguajakol (isoeugenol), syringol a 4-methylsyringol [31].
Ze sudu pochazi i latky 4-vinylguajakol, eugenol a vanilin [50].

OH OH OH

/\|‘ CHO~ | CH;0 OCH,
|
Ry Ry R
Ry Ry Ry
CH,-CH,  4-gthyifenol H guajakol H syringol
CH=CH,  4-vinylfenol CH,-CH, 4-ethylguajakol  cH,  4-methylsyringol
CH=CH; 4-fenylguajakol

CH=CH-CH;  4-gllylguajakol

Obrazek 2: Tékavé fenoly obsazené ve vinech a dfevu sudt na vino, upraveno podle [31]
2.4.5 Aromatické latky ve viné

Aromatické latky jsou zodpovédné za charakteristicky senzoricky profil vina, konkrétné
za flavour a aroma. Aroma vznika béhem zpracovani vina v nékolika krocich: v prvnim pfipadé
jsou to extrahované aromatické latky, které jsou pfirozenou soucasti hroznd dané odrudy
a jejich obsah zavisi na klimatickych podminkach a metabolismu rostliny. V druhém pfipadé
vznikd aroma pfi biotechnologickém zpracovani mostu kvasinkami, které vytvafi aroma
riznymi metabolickymi cestami (oxidace, hydrolyza, alkoholové a malolaktické kvaseni) [31].
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V posledni fadé vznika aroma i zranim v sudech, kde navic vino ziskava aroma i luhovanim
latek obsaZenych v dubovych sudech [9].

Mezi nejvétsi ¢ast aromatickych slou€enin patfi alkoholy, t&€kavé kyseliny a estery mastnych
kyselin. Alkoholy obvykle tvofi 50 % vSech tékavych latek vyjma ethanolu. Dale obsahuje vino
v menSim mnozstvi aromatické latky karbonylové slou€eniny, t€kavé fenolické latky, laktony,
terpeny, acetaly, Cisté uhlovodiky a slou€eniny siry a dusiku, které jsou zodpovédné
za charakteristické aroma vinnych odrid [22] .

Velka ¢ast aromatickych latek je vazana ve formé glykosidu, to znamena s cukernou jednotkou.
Glykosidy jsou netékavé a senzoricky neaktivni, ale Ize je povazovat za potencialni zdroj
aroma, pokud se hydrolyzuji pomoci enzym( nebo kyselin [51]. V roce 2011 proved! tym
Doneva-Sapceske [51] z Makedonie analyzu aromatickych latek vina odridy Ryzlink bez
pfidavku a s pridavkem 10 g-hl* enzymu glykosidazy. Zméreny byly dvé frakce po destilaci a
také vino samotné bez upravy pomoci metody SBSE-GC-MS (sorp&ni extrakce na michadle
ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii — stir bar sorptive extraction
gas chromatography mass spectrometry). Pfidavek tohoto enzymu podpofil uvolfiovani
monoterpenll z vazanych glykosidl a oteviel tak debatu ohledné pfidavku téchto enzymi
do vina za uéelem obohaceni aromatického profilu. Vino po enzymatické reakci obsahovalo
nejvysSi mnozstvi terpenoidd linaloolu, nerolu, a-terpineolu a geraniolu. Vino také obsahovalo
vy8Si mnozstvi vitispiranu a damascenonu, coz jsou latky, které mohou byt vazany
v glykosidech a pochazeji vétSinou ze sudd, ve kterych vino zraje.

2.4.5.1 Senzoricka aktivita aromatickych latek

Zakladni podminkou pro latku, aby byla fazena jako aromaticka a oflaktometricky aktivni, je
jeji tékavost. Tékava latka je schopna dosahnout Cichového epitelu a vyvolat viem. Snahy
chemicky porozumét aroma vina lze pozorovat uz od 40. let minulého stoleti. Tékavost téchto
latek je zakladnim pfedpokladem pro analyzu pomoci plynové chromatografie [49].

Ve viné bylo zatim identifikovano vice nez 700 aromatickych slou¢enin, samostatné vice nez
160 esterl. Pouze nékteré z téchto latek jsou vSak senzoricky dulezité, v nizSich koncentracich
se totiz spousta latek nachazi pod prahem vnimani [22]. Podle nejnovéjSich studii ovSem
i slouCeniny nachazejici se pod prahem vnimani mohou ovliviiovat kone¢né aroma [52].
VSechny slou€eniny pfitomné v matrici spolu mohou interagovat a diky tomu mohou vznikat
rizné senzorické viemy [52]. Je velmi obtizné urcit, které chemické slouceniny jsou
zodpovédné za které charakteristiky vina. Konkrétni aroma vzdy vznika kombinaci nékolika
aromatickych sloucenin rliznych skupin, ne jen jedinou charakteristickou slou¢eninou [22; 52].
Pfifazovani jednoho konkrétniho deskriptoru aroma k jedné konkrétni chemické slouceniné je
sice typické pro senzorickou analyzu, ale tento postup nebere v tvahu moznou zménu vané
se zménou koncentrace této latky [34]. Aroma muze byt ovlivnéno synergicky i antagonisticky
s jinymi tékavymi latkami, hlavné dalSimi terpeny anebo netékavou matrici [22; 34]. Typickym
pFikladem synergisty ovocnych vini je dimethylsulfid, ktery sdm o sobé& nema ovocné aroma,
ale v pfitomnosti dalSich latek toto aroma podporuje [52].

Komplexni aroma a chut vina je duleZitou atributou vina a souvisi také s jeho cenou a kvalitou.
Kvalita vina se obvykle hodnoti pomoci analytickych metod a senzorické analyzy, ktera
probiha vramci zavedenych vinafskych soutézi. Kromé ureni pH, titraéni kyselosti
a rozpustnych pevnych latek se nej¢astéji v laboratofi ur€uje aromaticky profil pomoci HS-
SPME-GC-MS (head-space mikroextrakce na tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostni spektrometrii — headspace solid phase microextraction gas chromatography
mass spectrometry) [53].
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2.4.5.2 Odradové aroma

Termin odrlidové aroma neznamena, Ze kazda odrlida hroznu je typicka svymi tékavymi
slou€eninami, ale Ze individualni aromaticky charakter odridy je ovlivnén kombinacemi
a koncentracemi téchto slouc€enin. Jejich prekurzory mohou Casto byt nalezeny v riznych
typech odrud [31]. Stejné jako se liSi kazda vinarska sezdéna pocasim, li§i se mirné i jednotlivé
roCniky aromatickymi latkami. Odradovy charakter vina tvofi skupina nékolika hlavnich
aromatickych latek pfitomnych v riznych pomérech a velmi typickych pro danou odradu,
ostatni aromatické latky jsou pouze doprovodné [36].

Slozeni aromatickych latek je dano odridou hroznd, technologii zpracovani a terroirem [36],
tedy lokalitou, klimatem a typem pldy [3]. Pfi pozorovani aromatickych latek v danych
odriidach v nékolika roCnicich za sebou |ze dospét k zavéru, Ze sloZeni aromatickych latek
jedné odridy je podobné a typické a anomalie jsou zplUsobeny hlavné technologickym
zpracovanim [36].

Vztah mezi kvalitou vina a jeho aroma existuje, pfestozZe je téZké jej objektivné definovat. Podle
senzorickych hodnotiteltd souvisi kvalita s nékterymi konkrétnimi slouc¢eninami, napftiklad
slouceniny linalool, hexyl-acetat, 2-fenylethyl-acetat jsou typické u vina Chardonnay. Tyto
poznatky vSak nebyly ovéfeny opakované a neni jisté, jestli plati univerzalné nebo jen
pro tehdy analyzované konkrétni vzorky [53].

Australska studie shromazdila 157 vzorkd €erveného vina odriidy Shiraz z let 2018 a 2019
ocenénych ve vinarskych soutézich. Jak moc a které tékave slouc€eniny jsou zodpovédné
za presny charakter vina bylo naroCné urlit. PfestoZze studie potvrdila souvislost mezi
nékterymi té€kavymi latkami a skérem kvality vina ze senzorické analyzy, vysledky nebyly
konzistentni a obsah sloucenin se liSil u rdzné starych vin. Jen podle analyzy samotnych
tékavych latek nelze dostatecné presné urcit kvalitu vina [53].

2.4.5.3 Karbonylové slouceniny a estery

VétSina aldehydu je produkovana bé&hem fermentace a zpracovani vina, pfimo z hroznd
pochazi hlavné hexanaly a hexenaly, které maji zelené, ,travnaté“ aroma a vyskytuji se hlavné
u mladych vin. Nejvice obsazenym aldehydem je acetaldehyd, benzaldehyd, méné poté
furfural, 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd a fenolové aldehydy cinnamaldehyd a vanillin
pochazejici ze sudl. Z keton( jsou dllezité okt-5-en-3-on a oktan-3-on, diacetyl (butan-2,3-
dion) vznikajici fermentaci pfi malolaktickém kvaseni, acetoin a pentan-2,3-dion [22].

Estery jsou vyrazné zastoupenou skupinou aromaticky aktivnich latek, tékavé estery dodavaji
mladému vinu typicky kvétinovy buket. Ve vinech se nejvice vyskytuji acetatové estery
s pfiboudlinovymi alkoholy (isoamyl-acetat a isobutyl-acetat) a ethylestery s kratkymi
mastnymi kyselinami (ethyl-hexanoat, ethyl-oktanoat a ethyl-dekanoat) nebo organickymi
kyselinami (estery kyseliny jable¢né, vinné a citronové). Primarnim zdrojem esterd nejsou
hrozny, ale jedna se o produkty kvaSeni. Ethyl-acetat je obvykle asociovan s pfitomnosti
bakterii octového kvaSeni a negativné ovliviiuje aroma vina [22].

2454 Terpeny

Terpeny jsou nejvice zkoumanymi aromaticky aktivnimi slouCeninami [31]. Nachazeji se
ve formé oflaktometricky neaktivnich glykosidu i volné po rozstépeni glykosidasami, které jsou
produkované kvasinkami pfi kvaseni [54].
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Terpeny jsou sekundarni metabolity, které maji lipidovy charakter a jejich hlavni jednotkou je
pétiuhlikaty isopren [22], ze kterého se syntetizuji drahou kyseliny mevalonové
z acetylkoenzymu A [32]. Podle poctu jednotek se déli na hemiterpeny (Cs), monoterpeny (Cao),
seskviterpeny (Cis), diterpeny (Czo), sesterterpeny (Czs), triterpeny (Cao) a tetraterpeny (Cao),
a polymerni polyterpeny [55].

Nejvice senzoricky aktivni jsou monoterpeny, které maji Casto velmi nizky prah vnimani [36].
Monoterpeny jsou zodpovédny za vétSinu pfijemnych ovocnych a kvétinovych aroma [54].
Monoterpeny se vyskytuji ve formé jednoduché (napfiklad limonen), aldehydové (geranial),
alkoholové (linalool) a ve formé kyselin (kyselina linalova) a esteru (linalyl-acetat). Podle jejich
obsahu se odrGdy vin déli na intenzivné aromatické muskatové odrady, kde volné
monoterpeny jsou obsaZeny v koncentraci nad 6 mg-I?, pfikladem je odriida Tramin a Muskat.
Dalsi jsou nemuskatové aromatické odrudy (1—4 mg-It), kam patfi i Ryzlink rynsky, a posledni
neutralni odrady, u kterych monoterpeny nejsou dilezitymi faktory pro aroma (napfiklad
Rulandské sedé) [32; 36].

Monoterpeny se do vina dostavaji z hroznu, a proto jsou povazovany za typické identifikatory
odrudy. Odrady Muskat a Ryzlink jsou povazovany za nejjednoduseji identifikovatelné podle
obsazenych monoterpenu [22]. Nejvice aromatickymi monoterpeny jsou linalool, a-terpineol,
nerol, citronellol, hotrienol a geraniol, které maji kvétnatou vini podobnou rdzim [36]. Vybrané
monoterpeny obsazené ve vinech ukazuje nasledujici Obrazek 3.
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linalool hotrienol neral a-terpineol nerol citronellol geranial geraniol kyselina geraniova

Obrazek 3: Monoterpeny typicky se vyskytujici ve vinech (upraveno podle [32])
2.4.5.5 Norisoprenoidy Cis

Norisoprenoidy se nefadi mezi terpeny, ale jsou produkovany chemickou nebo enzymatickou
hydrolyzou tetraterpenut (karotenoidd) z hrozn( [31]. Norisoprenoidy se 13 uhliky vyrazné
zvySuji aromaticky profil u odrady Ryzlink rynsky a Chardonnay [36]. Chemicky se jedna
vétSinou o ketony a dalsi kyslikaté latky [22].

Ve viné jsou vyznamnymi zastupci -damascenon (kvétinova, jable€na viné), B-ionon
(fialkova, malinova, dfevita viné) typicky spiSe pro Cervena vina [22] a vitispiran (kafrova,
eukalyptova vuneé) [31]. Obsazeny jsou také derivaty Cis norisoprenoidi: 1,1,6-trimethyl-1,2-
dihydronaftalen je oznaCovan jako TDN a ma typické petrolejové aroma, jeho pfitomnost
vznika nadmérnym slunénim hroznd a muaze charakter vina ovliviiovat i negativné [36]. TDN
je obzvlasté dulezitym markerem aroma Ryzlinku, v mladém viné se nevyskytuje. TDN
a vitispiran jsou slouCeniny, které vznikaji pfi zrani vina vsudech. Koncentrace
Ci3 norisoprenoidu se lisi u riznych odrud [31].

B-damascenon ma velmi nizky prah vnimani (0,05 mg-It), a proto je ve vinech snadno
rozpoznatelny i pfi nizSich koncentracich. Je to latka typicka vysokou aromatickou aktivitou
ve vinech, ale neni povazovana za latku urCujici a rozliSujici charakter vin [49]. Jedna se
o latku typickou pro odriddu Chardonnay a Ryzlink [22]. B-damascenon byl popsan u Ryzlinku
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i ve studii Bowena a kol. s deskriptory jablko a rize a vyskytoval se ve vy$§im obsahu u vin
ledovych nez u vin stolnich [49].

Zminéné norisoprenoidni slou€eniny jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obrazek 4).

l
T

TDN
1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen

B-damascenon B-ionon vitispiran

Obrazek 4: C13 norisoprenoidy a jejich derivaty nachazejici se ve vinech (upraveno podle [31])
2.4.5.6 Methoxypyraziny

Methoxypyraziny jsou rovnéz vyznamné senzoricky aktivni slouceniny [31]. Jedna se
o dusikaté heterocykly, které vychazeji z metabolismu aminokyselin. Jejich aroma je podobné
pepfi nebo chrestu. Typickym zastupcem je izomethylpyrazin a 2-methoxy-3-isobutylpyrazin
(IBMP), jehoz mnozstvi se v zelenych bobulich zranim snizuje [36]. Aroma IBMP je pro vina
nezadouci [31].

2.4.5.7 Sirné latky

Hlavnimi sirnymi slou€eninami ve vinech jsou vonné thioly (merkaptany), které se uvolriu;ji
z prekurzorll enzymaticky pfi kvaseni a zpUsobuji vétSinou nepfijemné aroma. Jejich
prekurzory jsou metabolity sirnych aminokyselin. Typickymi thioly jsou methanthiol, ethanthiol,
4-merkapto-4-methylpentan-2-on nebo 4-merkapto-4-methylpentan-2-ol (4-MMP, 4-MMPOH),
3-merkaptohexanol (3-MH), 3-merkapto-3-methylbutanol (3-MMB), thiofen-2-thiol, 2-
furanmethanthiol a také sulfan [36]. U odridy Ryzlink byly ve vyznamnéjSich koncentracich
nalezeny pouze 3-MMB (26-190 ng-I* [31]) a 3-MH (123-1234 ng-I* [31]), jehoz aroma
pfipomina Cerny rybiz, grapefruit a granatové jablko [31; 36].

PFi upraveé vina se také pouziva oxid sificity jako antimikrobialni a antioxida¢ni €inidlo. Pfestoze
se jedna o alergen, v technologii je prozatim naprosto nezbytny. Oxid sifiCity ma vliv
i na aromaticky profil latek, které maji kazda jiny oxidacné-redukéni charakter a oxid sificity tak
ovliviiuje jejich mnozstvi. U Ryzlinku rynského bylo napfiklad detekovano zvySeni obsahu
zastoupenych aromatickych latek pfi oSetfenim oxidem sifiCitym [36].

2.4.5.8 Cs slouc¢eniny

Aromatické Sestiuhlikaté slouceniny vznikaji z nenasycenych mastnych kyselin linolové a a-
linolenové enzymatickymi reakcemi. JelikoZz se jedna o prekurzory pochazejici z hrozn(,
Sestiuhlikaté slouceniny jsou povazovany za odradové markery vin. Do této skupiny patfi Ce-
alkoholy, Ce-aldehydy, Ce-kyseliny a Ces-estery [56; 57]. Hlavnimi zastupci jsou hexanoly
a hexenoly s bylinnym aroma, které je charakteristické pro vina vyrobena z nedozralych
hrozna [31].

Studie Oliveiry a kol. [57] potvrdila, Ze poméry alkoholl (E)-hex-3-enolu, (Z)-hex-3-enolu
a hexan-1-olu mohou byt vhodnym identifikatorem odridy a na zakladé tohoto poméru bylo
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mozné od sebe oddélit nékteré odrady portugalskych vin. Tyto alkoholy jsou stalé a nejsou
ovlivnény metabolickou aktivitou kvasinek. Analyza v této studii byla provedena pomoci GC-
MS.

2.4.6 Prvky

Prvky (mineraly) ve viné pochazeji primarné z hroznu, mohou ovSem do vina pfichazet
i pfi upravé vina ve formé aditiv. Ve viné se nachazeji pfevazné ve formé kationtd soli, mezi
mensi skupinu aniontu patfi fosfore€nany, sirany nebo sifi¢itany, dusi¢nany, bromidy a chloridy,
které pochazeji hlavné z hnojiv. Hlavnimi mineraly ve vinech jsou draslik, zelezo, sodik, méd,
vapnik, hof¢ik, hlinik, mangan a zinek [30].

Vina se z hlediska obsahu prvku li§i hlavné podle geografickych podminek a pfirozené se
prvky vyskytuji v netoxickych koncentracich [31]. Obsah mineralni latek se [iSi podle
vegetacniho obdobi — v destivém obdobi je pfivod minerall k rostliné vétsi, a naopak v obdobi
sucha menSi [36]. Zdrojem prvkld jsou zejména puda ve vinohradu, ze které prechazi
do rostliny a akumuluji se v hroznu, a poté kovové nafadi pro manipulaci ve vinohradu
a uchovavani mostu (méd, olovo a Zelezo), exogenni kontaminanty, postfiky (fungicidy,
pesticidy, hnojiva), narfadi pro manipulaci a posléze i Uprava vina, napfiklad pfidavek uhli¢itant
draselnych nebo vapenatych pro odkyseleni, sifeni sudd a podobné [30; 31]. Endogenni
a exogenni zdroje prvkl ve viné shrnuje schéma (viz. Obrazek 5).

Mineraly se do rostliny dostavaji skrz kofenovy systém pfijmem z pldy, kofeny se Casto liSi
svym stafim, proto dochazi k rGznému pfijmu prvkd z riznych hloubek pldy [18]. Pfijem prvki
z pudy je ovlivnén pldou, klimatem, geografickou polohou a typem kofenu. Kofeny funguiji
také jako regulatory pfijmu a transportu makroprvku, hlavné hofciku, zeleza a drasliku [58].

Prvky ve viné maiji riizné funkce a projevy, hlavnimi jsou tvorba zakalu (hlavné hlinik a zinek),
pufrovani pH (draslik a vapnik se vazi na kyselinu jable€nou a vinnou [31]), tvorba komplext
se sirnymi slou¢eninami (méd' s thioly), s polyfenoly a proteiny (hlavné Zelezo a méd) pfi
koncentracich priblizné 10 mg-It a u nékterych i zména chuti na urditou kovovost, trpkost
a kyselost. Problematické jsou oxidaéné-redukénich reakce ve viné (Fe?*3* a Cu*’?*), protoze
mohou katalyzovat vznik Skodlivych reaktivnich slou€enin kysliku. Téchto reakci se také
uCastni fenolické latky, kyselina askorbova a sifi¢itany, se kterymi mohou kovy tvofit komplexy.
Tyto reakce mohou ovliviiovat profil aromatickych slouéenin ve viné [30]. Naopak zasadni
pro vyvoj hroznu a spolu s fosfore€nany i pro metabolismus kvasinek, je obsah drasliku, ktery
se muze dodavat i ve formé hnojiva [36].

Nezadoucimi prvky ve viné jsou tézké a dalSi kovy (olovo, kadmium, nikl, rtut, arsen), jejichz
obsah je regulovan legislativou [30]. Ve vySSich koncentracich jsou toxické a nékteré z nich se
akumuluji v lidském organismu. Podle studii z devadesatych let obsahovaly americka vina
pramérné 68 mg-I* olova. Olovo je ve viné problematické i proto, Ze tvofi stabilni komplex
s pektiny [31].

Ve vinech se kovy nachazi v rdznych koncentracich. Jako makroprvky se oznacuji prvky
nachazejici se v koncentracich 10—1000 mg-I* (Ca, K, Na a Mg), mikroprvky v rozmezi 0,1—
10 mg-I* (Al, Fe, Cu, Mn, Rb, Sr, Zn) a stopové prvky v rozmezi 0,0001-1 mg-I* (Ba, Cd, Co,
Cr, Li, Ni, Pb, V a dalsi) [17; 59].
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Obrazek 5: Endogenni a exogenni zdroje prvku ve viné (upraveno podle [59])

Diky zavislosti obsahu na geografickych podminkach jsou prvky jedny z hlavnich markert
pro uréeni autenticity vin [30]. Analyza prvku je proto vhodnou metodou pro identifikaci odrtd
a oblasti pavodu [18; 58]. Prvky se obvykle analyzuji pomoci spektroskopickych technik [30].
faktorem je stafi kofend, rychlost zrani, citlivost na pfitomnost kysliku a symbiéza kofenu
s mikroorganismy, ktera ovliviiuje rychlost pfijmu prvku [18].

Elementarni analyza je vhodnou technikou pro testovani autenticity, pokud se dvé vina velmi
malo liSi svymi organoleptickymi vlastnostmi, jako je barva, obsah kyselin a aroma [17].
Napfiklad obsah kov(i ve vinech z rliznych vinafskych oblasti Evropy se velmi lisi [59].

Aby mohlo vino byt uvedeno na trh, je také nutné uvést obsah popela. Obsah popela uvadi
anorganické slozky vin, které zuUstavaji po odpafeni organickych slozek. Koncentrace
ve vinech se pohybuji okolo 1,5-3 mg-I* popela. Dale se analyzuje také alkalita popela [44].

2.5 Latkova charakteristika Ryzlinku rynského

V nasledujicich kapitolach budou shrnuty dosavadni poznatky studii, které se zabyvaly
analyzou chemickych slou€enin bilych vin a konkrétné odridy Ryzlink. Na zakladé teorie byly
vybrany jako chemické markery vhodné pro analyzu autenticity vin aromatické latky, fenolické
latky a prvky, proto jim je vénovana pozornost v nasledujicich podkapitolach.

2.5.1 Aromatické latky typické pro odrudu Ryzlink

Tak jako mnohé odrudy i Ryzlink rynsky ma svUj charakteristicky aromaticky terpenovy profil.
Jak jiz bylo uvedeno v uvodnich kapitolach, existuje nékolik vin uzZivajicich nazev Ryzlink
a Casto nejsou dale specifikovany. Analyzou vybranych monoterpent je Ize snadno odlisit,
protoze se ve svém profilu liSi [26; 50]. OdliSnosti mezi viny jsou ovlivnény zralosti hrozn(
pfi sklizni a zranim vin [26]. Aromaticky charakter také zavisi na geografickém umisténi [50].

Tékavé latky typické pro aroma Ryzlinku pochazeji z fermentace (ethyl estery a vySSi alkoholy),
anebo jsou typické pro odridu a pochazeji z hroznu (monoterpeny, Ci3 norisoprenoidy a thioly).
Tyto chemické slouceniny Ize identifikovat pomoci metod analytické chemie. Kromé analyzy
chemického profilu jsou ryzlinkova vina obvykle dobfe rozpoznatelna také pomoci senzorické
analyzy [34]. Dulezitost senzorické analyzy a senzorickych expertd pro uréovani terroiru,
kvality a typickych charakteristik vina uvadi také studie Cadota a kol. [60].
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Rapp a kol. [26] zmiruji odliSnost monoterpenovych profild u odrid Ryzlink( pochazejicich
z rznych Casti svéta, ktery je zplsoben rozdily ve vyzralosti hroznl pfi sklizni a zrani vina.
Jako charakteristickou slou€eninu pro Ryzlink rynsky puvodem z Némecka ve své studii
oznacili ethyl-dec-9-enoat, ktery se v ostatnich vzorcich Ryzlinkl ze zahrani¢i nenachazel.

Studie Schuttlera a kol. [34] se zabyvala vytvofenim typického aromatického profilu pro Ryzlink,
a to pomoci senzorické analyzy a chromatografickych metod, zejména GC-MS. Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci vicerozmérnych statistickych metod. Cilem bylo také tuto odradu odliSit
od odrud Sauvignon blanc a Chardonnay a identifikovat typické chemické markery dulezité
pro aroma Ryzlinku. Tym analyzoval 23 vzork( Ryzlinku pochazejicich z Némecka a Francie
(z let 2007 a 2008). Identifikovano bylo celkem 43 tékavych molekul (ethylestery, sirné
slouc€eniny, monoterpeny a C13 norisoprenoidy). Senzoricti hodnotitelé v této studii oznacovali
vzorky jako typické a netypické pro odridu Ryzlink. Vzorky oznacené jako nejvice typicky
Ryzlink mély niz§i koncentrace vys$Sich alkoholll a nékterych esterd (19+ 6 mg-I?t 2-
methylbutanolu, 99 £ 22 ug:I*  3-methylbutanolu, 15 + 4 mg-I* 2-fenylethylalkoholu
a48 =20 mg-I* ethyl-isobutanoatu, 1,63 + 0,89 ug-I* diethyl-sukcinatu), proto se tyto
latky nemohou povazovat za typické markery pro Ryzlink. Z terpent byly vyhodnoceny
jako charakteristické a-terpineol (47 + 20 ug-1t), cis-linalool (28 + 15 pg-I*?), trans-linalool oxid
(48 £ 20 pg-It) a nerol oxid (23 £ 9 pg-I?t). Z toho jediny linalool (8-147 ug-I'*) byl detekovan
v koncentraci nad prahem vnimani, ktera se pro linalool uvadi 20 ug-1?, tedy by mél byt dulezity
pro percepci aroma vina [34]. Autofi obvykle uvadéji dilezitost linaloolu, jehoz zvySujici se
koncentrace pfispiva k vyssi kvalité aroma [49]. Schittler a kol. [34] ovdem uvadi, Ze linalool
nema tak vyznamnou roli, jaka mu byla dosud pfisuzovana, jelikoz se jeho koncentrace
nevztahovala k vySSimu skoére hodnoceni a deskriptorim typickym pro profil Ryzlinku.
ZvySuijici se koncentrace nebyla benefiéni pro typické aroma Ryzlinku. Naopak linalool oxid a
nerol oxid byly uréeny jako typické deskriptory pro Ryzlink. Norisoprenoid a-ionon
(0,7 £0,3 pyg-I'Y) a dimethylsufid (13 £ 5 ug-I*) nebyly povazovany za typické pro aroma
Ryzlinku, ale ve v§ech vzorcich pfekracovaly mez vnimani [34]. DMS (dimethylsulfid) se mize
projevovat jako synergista s jinymi latkami a pfispiva k ostruzinovym viemim a aroma ¢erného
rybizu. Vliv DMS na intenzifikaci aroma pfi zrani zUstava stale hypotézou [52]. Za typické
markery pro Ryzlink byl uréen také grapefruitovy 3-SH (3-sulfanylhexanol 739 + 253 ng-I?),
ktery je také typicky pro Sauvignon blanc [34].

Vyzréala vina Ryzlinku rynského obvykle obsahuji vyznamné koncentrace TDN (1,1,6-trimethyl-
1,2-dihydronaftalen), ktery je typicky pro své petrolejové aroma. Sacks a kol. [61] uvadi ve své
studii z roku 2012 obsah TDN 6,4 + 3,8 ug-I*, coZ je mnohem vic nez u vin jinych bilych odrud.
Schdttler a kol. [34] ovéem TDN na zakladé vysledku ziskanych vicerozmérnou analyzou
prekvapivé nezaradili mezi typické chemické markery pro Ryzlink. Vina oznacena jako typicky
Ryzlink obsahovala 4,7 ug-I* TDN. Schittler a kol. [34] také potvrdili, Ze obecné americké
Ryzlinky obsahuji vy3si koncentrace TDN nez Ryzlinky plivodem z Némecka.

Komes a kol. [50] ve své studii z roku 2005 porovnavali most a vino odridy Ryzlink rynsky
puvodem z Chorvatska a regionu Zagorje. Pomoci GC-MS bylo identifikovano
64 aromatickych latek. Ve studii byla také pouzita plynova chromatografie spojena
s olfaktometrickym detektorem (GCO — gass chromatography olfactometry). Vino prokazovalo
vyS8Si senzorickou aktivitu nez most. Diky tomuto porovnani lze zjistit, které aromatické
slou€eniny pochazeji z hroznt, a které latky vznikaji az béhem fermentace. Latky
identifikované ve viné se Fadily do skupin alkohol(, z nichz vétSina byla obsazena uz v mostu,
estery kratSich mastnych kyselin vznikajicich pfi fermentaci, organickych kyselin a terpenoidu.
V nejvy8Sim mnozZstvi se ve viné vyskytovaly z organickych kyselin hexanova, oktanova
a dekanova. V Ryzlinku rynském byly identifikovany jako hlavni terpeny linalool, terpinen-4-ol,
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a-terpineol, nerol a norisoprenoid 3-damascenon. Terpeny jsou ¢astym markerem pouzZivanym
pro ur€eni rozdilu mezi MuSkatem a Ryzlinkem.

Studie Doneva-Sapceske a kol. [51] z Makedonie provadéla analyzu vina odridy Ryzlink
pomoci SBSE-GC-MS. Jako hlavni aromatické latky byly identifikovany linalool, citronellol, 4-
fenylethylalkohol, kyselina octova a norisoprenoidni latky vitispiran, damascenon a TDN, které
vSechny pfispivaji k charakteristické chuti Ryzlinku. Charakteristickymi piky pro Ryzlink byly
isoamylalkohol, isoamyl-acetat, 3-ethyl-hexanoat, 4-fenylethylalkohol, fenylethyl-acetat
a ethyl-dekanoat.

Bowen a kol. [49] porovnavali stolni a ledova vina odridy Ryzlink a Vidal blanc plvodem
z Ameriky pomoci SBSE-GC-O-MS. Pro Ryzlink bylo identifikovano 23 aromatickych sloucenin.
Nejvice aromaticky vyraznymi byly podle senzorické analyzy (GCO analyzy) B-damascenon,
dekanal, hexan-1-ol, okten-3-ol, 4-vinylguajakol, ethyl-hexanoat a ethyl-3-methyl-butyrat. B-
damascenon ovSem nebyl povazovan za marker typicky pro tuto odridu vina. Zavérem studie
také bylo zjisténi, Zze ledova vina (14 z 18 ledovych vin odrudy Ryzlink) méla vySsi koncentraci
aromatickych latek nez vina stolni a tato skute¢nost byla pfisuzovana zpracovani zmrzlych
hroznl, které snadnéji koncentruji tékavé latky. Ledové vino odrady Ryzlink bylo
charakterizovano 12 olfaktometricky aktivnimi aromatickymi slouCeninami, které se
vyskytovaly nad prahem vnimani, nejvice vyrazné byly B-damascenon (9,30 + 0,2 ug-I?),
ethyl-oktanoat (441 +28 pug-l?), ethyl-hexanoat (780 pg-I?), okten-3-ol a ethyl-
isobutyrat. Ve stolnim viné byly nejvice aktivni sladké estery ethyl-oktanoat (1025 + 23 ug-1?),
ethyl-hexanoat (461 + 4,9 ug-1t), ethyl-isobutyrat (189 + 0,2 ug-l'), B-damascenon
(3,89 £ 0,1 ug-1?t), fenolicka latka 4-vinylguajakol s aromatem hiebicku (79,1 + 0,1 pg-lI?) a
kvétinovy geranylaceton (0,33 £ 0,01 pg-It). Z terpen(i byly charakteristické linalool, cis-rose
oxid a nerol oxid. Unikatnim markerem pro ledové vino Ryzlinku byl oktan-1-ol, ktery
ve stolnich vinech nebyl nalezen, typicky pro ledova vina byl acetofenon nalezeny zde
v mnohem vy&Sich koncentracich. Tékavy fenol 4-vinylguakajkol byl nalezen v koncentracich
79,1+0,1 yg-I*t a82,4+0,1 ug-I* pro stolni a ledové vino, vtomto poradi [49]. Tuto latku
identifikovali i pfi charakterizaci Ryzlinku rynského z Chorvatska jako aroma koufové, palivé a
aroma uzeného masa [50].

Ribereau [31] uvadi jako typické monoterpeny pfitomné ve viné odridy Ryzlink linalool
(40 pg-I), a-terpineol (25 pg-I?), citronellol (4 ug-I?), nerol (23 pg-I?), geraniol (35 pg-I?)
a hotrienol (25 pg-1?).

Mikulikova a kol. [62] analyzovali 29 vzorku bilych vin z moravskych vinafskych oblasti pomoci
HS-SPME-GC-MS. Statistické vyhodnoceni pro 15 analyzovanych slou€enin ukazalo
ve statistické diskriminaéni analyze pouze Castecné rozdéleni odrid vin. Vyznamné byly
rozdéleny pouze odridy Ryzlink, Tramin €erveny a zbytek odrid zlstal nerozdélen v jedné
skupiné (Rulandské Sedé, Sauvignon a Veltlinské zelené). Studie uvadi vliv samotnych
terpenu na rozdeéleni stejny jako vliv terpenl spolu s ostatnimi fermenta&nimi slou¢eninami,
z ¢ehoz vyplyva dulezitost a charakteristicka role terpen pro odridu vina. Dominantnimi
odriidovymi markery pro odrtidu Ryzlink byly terpeny, hlavné linalool (185,2 ug-I*) a terpineol
(127,8 pg-lt), dale vnizsich koncentracich citronellol (8,4 ug-I'), geraniol (46,1 ug-?)
a nerol (méné nez 26,19 ug-1t). Kromé terpent byly analyzovany také dalsi tékavé slouceniny
pfevazné pochazejici z kvaseni (2-methylbutyl-acetat, 3-methylbutanol, furfural, ethyl-kaprylat,
diethyl-sukcinat, 2-fenylethyl-acetat, kyselina kapronova, 2-fenylethanol a kyselina dekanova).

Song a kol. [63] v roce 2022 kvantifikovali 13 izomerd monoterpent ve vinech odrady Ryzlink
ti stylt (suché, polosuché a polosladké) ze 4 vinaFskych oblasti Némecka, Francie (Alsasko)
a USA (New York a Oregon). Song a kol. zmifuji vyznamné rozdily mezi enantiomery
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v zavislosti na plvodu a stylu vina a navrhuji moznost autentifikace vin pomoci profil
chiralnich monoterpenu. Konkrétné se jednalo o monoterpeny (S)- a (R)-limonen, (S)- a (R)-
linalool, trans-(2R,5R)- a trans-(2S,5S)-linalool oxid, cis-(2R,5S)- a cis-(2S,5R)-linalool oxid,
(S)- a (R)-a-terpineol (R)- a (S)-B-citronellol.

Valasek a kol. [64] charakterizovali estery typické pro odrddu Ryzlink pro rdzné roéniky pomoci
GC-MS. Nejvyssi koncentraci mél pentanol (82,8-261,9 mg-I*?), isobutanol (23,0-69,2 mg-I*?)
a propanol (20,8-36,4 mg-lt). Ryzlink mél vysokou koncentraci ethyl-acetatu (218,9—
361,2 mg-It), pentyl-formiatu (36,5-52,4 mg-I?) a ethyl-kaprylatu (8,4-15,1 mg-I?t). Studie
uvadi, zZe i pfestoze vzorky pochazely z jednoho vinohradu a byly péstovany za stejnych
podminek, jejich aromaticky profil se lisil a i drobné zmény mohou signifikantné ovlivnit aroma
vina.

2.5.1.1 Senzorické deskriptory typické pro odridu Ryzlink

Ve studii Schittlera a kol. [34] byly pfifazeny zkuSenymi senzorickymi hodnotiteli pro ,typicky
Ryzlink“ nejCastéji deskriptory ,ovocny — bilé ovoce (jablko, hruska)®, ,Zluté ovoce (merurika,
broskev)“, ale také deskriptory ,mineralni“ a ,vyzraly“. Tyto deskriptory byly vztaZeny
na monoterpeny, jichz byly detekovany vys$si koncentrace. K deskriptoru ,vyzraly“ byl pfifazen
TDN, také typicky pro Ryzlink. Vina oznalena jako ,vyzrala“ obsahovala vys8i koncentrace
monoterpenovych oxidl, ethyl esterd a TDN. Netypickymi deskriptory byly ,rostlinné (zelena
kapie)* a ,kvasné® (pfifazeno k 2-methylbutyl-acetatu).

Ve studii Komese a kol. [50] byl na zakladé olfaktometrické analyzy GC-O aromaticky profil
Ryzlinku rynského pavodem z Chorvatska popsan jako ovocny a kvétnaty. Panelisty byly
uvadény ruzné deskriptory, napfiklad ovocny jako jablko, banan, bobulovité ovoce (ethyl estery
kratkych mastnych kyselin — ethyl-butanoat, ethyl-3-methyl-butanoat, ethyl-hexanoat, ethyl-
oktanoat), kvétinovy jako rize (2-methylpropyl-acetat, ethyl-but-2-enoat, hex-2-enol, linalool,
2-fenylethyl-acetat, p-damascenon, benzylalkohol, 2-fenylethanol), sladky jako bonbony
(ethyl-hexanoat), ale i méné typické deskriptory — zapachajici po syru (kyselina 3-
methylbutanova), zatuchlé aroma a aroma chemikalii (3-methylbutanol, 3-methylpentanol),
aroma zelené (hexanol, 2-ethylhexanol), vafena brambora, karamel, marmelada (damascenon)
nebo uzené maso (4-vinylguajakol pochazejici pravdépodobné z dubovych sudl). Zelené,
Cerstvé a matové aroma bylo pfipisovano spiSe mostu nez vinu, kde specifickou slou¢eninou
byl terpinen-4-ol.

Bowen a kol. [49] uvadi jako aromaticky nejvyraznéjsi slouceniny ve viné Ryzlink popsané
senzorickymi hodnotiteli slou€eniny dekanal (petrolej, plast, citrus, zelené aroma) a
norisoprenoid B-damascenon (hruskové aroma) a hexan-1-ol (zeleh, pryskyfice) pro stolni
i ledova vina.

2.5.2 Fenolické latky typické pro odriadu Ryzlink

Fenolické latky pochazeji primarné z hroznu, proto jsou to dulezité markery geografického
puvodu vina a jsou tedy Uzce spojeny s terroirem [24].

Kupsa a kol. [24] ve své studii potvrdili, Ze profil fenolickych latek neni ovlivnén rokem produkce,
ale geografickym pivodem. Kupsa a kol. zanalyzovali 34 Ryzlinkd z riznych oblasti Ceské
republiky pomoci metody HPLC (vysokouc&inna kapalinova chromatografie — high performance
liguid chromatography). Ryzlinky byly rozdéleny pomoci statistickych metod do péti shlukd —
Mikulov, Slovacko, Velké Pavlovice, Znojmo a Litoméfice. Pro identifikaci geografického
plvodu vina Ryzlink navrhli tyto fenolické slou¢eniny: kyselina p-coutarova (1,54—4,18 mg-I?),
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trans-resveratrol (0,12-0,37 mg-I), cis-resveratrol (0,08-0,27 mg-I?), (+)-katechin (2,04—
4,5 mg-1") a (-)-epikatechin (0,42-2,03 mg-I?).

Kuméta a kol. [16] u Ryzlinku za hlavni markery autenticity experimentalné urcili dvé skupiny
fenolickych latek, a to derivaty kyseliny hydroxyskoficové a flavan-3-oly. U odridy Ryzlink
to byly konkrétné kyselina gallova, kavova, kaftarova, p-coutarova, ethylester kyseliny ferulové,
ethylester kyseliny p-kumarové a (+)-katechin a (-)-epikatechin.

Pavlousek a kol. [13] identifikovali ve vinech odrady Ryzlink z Ceské republiky z nonflavonoidti
nasledujici slou€eniny pro uréeni geografického plvodu: kyselina protokatechova (1,93-
3,32 mg-1?1), kyselina gallova (1,91-2,86 mg-It), kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina kavova
(2,34-7,69 mg-It), kyselina p-coutarova (1,79-4,09 mg-I'), kyselina kaftarova (18,63—
40,57 mg-It), a cis- a trans-resveratrol (0,033-0,875 mg-It). V pfipadé bilych vin, konkrétné
pro Ryzlink, jsou zfenolickych latek ddlezitéjSimi charakteristikami non-flavnoidy nez
flavonoidy. Pro ur€eni pavodu vina se ukazaly jako signifikantni parametry stilbeny, hlavné
resveratrol.

Faitova a kol. [65] porovnavali odrudu Ryzlink z moravského a ¢eského regionu pomoci
spektrofotometrické analyzy celkovych fenolickych latek (TPC — total phenolic content) a HPLC
urenim koncentrace trans-resveratrolu. Ryzlink z Ceské oblasti obsahoval primérné
330,3 mg-I* fenolickych latek a 0,117 mg-I* trans-resveratrolu, v moravské oblasti byly tyto
hodnoty 271,7 mg-I* a 0,123 mg-I™. Nejvyssi obsah téchto latek byl nalezen u vina z roudnické
podoblasti, tedy z ¢eského vinafského regionu. NejvysSi obsahy fenolickych latek také
obsahovaly vina typu vybér z hrozn a nejvysSi obsah resveratrolu obsahovaly vina pozdni
sbér.

Urceni terroiru vina pomoci koncentrace trans-resveratrolu potvrzuje i tym Kumsta a kol. [47]
na analyze 43 vin odridy Ryzlink z Sesti vinafskych regionti Ceské republiky. Nejvyssi
koncentrace trans-resveratrolu obsahovaly vina zregionu Znojmo (0,38 mg-I?) a Mélnik
(0,46 mg-I).

Merkyte a kol. [66] uvadi ve své reSersi z roku 2020, ktera se vénuje vztahu fenolickych latek
k autenticité, Ze stale neexistuje dostatek studii pro ureni autenticity zejména bilych vin, kde
se jako markery pouzivaji fenolové kyseliny a stilbeny, u ¢ervenych vin je urCeni Castéjsi
pomoci obsahu anthokyanidinGi [66]. V Ceské republice byly anthokyanidinové pigmenty
pro ur€eni terroiru a autenticity analyzovany ve studii Kumsta a kol. [12].

Lampif a kol. [67] na zakladé méfeni bilych vin rdznych odrad urcili (+)-katechin a (-)-
epikatechin jako nejlepSi diskriminanty, které lze pouzit pro klasifikaci bilych vin se 100%
spravnosti. Za nejlepSi markery pro urCeni spravnosti odrid doporucili derivaty kyseliny
hydroxyskoficové (kyselina p-coutarova a kaftarova) a flavan-3-oly.

Vy8e zminéné studie provadély analyzy pomoci kapalinové chromatografie s detektorem
diodového pole (DAD - diode array detector), coz je nejCastéjSi metoda studia fenolickych
latek [66]. Dale pouzivané metody pro analyzu jsou hmotnostni spektrometrie (MS), nuklearni
magneticka rezonance (NMR), UV-VIS spektroskopie a vibracni spektroskopie [48].

Méné obvyklou metodou je kapilarni zonova elektroforéza, pomoci které bylo ve studii Balluse
a kol. [68] déleno 16 fenolickych latek u odrid z jizni Ameriky, mezi nimi i brazilska odruda
Ryzlinku. Nejvy$$i analyzované koncentrace byly zjistény u 2,96 mg-I?* (+)-katechinu,
1,53 mg-I* kyseliny kavové, 0,97 mg-I* kyseliny gallové a 1,24 mg-It kyseliny 3,4-
dihydroxybenzoové.
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Godelmann a kol. [69] analyzovali autenticitu, odridu, geograficky plvod a ro¢nik vina
z riznych oblasti Némecka pomoci *H-NMR spektroskopie a pomoci vicerozmérové analyzy
a dalSich statistickych metod. Pro kazdou odridu byly vytvofeny ,fingerprinty“ (NMR spektra),
z odridy Ryzlink bylo analyzovano 149 vzorkd vin a vSechna tato vina byla typicka vy$Sim
obsahem katechinu a kaftaratu. Podobné vypracovali NMR-fingerprint pro odridu Ryzlink
pochazejici z Francie a Rumunska tym Magdas a kol. [70]. Z chemickych markeru
navrhovanych pro autentifikaci plivodu vina byly uvedeny kyselina gallova, kyselina ferulova,
kyselina cis-kaftarova a kvercetin. Magdas a kol. [70] také uvadéji znacné problémy v odliSeni
fingerprintu odrdd Sauvignon Blanc a Ryzlink, Ize tedy o¢ekavat urcitou podobnost mezi témito
odriidami [66; 70].

Magdas a kol. [71] pouzili pro autentifikaci vin pomoci fenolickych latek FT-Ramanovu
spektrometrii. Jako markery pro odliSeni archivniho ro€niku vina a ureni ptvodu vin raznych
odrud, mezi kterymi byl i Ryzlink z Rumunska, byly navrzeny kyseliny kavova, kaftarova
a ferulova.

Ze vSech uvedenych poznatk(l Ize konstatovat, ze fenolické latky jsou vhodnymi markery
pro autentifikaci vina [15].

2.5.3 Prvky typické pro odridu Ryzlink

Elementarni analyza je vhodnou metodou pro autentifikaci vin [58]. Pfijem makroprvku
a stopovych prvkl révou evropskou (Vitis vinifera) a obsah prvka v plidé a listech révy byl
analyzovan ve studii Pepiho a kol. [58] pomoci metody ICP-MS (hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem) a rentgenovou fluorescenci (XRF — X-ray fluorescence)
za uCelem rozliSeni italskych vinafskych regionli podle geochemickych markertd. Podle
vysledku této studie je mozné rozliSit dvé oblasti, resp. vinohrady, podle sloZeni prvkl v padé,
a také Ize rozlisit vina dvou odr(id (v této studii konkrétné Cavernet Sauvignon a Corvina) podle
rozdilné bioakumulace prvku v listech. Tato data Ize pouzit pro autentifikaci vina pochazejiciho
z rtznych regiond.

Prvkové slozeni neni ovlivnéno jen odriidou, ale také geografickym puvodem [72]. Geo-identita
vinohradu silné souvisi s mineralnim slozenim hroznd, ve studii Ferretiho a kol. [19] byly
sledovatelné pomeéry rubidia/stroncia a dale prvky barium, rubidium, mangan a beryllium.
Daldim faktorem ovliviiujicim elementarni slozeni je produkéni systém. Studie
Pofizky a kol. [72] demonstruje vliv prostfedi a lidské aktivity ve vinohradu, konkrétné
pesticidi na elementarni slozeni vina. Vina oSetfena pesticidy obsahovala az tfikrat vice médi.

Divi§, Pofizka a kol. [18] ve vinech odrud Ryzlink rynsky, Muller-Thurgau a Veltlinské zelené
analyzovali prvkové slozeni typické pro tyto odridy a proménné v elementarnim slozeni, které
budou silné vazany na danou odrlidu a zaroven nebudou ovlivnény dalSimi faktory, jako je
napriklad geograficka poloha a zrani vina. Pouzity byly analytické metody ICP-OES (opticka
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem) a ICP-MS (hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem) a jednorozmérné a vicerozmérné statistické metody analyzy
hlavnich komponent (PCA — principal component analysis). Divi§ a kol. [18] navrhuji tyto
metody jako efektivni a slibné varianty pro autentifikaci vin z hlediska jejich odrady. Tfi odrady
vytvorily ve 2D projekci shluky charakteristické danymi proménnymi. Odrida Ryzlink byla
nejvice charakteristicka vysokym pomérem Tm/Yb a Yb/Lu a vysokou koncentraci Gd, Tb a Al.

Khalafyan a kol. [17] pomoci metody ICP-MS analyzovali 49 vzork( vin odridy Ryzlink a
dalSich odrud z ruskych oblasti. Pomoci korelaéni analyzy bylo ur¢eno 5 stopovych prvki
za prediktory odrad (Fe, Mg, Rb, Ti a Na). V Ryzlinku se tyto prvky nachazely v koncentracich
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2,662-4,546 mg-I* pro Zelezo, 58,38-91,47 mg-I* pro hof¢ik, 38,68-77,53 mg-I* pro sodik,
0,0001-0,5850 mg-I* pro rubidium a 0,023-0,031 mg-I* pro titan.

Obsah prvkl As, Ba, Ca, Co, Cr, Li, Mg, Rb, Sr, Sn v pudé&, hroznech a vinech byl analyzovan
ve studii Suhaj a kol. [73], kde mezi vzorky hroznG a vin byla odrida Ryzlink vliassky
Z 6 vinafskych oblasti Slovenska. Pro analyzu tym pouZil atomovou absorpéni spektrometrii
s plamenem (F-AAS) a absorpCni spektrometrii s grafitovou peci (GF-AAS) a pro statistické
zpracovani PCA analyzu. Korelace mezi slozenim vina a slozenim pldy z vinarské oblasti byla
signifikantni.

Vztahem mezi ptdou vinohradu a slozenim vina z Ceské republiky se zabyvala také studie
Kmenta a kol. [74], kde byla pro analyzu 27 prvkd pouzita AAS a ICP-MS, vina pochazela
pouze z Ceskych vinafskych oblasti. Pro vyhodnoceni bylo pouzito PCA a dendrogrami
shlukové analyzy. Pouze hof¢ik byl statistiky vyznamnym prvkem v koncentraci v padé a
ve viné (korelacni koeficient r = 0,616). Mezi vzorky se vyskytovala i odrdda Ryzlink rynsky.
Studie uvadi nizsi obsah sodiku v ¢eskych vinech (2—-62 mg-I) oproti vinim z jinych oblasti
Evropy a tomuto faktu pfipisuji absenci mofe v Ceské republice. Studie také uvadi pfitomnost
tézkych kovu (Cd 0,055-3,37 ug-lt a Pb 10,9-1253 ug-l?), ktera je pfipisovana
environmentalnimu znecisténi eské oblasti hlavné v blizkosti Mostu a hlavniho mésta Prahy.
Pramérny obsah makroprvkd (> 1 mg-I*) uvadi v porfadi K> Ca > Mg > P Na > Fe > Mn a
mikro a stopovych prvkud (< 1 mg-I*) v pofadi Rb > Al > Cu > Sr, Zn >Ba > Pb > Cr > Li > Ni >
V>As>Cs>Sb, Co>Cd, U, Be, Ag>TI.

Florin-Dumitru a kol. [75] charakterizovali Ryzlink italsky, ktery byl péstovan v Rumunsku,
pomoci koncentrace kovl a izotopovych poméra olova a stroncia. Izotopové poméry
207pp/208pp, 208pp/206p, 204pp/206Ph g 87Sr/%6Sr se ukazaly jako vhodné proménné pro uréeni
geografického plvodu tohoto vina. NejvySSi koncentrace byly pozorovany u drasliku
(176,09 + 3,09 — 514,03 + 0,72 mg-I"Y), hofc¢iku (82,42 + 1,20 — 122,14 + 2,47 mg-It), vapniku
(30,39 + 1,50 — 77,45 + 1,97 mg-1?) a Zeleza (3,19 £ 0,07 mg-I*?).

Studie Gajeka a kol. [40] analyzovala 28 prvk( pomoci metod ICP-MS, ICP-OES a CV-AAS
(atomova absorpéni spektrometrie s technikou studenych par) pro rtut ve vinech bilych
i Gervenych, mezi vzorky se nachazela i odriida Ryzlink plvodem z oblasti Polska a Némecka.
Studie uvadi vysSi obsah prvkd Ag, Be, Bi, Cd, Co, Li, K a Ti oproti vinim ¢ervenym, kde se
nachazi vice prvka B, Ba, Cr, Cu, Mn, Sr a Zn.

Charlton a kol. [76] klasifikovali vina podle jejich odrady, roéniku a pavodu (Ceské republika,
Madarsko, Rumunsko a Jizni Afrika) pomoci elementarnich parametri (Li, Ca, Fe a Si)
a organickych parametri (kyselina Sikimova a ethanolamin). Mezi vzorky bilych vin byla
rovnéz odrida Ryzlink. Zavérem této studie byl fakt, Ze vina $lo odliSit pomoci pokroc€ilych
statistickych metod na zakladé odriidy a zemé pavodu.

Zatimco obsahu fenolickych latek v bilych vinech a v Ryzlinku rynském pavodem z Ceské
republiky se vénuje fada studii, u elementarni analyzy je pocet studii omezenéjsi.

2.6 Vybrané metody pro charakterizaci a autentifikaci vina

Pro charakterizaci vina |ze vybirat z mnozstvi instrumentalnich metod podle druhu analytu [36].
Vino je komplexni matrice a z instrumentalni analyzy se nejCastéji pouzivaji separacni,
spektroskopické a spektrometrické techniky. VétSimu porozuméni komplexni matrici vina
vyznamné umoznil rozvoj plynové chromatografie v padesatych letech dvacatého stoleti
a vyvoj kapilarnich kolon v osmdesatych letech [77].
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2.6.1 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie je vhodnou separaéni metodou pro analyzu tékavych latek.
Aromatické latky jsou po uvolnéni z matrice pomoci vhodné extrakéni techniky davkovany
pomoci injektoru a vnaseny nosnym plynem (dusikem, heliem nebo vodikem) do kolony, kde
probiha samotna separace podle fyzikalné-chemickych interakci skupin se stacionarni fazi
kolony. Nejvice pouzivanymi stacionarnimi fazemi jsou polymery odvozené
od polyethylenglykolu. Kolona je umisténa v termostatu, kterym Ize fidit rezim analyzy — mize
byt izotermalni anebo s teplotnim programem [78].

Posledni ¢asti plynového chromatografu je detektor. Univerzalnimi detektory pro analyzu vina
je plamenové-ionizaéni detektor (FID — flame-ionization detector) a hmotnostné
spektrometricky detektor (MS — mass spectrometry) [78]. Hmotnostni spektrometrie slouzi
k separaci iontl podle jejich poméru hmoty ku naboji m/z [36]. Mezi specifické detektory patfi
elektrochemicky detektor (ECD — electro-chemical detector) pro slouceniny s halogeny
a plamenovy ioniza¢ni detektor (FPD — flame photometric detector) pro slou€eniny se sirou
[78].

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickym detektorem GC-MS je
konkrétné u tékavych latek vina povazovano za jednu z nejcitlivéjSich metod pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu [79] a je Siroce pouzivano v oblasti analyzy aroma vina [80]. Tato
technika je hlavné vhodna pro analyzu monoterpenu v jejich volné tékavé formé [32], které
tvofi charakteristické odridové aroma [36]. KvUli tékavosti nelze ovsem analyzovat pomoci
GC terpeny v jejich glykosidové formé, pro tuto moznost je nejvhodnéjsi pouziti HPLC
s reverzni fazi [32].

Na rozdil od ostatnich detektor pfidava hmotnostni spektrometrie analyze dalsi informaci
a tou je iontové spektrum, tato technika ma také nizsi detekéni limit. Jakmile je slou€enina
vylou€ena z plynového chromatografu a zaznamenana jako pik v chromatogramu s danym
retenénim Casem, nasleduje ionizace sloucenin, tedy rozstfileni na ionty. Existuje nékolik
ioniza¢nich technik, u plynové chromatografie se vzhledem k opera¢nim tlakim pouziva hruba
technika elektronova ionizace (El — electron ionization nebo electron impact) a mékka
chemicka ionizace (Cl — chemical ionization). lonty jsou rozdéleny na separatoru, coz je
obvykle kvadrupdl, iontova past nebo detektor doby letu (detektor TOF — time of flight), podle
poméru hmoty ku naboji m/z a zaznamenany jako piky ve spektru [78].

Limitaci metody GC-MS u uréovani odridového charakteru vina je fakt, Ze metoda neuvadi,
ktera slou€enina se pfimo podili na vzniku aroma, pouze je kvantifikuje ve vzorku. Jak jiz bylo
feCeno v prfedchozi teorii, analyty na sebe obvykle pUsobi synergicky a jejich senzoricky efekt
je tak kombinaci nékolika aromatickych latek. Proto se plynova chromatografie pfi analyze
aromatickych latek vina ¢asto pouziva ve spojeni s olfaktometrickym detektorem (GCO), ktery
hodnotitel pouziva pro senzorickou analyzu. Spolu s chromatogramem lze ziskat k latkam
eluujicim v retencnich Casech i jejich senzoricky popis. Touto technikou Ize stanovit i prah
vhimani aromatickych latek [49]. Bowen a kol. [49] ve své studii uvadi, ze lidsky nos je citlivéjsi
detektor nez GC-MS pro urcité slouc€eniny.

2.6.1.1 Hmotnostni spektrometrie v rezimu SIM a TIC

MS funguje v riznych médech. TIC (total ion chromatogram nebo total ion current) skenuje
vSechny ionty v urCitém rozmezi hmot, vysledkem je kompletni chromatogram s mnoha piky.
Proto se tato technika pouziva k identifikaci neznamych slouenin pomoci referenénich
spekter z knihoven. Limitujicim faktorem této techniky je niZsi citlivost a nepfesna kvantifikace.
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Druhou moznosti je rezim SIM (single ion monitoring nebo selected ion monitoring), ktery meéfi
pouze specifické pfedem vybrané ionty, obvykle 3 az 4 hmoty hlavni pro danou slouceninu.
SIM ze své podstaty neslouzi pro kvalitativni analyzu, ale je vhodny hlavné pro stopoveé
analyzy konkrétnich slou€enin. Oproti TIC ma SIM lepsi citlivost [78; 81].

Kvantifikaci aromatickych latek v rezimu SIM vybérem selektovanych iontd latek pouzili také
ve studii Schittlera a kol. [12] a Bowena a kol. [49], kde byly pouzity 3ionty (3 m/z)
pro kvalitativni analyzu a 1 pro kvantifikaci.

PFi interpretaci se pouziva jak retencnich €asu, tak pikl ze spektrometru. V posledni dobé se
pro ovéreni Casto zavadéji navic linearni retenéni indexy, nékdy nazyvané Kovatsovy (série
alkant C¢—Cio) [50].

2.6.1.2 Preparacni metody pro analyzu aromatickych latek

Pfed samotnou analyzou je nutné kazdy vzorek vhodné pfipravit a izolovat pozadované
analyty z matrice. Vino je matrice komplexni a volba vhodného postupu neni jednoducha [77].
Pokud jsou charakterizovanou skupinou tékavé latky, z vina je Ize izolovat pomoci klasickych
preparacnich metod, jako je destilace nebo extrakce organickym rozpoustédlem — extrakce
kapaliny-kapalinou (LLE - liquid-liquid extraction), anebo moderng&jSimi metodami jako je
extrakce tuhou fazi (SPE - solid phase extraction), dynamicka head-space extrakce
a mikroextrakce tuhou fazi (SPME — solid phase microextraction) [82].

a nizsi citlivosti [77]. Oproti destilaci nebo extrakci kapalinou, pfi které dochazi ke znaéné
spotifebé rozpoustédel, jsou extrakce na tuhou fazi ekonomicky vyhodnéjsi [83], a také omezuji
pouzivani toxickych rozpoustédel [77]. Pro extrakci kapaliny kapalinou byl ve studii
madarskych a makedonskych vin lvanovy a kol. [84] pouzit dichlormethan. Tato metoda LLE-
GC-MS byla touto skupinou i validovana [85]. LEE pouzili také Komes a kol. [50] pro analyzu
aroma Ryzlinku rynského z Chorvatska, extrakénim cCinidlem byl 1,1,1-trichlorfluormethan
(Freon 11).

Alternativni a hlavné vyrazné nakladnéjSi extrakéni technikou je superkriticka fluidni extrakce
(SFE — supercritical fluid extraction) [86]. Touto technikou ve spojeni s GC-MS bylo v roce
2020 studii Geffroye a kol. [86] ve vinech stanoveno az 76 molekul (z toho 35 senzoricky
aktivnich). Studie také identifikovala dearomatizovanou matrici ziskanou superkritickou fluidni
extrakci oxidem uhli¢itym jako nejlepSi matrici pro studovani aromatického profilu. Nevyhodou
této techniky je jeji nakladnost [86].

Komplikaci pfi vyhodnocovani vysledkl, kde byla pouzita jedna z konkrétnich extrak&nich
metod, je nesourodost vysledkl. Bowen a kol. [49] popisuji komplikaci pfi identifikaci slou¢enin
s nizkou koncentraci (konkrétné B-damascenon, linalool, cis-rose oxid, okten-3-ol), které
mohou byt eluované blizko velkych pikd kyselin nebo esterd a tedy i moznou Spatnou
interpretaci vysledka.

2.6.1.3 Head-space mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi SPME (solid-phase micro-extraction) vychazi z extrakce tuhou fazi,
ktera se provadi na kolonkach, ve kterych se analyt sorbuje na danou stacionarni pevnou fazi
a poté desorbuje pomoci rozpoustédla anebo teplotou. Metoda mikroextrakce tuhou fazi,
vyvinuta v devadesatych letech profesorem Pawliszynem a kolektivem, dosahla upiného
odstranéni rozpoustédla, Casove uspory a miniaturizace extrakénich metod [77; 83].
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SPME metoda pouziva nejCastéji kfemenné vlakno (Obrazek 6) uloZené v mikrostfikacce
o priiméru 100-300 ym a délce pfriblizné 21,5 cm zavislé podle daného chromatografu [83].
Povrch vlakna je chemicky upraven a funguje jako sorp¢ni stacionarni faze. Na tuto vrstvu se
sorbuje analyt az do dosazeni sorpcni rovnovahy mezi kapalnou matrici a pevnou sorbujici
fazi. Nasleduje desorpce teplotnim rezimem z injek¢niho prostoru pfimo do kolony [87].

\
| prostor injektoru >
jehla / 7

Obrazek 6: SPME viakno, upraveno podle [83]

Sorpce na vlakno se provadi ve dvou mddech; pfimo ponofenim do kapalného vzorku (DI —
direct immersion) nebo &astéji z prostoru nad vzorkem tzv. head-space (HS). Head-space
vyuziva tékavosti latek a odebira vzorek z nasycenych par kapaliny nad roztokem [87]. Head-
space mUlze byt staticka, anebo dynamicka s pfitokem inertniho plynu anebo vakuovou
vyvévou, které vedou analyty k zakoncentrovani na sorbentu [77].

Typ stacionarni faze na vlakné ovliviiuje selektivitu extrakce a vysledek celé analyzy. Vybér
vlakna zavisi na molekulové hmotnosti, t€kavosti a polarité analytu. Nejcastéji pouzivanymi
polymery jsou polydimethylsiloxan (PDMS) pro nepolarni analyty, polyakrylat (PA) pro polarni
slouceniny a polyethylenglykol (PEG) pro alkoholy nebo divinylbenzen (DVB). Pro aromatické
tékavé slouceniny je nejvhodnéjsi vlakno DVB/carboxen/PDMS [87].

Kromé typu stacionarni faze jsou dalSimi faktory ovliviiujicimi pfesnost SPME doba a teplota
extrakce, pH a iontova sila vzorku, sloZzeni matrice nebo pfitomnost rozpoustédla; coz je
v pfipadé vina voda a ethanol [77]. Extrakce je zavisla i na dobé&, po kterou je vlakno v head-
space prostoru, kde probiha extrakce na polymer. Analyzu také ovliviiuji podminky desorpce
— hlavné teplota a prutok nosného plynu [88].

Vyuziti SPME techniky pro analyzu vina a hrozni neustale narGsta, od devadesatych let se
pocet publikaci roCné zvySuje linearné. PfestozZe existuje mnoho aplikaci SPME-GC-MS u vina,
pFesnych kvantifikacnich a optimalizovanych metod je stale nedostatek. Optimalizace metody
je totiz narocna pravé z divodu mnoha proménnych [88]. Vyhodou SPME je kombinace
extrakce, zakoncentrovani a davkovani vzorku pfimo do kolony v jednom zafizeni. Nevyhodou
této techniky je nizka kapacita vlakna, pouze 0,6 pl analytu se sorbuje na 100 um PDMS vlakna,
coz ovlivnuje citlivost analyzy [89].

Zatimco SPME je u extrakce tékavych latek z vina rozSifend, méné znamou a méné
pouzivanou metodou je alternativni a moderni varianta SPME, ktera se nazyva sorpcni
extrakce na michadle SBSE (stir-bar sorptive extraction), a ktera byla vyvinuta koncem
devadesatych let [49]. Analyty se sorbuji na stacionarni fazi na michadlu [51]. Michadlo muze
byt pfimo ponofené do matrice, anebo muze probihat headspace extrakce [89]. SBSE
extrakce maze eliminovat rusivé polarni latky z matrice, jako je voda, ethanol, kyselina octova
a glykol. Touto technikou se zvySuje citlivost a snizuje detekéni limit [51]. Vyhodou oproti
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detekce a kvantifikace [89]. Tuto metodu pouzili v roce 2017 Caven-Quantrill a kol. [90]
pro porovnani aromatického profilu anglickych vin fermentovanych a zrajicich v ocelovém
tanku a v dubovém sudu. SBSE-GC-MS pouzili také Bowen a kol. [49] pro kvantifikaci nejvice
aromatickych latek americkych Ryzlink(. Pro analyzu vina odridy Ryzlink z Makedonie pouzili
metodu extrakce SBSE-GC-MS tym Doneva-Sapceske a kol. [51] a pro analyzu Ryzlinku
z Ameriky SBSE-GC-O-MS tym Bowena a kol. [49].

2.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

U kapalinové chromatografie je vzorek unaSen mobilni kapalnou fazi hnanou tlakem
a postupné zdrzovan v chromatografické koloné (stacionarni fazi) na zakladé afinity analytu
k chemickym skupinam na povrchu vypiné kolony. Eluce muze byt izokratickda s neménnym
sloZenim mobilni faze nebo gradientova s postupné modifikovanym slozenim mobilni faze, coz
usnadnuje separaci. Slozky jsou separovany a poté detekovany detektorem, ktery méfi rizné
fyzikalné-chemické vlastnosti [36].

HPLC se pouziva u vina pro analyzu cukru, organickych kyselin a polyfenolickych latek [36].
Kapalinova chromatografie je nejvhodnéjsi technikou pro analyzu fenolickych latek, pfestoze
zatim dokazou tyto techniky produkovat pouze vysledky pro méné polymerni molekuly.
Nejvétsi problém pfi stanovovani fenolickych latek je koloidni stav, ve kterém se vyskytuji [31].

Pfi spojeni separacCni techniky HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) se pouZivaji
ionizatory fungujici za atmosférického tlaku (APl — atmospheric pressure ionization) kvuli
prechodu z vysokotlaké kapalinové chromatografie do vakua hmotnostni spektrometrie. Mezi
tyto ionizacni zdroje patfi elektrosprejova ionizace (ESI — electrospray ionization), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCl — atmospheric presssure chemical ionization),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPl — atmospheric pressure photoionization)
a laserova ionizace za atmosférického tlaku (APLI — atmospheric pressure laser ionization).
Separatory typické pro HPLC-MS jsou kvadrupdl (Q), trojity kvadrupdl (QqQ), iontova past
(IT —ion trap), detektor doby letu (TOF — time of flight detector) a orbitrap [91].

Z detektorl se pfi analyze vin a jejich obsahu fenolickych latek nej¢astéji pouziva detektor
hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS) a diodové pole (HPLC-DAD — diode array detector) [13].

2.6.3 Metody pro elementarni analyzu

Pro analyzu prvkového sloZeni vina se nejCastéji pouzivaji 3 techniky. Prvni je atomova
absorpéni spektrometrie (AAS — atomic absorption spectrometry), kde absorpce zafeni je
pfimo umeérna koncentraci prvku. Jeji pouziti je ovSem omezeno na pfiblizné 60 prvku [36],
prfevazné alkalické kovy, a je vhodna pouze pro prvky ve vysSich koncentracich. DalSi
technikou, kterd dokaze detekovat podstatné vice prvkl v niz8ich koncentracich (ug-g?), je
atomova (opticka) emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES -
inductively coupled plasma optical emission spectrometry). Tato technika vyuzZiva excitace
prvku plazmatem a detekuje naslednou emisi fotona [92].

Pro nejpfesnéjSi analyzu se pouziva hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS - inductively coupled plasma mass spectrometry), kde vysoce
energeticka plazma ionizuje prvky, které jsou poté separovany pomoci jejich poméru m/z.
Citlivost této metody je az v fadech ng-g?, je mozné ji pouzit i pro ultrastopové koncentrace

na rozdil od rychlé, ale malo citlivé AAS [92]. Pomoci ICP-MS Ize analyzovat hned nékolik
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prvk ve velmi nizkych koncentracich zaroven, proto se nékdy uziva také pojem
multielementarni analyza [93]. Metoda ICP-MS dokaze také diky rozliSeni pfesnych hmotnosti
stanovovat i jednotlivé izotopy prvku a jejich poméry [36]. Izotopovou analyzu Ize pouzit
i pro autentifikaci vin — konkrétné izotopy *°N, *C a 80, jejichz obsah vypovida o plvodu pudy,
obsahu vody, geografickém plavodu a dalSich faktorech rustu vinné révy [94].

Pfed samotnym provedenim elementarni analyzy je nutné odstranit rusSivé vlivy matrice
pomoci preparacnich krokd. K tomuto ucéelu se pouzivaji takzvané mokré nebo suché metody,
kam patfi mikrovinna digesce, UV-digesce, termalni digesce, rozpusténi vzorku
v rozpous$tédle nebo zpopelnéni [93].

Metody ICP-OES a ICP-MS jsou pouzivané pro autentifikaci vin, obzvlasté kovy jsou velmi
vhodné pro ur€eni geografického puvodu vina [93]. Tyto metody se obvykle kombinuji
s metodami pro stanoveni dalSich organickych sloucenin. Analyza kovl a dalSich prvki u vina
obvykle doprovazi analyzu tékavych sloucenin, které jsou hlife pouzitelné jako proménné
pro uréeni autenticity, protoze jejich koncentrace béhem produkce a zrani vina muze kolisat
[92].

2.6.4 Spektrofotometrické stanoveni celkovych fenolickych slouéenin

Celkovy obsah fenolickych latek (TPC — total phenolic content) Ize méfit pomoci Folin-
Ciocalteuovy spektrofotometrické metody [95]. Principem metody je oxidaéné-redukéni reakce.
Zluté Folin-Ciocalteuovo ¢&inidlo, které obsahuje hlavné molybden a wolfram, je redukovano
na modré zbarveni pomoci fenolickych latek, které se oxiduji. Méfeni probiha pfi vinovych
délkach 700-760 nm. Metoda se kalibruje pro kyselinu gallovou, ktera je typickym zastupcem
fenolickych sloucenin [96; 97].

U bilych vin je celkové obsah fenolickych latek niz§i nez u vin Eervenych, protoze jsou hrozny
zpracovavany bez slupek [95]. Lee a kol. [95] uvadi, Ze pouziti kapalinové chromatografie
pro jejich stanoveni muaze byt technicky narocné a doporuCuje pouziti jednodusSich
spektrometrickych metod.

Nevyhoda Folin-Ciolcalteuovy metody je citlivost na jakékoliv redukéni slou¢eniny obsazené
v matrici. Pfi méfeni nékolika riznych vzorkd mohou vznikat nestejnorodé vysledky.
Interferenci zpUsobuji redukujici cukry, sulfidy a kyselina askorbova [95]. Celkovy obsah
fenolickych slougenin je také ovlivnén stafim vina, kde podle JanCafové a kol. [98] plati trend
klesani obsahu fenolickych latek se stafim vina.

Valasek a kol. [64] naméfili obsah celkovych fenolickych slou¢enin pomoci Folin-Ciocalteuovy
metody u vina odridy Ryzlink 194 az 281 mg-I*. Zhijing a kol. [99] uvadi hodnoty TPC
v rozmezi od 39,4 do 239,4 mg-g*. Faitova a kol. [65] méfili TPC u odridy Ryzlink zaroven
s méFenim obsahu resveratrolu, ktery také patfi mezi fenolické latky, ale korelace mezi témito
obsahy nebyla potvrzena (5,73 %). Faitova uvadi obsah fenolickych latek v Ryzlinku
pro Ceskou oblast 223-532,7 mg-I'* a moravskou oblast 175-465 mg-I™.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje

- plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific INc., Waltham, MA, USA)

- hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific INc.,
Waltham, MA, USA)

- knihovna spekter NIST/EPA/NIH (Gaithesburg, Maryland, USA)

- SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Pennsylvania, USA)

- hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (Agilent 7900, USA)

- opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Horiba Jobin Yvone
Ultima 2 (Horiba Scientific, Francie)

- kapalinovy chromatograf Agilent infinity 1260 (Agilent technologies, USA)

- kolona HPLC Poroshell 120 EC-C18, 150 x 4,6 mm x 2,7 ym (Agilent
technologies, USA)

- UV-VIS spektrofotometr (Helios Gamma and Delta Spectronic Unicam, USA)

- analytické vahy GR-120 EC (Helago, CR)

- laboratorni sklo a dal$i vybaveni laboratofe

3.2 Pouzité chemikalie

- kalibraéni roztok AAS-standard stroncium 1 g-I"* (CarlRoth, Némecko)

- kalibraéni roztok Vanad 1 g-I* (Cesky meteorologicky institut, CR)

- kalibraéni roztok molybden standard 1 g-I" (Fluka analytical, Svycarsko)

- smésny standard 14 analytti 1 g-I*— Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn
(Astasol, CR)

- smésny standard Ca, K, Mg, Na 5 g-I'%, P 10 g-I'* (Analytika Praha, CR)

- kyselina dusiéna p.a. (Lachner, CR)

- chlorid sodny p.a. (Lachner, CR)

- vodny kalibragi roztok Ca, K, Mg, Na, Al (Analytika Praha, CR)

- methanol pro HPLC (VWR Chemicals, USA)

- kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

- (+)-katechin hydrat (Sigma-Adlrich, USA)

- (-)-epikatechin (Sigma-Aldrich, USA)

- kyselina p-kumarova pro HPLC (Sigma-Aldrich, UK)

- kyselina kadvova pro HPLC (sigma-Aldrich, USA)

- bezvody uhligitan sodny (Lachema, CR)

- Folin-Ciocalteuovo &inidlo (VWR Chemicals, CR)

3.3 Analyzované vzorky

Vzorky 20 vin odridy Ryzlink rynsky pochazely ze 4 moravskych vinafskych podoblasti
(znojemska, velkopavlovicka, mikulovska a slovackd), kde kazda byla zastoupena alespori
4 vzorky. Vina pochazela jen z vinarstvi s ovéfenym plvodem. Roéniky vin se pohybovaly
v rozmezi let 2019 az 2021, vina patfila mezi sucha a polosucha. VSechny vzorky byly
analyzovany do 48 hodin po otevieni lahvi. DalSi informace o vzorcich uvadi nasledujici
Tabulka 3.
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Tabulka 3: Seznam analyzovanych vin a jejich kédové oznaceni

kéd | podoblast | vinafstvi | Z0YHKOWY | rognik | jakost | Vinarska | vinicni
cukr obec trat
1|ZNO1 | znojemska Znovin suché 2020 |jakostni Hnanice Knizeci
vrch
2| ZNO2 | znojemska Pialek & suché 2020 |voOC Oblekovice
Jager
3 | ZNO3 | znojemska Lahofer suché 2021 | kabinetni
4| ZNO4 | znojemska Znovin suché 2019 | pozdni Strachotice | Div&i
sbér vrch
5[ ZNOS5 | znojemska Vanék suché 2021 |VvOC Vrbovec U sv.
Urbana
6 | VP1 |velkopavlovicka |Jedlicka suché 2019 pozdni Boretice Terasy
sbér
7| VP2 |velkopavlovicka |ZD suché 2021 |zemské Némdcicky
Nemcicky vino }
8 |VP3 |velkopavlovicka |SamSula suché 2020 | pozdni Cejkovice
sbér
9| VP4 |velkopavlovicka |Sedlak suché 2020 | pozdni Velké Dlouha
sbér Bilovice hora
10 | MIK1 | mikulovska Holanek suché 2020 pozdni Ivan AEIBIS
sbér
11 | MIK2 | mikulovska Kolby suché 2020 pozdni Pouzdfany | Kolby
sbér
12 | MIK3 | mikulovska Mikrosvin |suché 2020 pozdni Mikulov Za
sbér cihelnou
13 | MIK4 | mikulovska Nové suché 2020 pozdni Drnholec U kfizku
vinarstvi sbér
14 | MIK5 | mikulovska Sonberk suché 2019 Popice
15| MIK6 | mikulovska Madl suché 2020 | pozdni Sedlec Nad
sbér Nesytem
16 | SLO1 | slovacka Herzanovi |suché 2020 |zemské Luzice
vino,
organicky
péstované
hrozny
(bio)
17 | SLO2 | slovacka Sv. Florian | polosuché | 2020 pozdni Syrovin Lysiny
sbér
18| SLO3 | slovacka B/V suché 2019 | pozdni Ratiskovice
sbér
19 | SLOA4 | slovacka Zarek polosuché |2019 | pozdni Syrovin Lysiny
sbér
20 | SLO5S | slovacka Spielberg |suché 2019 |pozdni ZarosSice Maliny
sbér

VOC - vino originalni certifikace

3.4 Pouzité metody

Pro zméfeni 20 vzorkG bylo vyuzito 5 analytickych instrumentalnich metod. Prubéh

experimentu shrnuje nasleduji schéma (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Schéma analyzy vin odridy Ryzlink rynsky

3.4.1 Plynova chromatografie — stanoveni aromatickych latek

Tékavé aromatické latky byly stanoveny pomoci metody HS-SPME-GC-MS. Analyty byly
stanoveny kvalitativné v rezimu uplného skenu (TIC) a dale byly zpracovavany

semikvantitativné integrované plochy piku.

Do vialky byly pipetovany 3 ml vina bez fedéni a roztok byl zasolen 1 g chloridu sodného. Vina
byla proméfena programem Xcalibur 2.2 za podminek nastavenych na chromatografu

(Tabulka 4).

Pro kvantitativni analyzu byla vyuzita knihovna hmotnostnich spekter

NIST/EPA/NIH a relativni obsah (rel. %) obsazenych sloucenin byl vypocten z plochy pika.
Chromatogramy lze najit v pfilohach v kapitole 9. Méfeni kazdého vzorku bylo provedeno
dvakrat a relativni odchylky vyhodnocenych ploch byly mensi nez 10 %.

Tabulka 4: Nastaveni HS-SPME-GC-MS analyzy

Mikroextrakce tuhou fazi

Doba inkubace 5 minut
Teplota extrakce a inkubace (teplota agitatoru) 40 °C
Doba extrakce 30 minut
Zapnuty agitator 5 sekund
Vypnuty agitator 60 sekund
GC-MS analyza
Davkovani splitless
Uzavfeny ventil 7 minut
Kapilarni kolona TG-WaxM$S
Rozmeéry kolony 30 m x 0,25 mm x 0,5 mm
Teplota injektoru (desorpce) 250 °C
Doba desorpce 7 minut
Doba celkové analyzy 60 min
Nosny plyn hélium
Priitok nosného plynu 1 ml-min?
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Tabulka 4: Nastaveni HS-SPME-GC-MS analyzy

Teplotni program vzestupny gradient teplota zg?ibeii
2 °C'min‘t do 100 3 min
5 °C-min-t do 130 5 min
5 °C-min-! do 200 1 min

Hmotnostni detektor

Maod elektronova ionizace

ionizacni energie 70 eV

teplota iontového zdroje 220 °C

skenovaci rozsah m/z 40-320 amu

rychlost skenovani 0,2s

3.4.2 Kapalinova chromatografie — stanoveni fenolickych latek

Fenolické slouceniny obsazené ve viné byly stanovovany pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostnim detektorem za daného nastaveni (Tabulka 5). Analyty byly stanoveny
kvantitativné pomoci spekter a kalibracni rovnice. Celkem bylo stanovovano 5 fenolickych
latek: kyselina gallova (m/z = 168,9), katechin a epikatechin (m/z = 288,9), kyselina kavova
(m/z = 178,9) a kyselina kumarova (m/z = 118,9).

Tabulka 5: Nastaveni HPLC-MS analyzy

HPLC-MS
Zakladni nastaveni reverzni faze
Eluce gradientova eluce
t (min) kyselina mravenci 1% (%)  methanol (%)
0,00 90 10
2,50 90 10
20,00 10 90
20,01 50 50
25,00 50 50
25,01 90 10
Priitok mobilni faze (ml-min-?) 1
Nastfik (pl) 5
Teplota (°C) 35
Doba analyzy (min) 30
Kolona Kinetex 5mikrom EVO C18 100 A 250 x 4,6 mm
lonizator ESI
ReZim skenovani SIM

Vzorek vina byl dvakrat zfedén destilovanou vodou, prefiltrovan pres stfikackovy filtr
a davkovan do vialek. Jako kalibra¢ni roztoky byly pouzity kyseliny gallova, kumarova, kavova,
katechin hydrat a epikatechin. Katechin hydrat byl pfepodten na katechin. Standardy
o koncentraci 1 g-I"* byly rozfedény methanolem do fady kalibra¢nich roztoku o koncentracich
0,01-1-5-10 mg-I* (viz. Obrazek 8).
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Obrazek 8: Kalibracni krivky vybranych fenolickych latek
3.4.3 Folin-Ciocalteuova metoda — stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (TPC) byla pouzita spektrofotometricka
Folin-Ciocalteuova metoda. Vzorky byly méfeny ve tfech opakovanich. Jako kalibracni
standard byla pouZita kyselina gallova. KalibraCni roztoky byly namichany v rozsahu 0-25-
50-100-200-300—400-600 mg-I* (Obrazek 9). Kalibra¢ni kfivka i vzorky byly méfeny
za stejnych podminek.

Pro analyzu byl pfipraven nasyceny roztok uhli¢itanu sodného (7,5 g uhli¢itanu sodného
na 95 ml vody) a Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo bylo 10x zfedéno. Pro samotné mérfeni byl
pipetovan 1 ml destilované vody, 1 ml zfedéného Folin-Ciocalteuova €inidla a 100 pl vina nebo
kyseliny gallové pro kalibraci. Pro slepy pokus bylo pipetovano 100 pl destilované vody.
Po uplynuti 5 minut byl pfidan 1 ml Na.COs. Vzorky byly ponechany 30 minut ve tmé
pro zreagovani. Po uplynuti této doby byla zméfena absorbance vzorku pfi 760 nm. TPC byl
vyjadien v mg ekvivalentu kyseliny gallové na ml vzorku vina (mgcae-ml™).

e y = 0,0028x
O R2=0,9971
©
2
(@]
172
O
©
X
X
100 200 300 400 500 600

koncentrace kyseliny gallové (mggae-l™)

Obrazek 9: Kalibracni kfivka pro kyselinu gallovou
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3.4.4 Atomova emisni spektrometrie — stanoveni prvka

Makroprvky (Ca, K, Mg, Na) a mikroprvek hlinik byly stanoveny pomoci atomové emisni
spektrometrie s iontové vazanym plazmatem pfi danych podminkach (Tabulka 6) a vinovych
délkach: Ca 396,847 nm, K 766,490 nm, Mg 285,213 nm, Na 588,995 nm, P 214,914 nm a
Al 396,152 nm.

Vzorky byly pfedem desetkrat ziedény 1% kyselinou dusi¢nou. Kalibrace byla pfipravena
metodou standardniho pfidavku a slepym vzorkem bylo zfedéné vino.

Tabulka 6: Nastaveni ICP-OES analyzy. Pro hlinik byl priitok pomocného plynu upraven na 0,2 |-min.

ICP-OES
Vykon plazmového hofaku (W) 1200
Pumpa do zmlzovace (ot-min?) 15
Plazmovy plyn argon (I'min-1) 13,5
Nebulizaéni plyn (I-min-1) 0,8
Auxiliérni plyn (I-min-t) 0,2
Tlak zmlzovace (bar) 3

3.4.5 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem — stanoveni prvku

Mikroprvky a stopové prvky byly stanoveny pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem dle daného nastaveni (Tabulka 7). Pro metodu byl pouzit interni standard
bismut, indium, stroncium, ytrium a terbium. Vzorky byly pfedem pétkrat zifedény kyselinou
dusi¢nou.

Pro kalibraci byly pouzity standardni roztoky (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, Mo, Sr, V)
v koncentracich 10-100-1000 ug-I*. Prvky Fe, Ni, Cu, Zn byly zméfeny i navic s kolizni celou.

Tabulka 7: Nastaveni ICP-MS analyzy

ICP-MS
Nosny plyn (I'min't) 0,9
Plazmovy plyn (I-min-1) 14,98
Vzdalenost ICP hofaku (mm) 1
Peristalticka pumpa (rpm) 0,5
Vzorkovaci ¢as (s) 0,41
Vykon RF (W) 1600
lontovéa ¢ocka 1 (V) -200
lontova ¢ocka 2 (V) -180
Omega bias (V) -20
Omega ¢ocka (V) 5
Vstupni cela (V) -40
Vystupni cela (V) -60
MS analyzator kvadrupdl
Deflektor (V) 14,63
Skenovaci rozsah m/z (amu) 7-205
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3.5 Statistické zpracovani vysledk

Vysledky instrumentalnich analyz byly zpracovany statisticky pomoci programu Statistica 13
a MS 365 Excel. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka.

Byl navrzen experiment, ktery vina rozdéli podle oblasti jejich plvodu (skupinovy parametr)
a pomoci charakteristického obsahu chemickych slou¢enin (proménné).

Ze statistickych metod byla pouzita deskriptivni analyza a korelacni analyza. Pro ovéfeni
normality dat byl pouzit Shapiro-WilkGv test a pro ovéfeni homogenity dat Leveneho test.
Pro odlehlé vysledky byl pouzit Grubbslv test. Pro data, ktera byla normalné a homogenné
rozloZena, byla pro zjisténi rozdill mezi vzorky pouzita parametricka jednofaktorova analyza
rozptylu (ANOVA — analysis of variance). V ramci ANOVy byl proveden i Tuckeyho t-test.
Pro nenormalni a nehomogenni data byla pouzita neparametricka verze metody ANOVA,
takzvany Kruskal-Wallisuv test. Statistické vyhodnoceni jednorozmérovych statistickych
metod probéhlo na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (intervalu spolehlivosti 95 %).

Z vicerozmérnych technik byla pouzita analyza hlavnich komponent (PCA - principal
component analysis). Pro tuto metodu byla data pfedem standardizovana. Proménné byly
vybrany v intervalu spolehlivosti 90 % (hladina vyznamnosti a = 0,1).
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnim zamérem prace bylo pokusit se o autentifikaci plvodu a rozdéleni vin vybrané odridy
(Ryzlink rynsky) podle podoblasti pomoci charakteristického sloZeni. V praci bylo pouzito
5 instrumentalnich metod pro charakterizaci vzorku vin pivodem ze 4 moravskych vinafskych
podoblasti (v praci jsou oblasti nadale oznatovany pomoci zkratek ZNO — znojemska, VP —
velkopavlovicka, MIK — mikulovska, SLO — slovacka). Jelikoz se jedna o vzorky stejné odrady,
byla stanovena hypotéza, Ze bude mozné vina odliSit pomoci charakteristickych chemickych
sloucenin podle mista plvodu, jak bylo uz popsano v teorii (kapitola 2.2). Data byla pouzita
k obsahlé statistické analyze, jejiz celkovym vystupem jsou grafy analyzy hlavnich komponent.

4.1 Aromaticky profil vina odrady Ryzlink rynsky

Pomoci metody HS-SPME-GC-MS bylo ve vinech semikvantitativné identifikovano
36 aromatickych slouc¢enin. Procentualnim zastoupenim vyrazné prevaZzovaly estery
(identifikovano jich bylo 18), které jsou vysledkem kva$eni, dale kyseliny (2) a alkoholy (7).
mnozstvi, coz je pravdépodobné zpusobeno vysokou citlivosti SPME vlakna na estery, ale
také vySSim obsahem ester(l ve vinech obecné. Z esterll, které vinlm dodavaji kvétinovy
buket, jsou zastoupeny hlavné acetatové estery s pfiboudlinovymi alkoholy a ethyl estery
kratSich mastnych kyselin, jak bylo pfedpokladano podle dat Jacksona a kol. [22]. Nasledujici
tabulka a graf (Tabulka 8 a Obrazek 10) ukazuji relativni procentualni zastoupeni
identifikovanych skupin aromatickych slou€enin. Procento vyjadfuje tzv. relativni obsah
aromaticke latky ve ving, tj. zastoupeni v ramci vSech vyhodnocenych aromatickych slou¢enin
v chromatogramu, které bylo pocitano z celkové sumy vSech vyhodnocenych pikd. Vzorky byly
zprimérovany pro jednotlivé oblasti pavodu.

Tabulka 8: Aromatické latky identifikované ve vinech odrudy Ryzlink rynsky (ZNO — znojemska
oblast, VP — velkopaviovicka oblast, MIK — mikulovska oblast, SLO — slovacké oblast)

pramérné procentualni zastoupeni

slouéenina retenéni €as (min) slougeniny (rel. %)

ZNO VP MIK SLO
ethyl-butanoat 7,47 0,82 0,74 0,79 0,77
ethyl-3-methylbutanoét 8,62 0,13 0,18 0,23 0,25
2-methylpropanol 9,93 0,50 0,60 0,62 0,77
isoamyl-acetat 10,94 1,38 0,81 1,46 1,23
isoamylalkohol 15,69 16,08 13,13 15,42 15,71
ethyl-hexanoat 16,95 20,23 18,28 17,51 15,03
hexyl-acetat 19,18 0,54 0,38 0,69 0,37
ethyl-2-hydroxypropanoat 23,56 1,31 1,21 0,63 1,03
hexan-1-ol 24,12 1,53 2,13 1,70 1,58
ethyl-oktanoat 29,21 26,04 26,26 26,70 25,57
kyselina octovéa 30,69 0,93 0,57 0,50 0,45
nerol oxid 31,05 0,81 1,01 0,78 0,74
geranylethylether 33,65 0,06 0,10 0,07 0,05
ethyl-hexa-2,4-dienoat 33,76 0,00 0,00 0,00 4,63
ionon 34,43 1,07 1,43 1,06 1,24
butan-2,3-diol 35,92 0,53 0,39 0,28 0,33
B-linalool 36,40 0,59 0,52 0,58 0,73
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Tabulka 8: Aromatické latky identifikované ve vinech odrudy Ryzlink rynsky (ZNO — znojemska
oblast, VP — velkopaviovickéa oblast, MIK — mikulovska oblast, SLO — slovacka oblast)

pramérné procentualni zastoupeni

sloucenina retenc¢ni €as (min) slougeniny (rel. %)
ZNO VP MIK SLO
oktanol 36,82 0,16 0,26 0,26 0,24
terpinen-4-ol 38,69 0,05 0,05 0,04 0,05
hotrienol 39,33 0,60 0,66 0,56 0,51
ethyl-dekanoat 40,26 6,02 1,77 6,60 7,37
isoamyl-oktanoat 40,96 0,06 0,10 0,07 0,09
ethyl-benzoét 41,41 0,04 0,03 0,03 0,03
diethyl-sukcinat 42,05 4,48 6,15 5,01 5,79
ethyl-dec-4-enoat 42,50 0,00 0,09 0,35 0,38
o-terpineol 42,76 0,39 0,58 0,48 0,51
TDN* 44,86 0,26 0,37 0,44 0,46
dekanol 46,17 0,05 0,07 0,07 0,07
B-citronellol 46,41 0,02 0,01 0,01 0,01
ethyl-fenylacetat** 47,25 0,12 0,13 0,09 0,08
fenylethyl-acetat*** 48,41 0,32 0,28 0,25 0,32
ethyl-dodekanoat 49,34 0,29 0,35 0,25 0,41
kyselina hexanova 49,75 1,91 2,30 1,68 1,67
fenylethylalkohol 51,69 4,96 3,97 4,74 5,05
diethyl-malat 55,23 0,14 0,13 0,14 0,13
kyselina oktanova 55,77 7,57 9,06 6,95 7,41
* TDN — 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen
** ethylester kyseliny fenyloctové
*** fenylethylester kyseliny octové
z 0 9,2 9,6 9,5
§ S %0 ; 07 ; 15 11,4 s ) r
3T 80 16 3,1 28 2,6
w =
Rg 70
=5 kyseliny
59 60
*GC: % 50 C13 norizoprenoidy
§ -§ 40 terpeny
o5 30 m estery
ET
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E2 1 18,3 24,5 233 23,8
a
0
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Obrazek 10: Procentualni zastoupeni identifikovanych skupin aromatickych sloucenin, vzorky
byly zpramérovany pro jednotlivé oblasti ptvodu (ZNO — znojemska, VP — velkopavlovicka, MIK —

mikulovska, SLO —

slovacka)
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Obrazek 10 ukazuje, Zze nejvysSi obsah alkoholl byl identifikovan u vzorkd z velkopavlovické
oblasti (24,5 %), esterl ve znojemské oblasti (70,2 %), terpenu ve velkopavlovické oblasti
(3,1 %), C13 norisoprenoidu ve slovacke oblasti (1,7 %) a kyselin v mikulovské oblasti (11,4 %).
Obecné se ale vzorky mezi oblastmi celkovym obsahem aromatickych latek vyrazné nelisily.

Piky s nejvySSi intenzitou v chromatogramu byly isoamyl-acetat, isoamylalkohol, ethyl-
hexanoat, hexyl-acetat, ethyl-oktanoat, ethyl-dekanoat, diethyl-sukcinat, fenylethylalkohol
a diethyl-malat (viz. GC-MS chromatogram v pfilohach v kapitole 9). Mnohé z téchto latek
vyjmenovava ve své studii pro charakterizaci typického aromatického profilu odridy Ryzlink
rynsky i Schuttler a kol. [34] — jako statisticky vyznamny a typicky marker odrady Ryzlink uvadi
diethyl-sukcinat (p = 0,061) a fenylethylalkohol (p = 0,021).

Z terpent byly identifikovany nerol oxid, geranylethylether, B-linalool, terpinen-4-ol, hotrienol,
a-terpineol a [B-citronellol. Terpinen-4-ol a B-citronellol bylo obzvlasté tézké identifikovat,
protoZze se jednalo o nizké piky obtiZzné kvantifikovatelné s nizkym pomérem signal/Sum
(pfiblizné S/N = 10). Schiittler a kol. [34] oznacili jako typické terpenové deskriptory odridy
Ryzlink nerol oxid (p = 0,010), linalool (p = 0,042), a-terpineol (p = 0,018) a ionon (p = 0,063).
Komes a kol. [50] u odridy Ryzlink rynsky puvodem z Chorvatska identifikovali jako hlavni
terpeny linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol, nerol a B-damascenon, z nichZ oxidovana forma
nerolu a vdechny slouéeniny kromé B-damascenonu byly identifikovany i v této praci. Doneva-
Sapceska a kol. [51] mezi dalSi typické aromatické latky pro Ryzlink fadi i zde identifikovany
citronellol. Ve vzorcich byly identifikovany vSechny terpeny (kromé geraniolu), které byly studii
Mikulikové a kol. [62] oznadeny jako dominantni odridové markery, a které byly také pouzity
pro vicerozmérnou analyzu v jejich studii (linalool, terpineol, citronellol a nerol). Z ester(
vznikajicich kvaSenim byly, stejné jako ve zminéné studii, identifikovany ethyl-oktanoat,
diethyl-sukcinat, fenylethyl-acetat, kyselina hexanova a kyselina dekanova. V této studii bylo
také pouzito extrakeni techniky SPME, proto se identifikované slou¢eniny témér shoduji. Oproti
oCekavanému profilu nebyl identifikovan benzaldehyd a geraniol.

Z Cy3 norisoprenoidl byly identifikovany pouze ionon a TDN. TDN je povazovan za dalSi hlavni
marker odridy Ryzlink rynsky [31] a v této diplomové praci byl identifikovan ve v§ech vzorcich.
Norisoprenoid B-damascenon identifikovan nebyl, ovsem Bowen a kol. [49] ve své studii
pro Ryzlink B-damascenon nezaradili jako typicky marker této odrady. Nebyl identifikovan ani
vitispiran [31] a 4-vinylguajakol [49], pravdépodobné z divodu odlisné techniky extrakce —
obvykle byl 4-vinylguajakol identifikovan ve studiich, kde se pouzivala extrakéni metoda SBSE
(Bowen a kol. [49]) nebo extrakce kapalinou (Komes a kol. [50]).

Za odradové markery |ze také povazovat podle Oliveiry a kol. [57] Sestiuhlikaté slouceniny,
které vtéto praci byly také identifikovany — konkrétné se jednd o hexan-1-ol, kyselinu
hexanovou a derivaty Sesti uhlikatych slou¢enin ethyl-hexanoat a hexyl-acetat.

4.1.1 Parametrické a neparametrické testy pro aromatické latky

Z izoprenoidnich latek mezi sebou nejvice korelovaly pfimo umérné nerol oxid a TDN
(korelaéni koeficient r = 0,85), TDN a ionon (r = 0,66), nerol oxid a ionon (r = 0,67), B- citronellol
a B-linalool (r = 0,63), hotrienol a nerol oxid (r = 0,49), a-terpineol a hotrienol (r = 0,53), a-
terpineol a B-linalool (r = 0,53). Nepfimo umérné korelovaly B-citronellol a nerol oxid (r = - 0,58)
a B-linalool a nerol oxid (r = - 0,57). Vyznamné mezi sebou také korelovaly vdechny ethyl estery
(r > 0,70). Nejvyssi korelace byla nalezena pro kyselinu hexanovou a oktanovou (90,53 %).
Korelace byly povazovany za signifikantni pro p <0,05. U celkového srovnani skupin
aromatickych latek mezi sebou korelovaly statisticky vyznamné jen estery a kyseliny, a to
ze 71,06 %.
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Na zakladé parametrické a neparametrické analyzy rozptylu bylo u aromatickych latek zjiténo,
ze ze 36 proménnych pouze 2 jsou ovlivnény oblasti piivodu vina, jedna se o ethyl-benzoat
(p = 0,0060) a diethyl-sukcinat (p = 0,0247), ktery zmifoval i Schuttler a kol. [34] ve své studii
(p =0,061). VétSina aromatickych latek se tedy svym obsahem podle vinafské podoblasti nelisi.
Na zakladé Tuckeyho t-testu se u proménné ethyl-benozatu od sebe nejvice liSily oblast
znojemska od slovacké (p = 0,0423) a oblast znojemska od velkopavlovické (p = 0,0046).
U diethyl-sukcinatu se nejvice liSily oblasti slovacka od znojemské (p =0,0277). Ostatni
proménné se signifikantné neli§i v intervalu spolehlivosti 95 % a na zakladé univariacni
analyzy rozptylu mezi nimi nebyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil.

Predpokladem tohoto experimentu bylo, Ze vina stejné odridy bude mozné odliSit plivodem
hlavné podle izoprenoidnich latek nebo alkohold, které jsou podle literatury vyznamnégjSimi
markery terroiru nez estery, které vznikaji pfi kvadeni. Tento pfedpoklad se vSak nepotvrdil,
jediné dva ze statisticky vyznamnych identifikovanych parametrd jsou estery. Tento vysledek
je pravdépodobné zplsoben mensim poctem analyzovanych vzork( z podoblasti, které se
nachazeji velice blizko sebe. Vysledek je ¢asteéné i v souladu s literaturou, ktera potvrzuje, Ze
samotné aromatické latky nejsou zatim dostateCnym markerem puavodu, protoze se mohou
v obsahu lisit, i kdyZ pochazeji ze stejného vinohradu a jedné odrtdy [64]. Aromatické latky by
se mély pouzivat v kombinaci s dalSimi faktory, proto byla pro celkovou vicerozmérnou
analyzu v této praci pouzita kombinace proménnych (viz. kapitola 4.5).

Analyza rozptylu byla také provedena podle chemickych skupin pro proménné celkové
alkoholy, estery, terpeny, Cis norisoprenoidy a kyseliny. VS8echna data byla normalni a
homogenni (p > 0,05). Jednotlivé skupiny se od sebe statisticky vyznamné neliSily (alkoholy
p = 0,3629, estery p =0,1955, terpeny p = 0,2858, Ci3 norisoprenoidy p = 0,0647, kyseliny
p = 0,3989). Na zakladé Tuckeyho t-testu ovSem bylo zjisténo, ze podle proménné Cis
norisoprenoidd se od sebe li§i podoblast slovacka a znojemska (p = 0,0417), jak lze vidét
i z boxového grafu (Obrazek 11). Ztohoto divodu byly Ciz norisoprenoidy pouzity jako
parametr pro PCA (viz. kapitola 4.5). Obrazek 11 zobrazuje boxové grafy pro vSechny skupiny
aromatickych latek.
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Obrazek 11: Boxové grafy pro skupiny aromatickych latek obsaZenych ve vinech odridy
Ryzlink rynsky (podoblasti ZNO — znojemska, MIK — mikulovska, SLO — slovacka, VP —
velkopavlovicka)

4.2 Celkovy obsah fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek (TPC — total phenolic content) byl méFen pomoci
spektrofotometrické  Folin-Ciocalteuovy = metody a vevinech se  pohyboval

v v
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nejvysSi u vina z oblasti slovacké. Uvedeny rozsah souhlasi s literaturou, ktera uvadi
koncentrace 194—281 mgcae-It [64] nebo 175465 mgeae’I* [65] u vin odrady Ryzlink rynsky,
nebo je pouze u ojedinélych vzorkd vysSi. Data shrnuje nasledujici tabulka (Tabulka 9) a
boxovy graf (Obrazek 12). Z grafu Ize vidét, Ze vina ze slovacké oblasti maji vyssi celkovy
obsah fenolickych slouCenin a TPC data se vtéto podoblasti z 25-75 % pohybuiji
v koncentracich pfiblizné 300-360 mgcae-I™.

Tabulka 9: Deskriptivni statistika pro TPC (mgcae‘l't) podle vinarskych podoblasti (MIK — mikulovska,
VP — velkopavlovicka, SLO — slovacka, ZNO — znojemska)

MIK VP SLO ZNO
priimér 260,06 + 37,41 234,18 +44,21 310,58 + 23,92 259,65 £ 38,13
median 264,62 226,64 300,68 231,17
konfidencni interval 95 % 201,07-319,04 150,58-317,77 229,10-392,07 194,71-324,60
minimum 174,22 180,13 214,84 219,62
maximum 330,84 303,28 380,96 341,79
normalita dat (p-hodnota) 0,9662 0,8572 0,6487 0,1361
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Obréazek 12: Boxovy graf pro TPC — celkové fenolické latky (mgcae‘l™?)

PFi méfeni bylo pfedpokladano, Ze se jedna o nepifilis robustni spektrofotometrickou metodu,
které také predchazi delSi laboratorni pfiprava, ktera maze byt pfipadnym zdrojem chyb a
vyS§Sich smérodatnych odchylek u opakovani méfeni. Pro metodu jsou také kritické redukujici
cukry ve vinech, které mohou zpusobovat interferenci, protoze se Folin-Ciocalteuovym
Cinidlem rovnéz zbarvuji do modra [95]. Pfesto ale byly vysledky programem Statistica
vyhodnoceny jako normalni (Shapiro-Wilkav test p = 0,5188) a homogenni (Leveneho test
p = 0,9560). Normalitu vzorkd ukazuje také p-graf (Obrazek 13). U vzork( také nebyla
identifikovana zadna odlehla hodnota (Grubbs(yv test p = 0,9148) a TPC bylo tedy pouzito jako
daldi parametr spolu s vysledky zkapalinové chromatografie pro analyzu rozptylu a
vicerozmérné analyzy z hlediska obsahu fenolickych latek (vice v kapitole 4.3). Stanoveni TPC
bylo pouzito i proto, Ze bylo doporu¢eno ve studii Leeho a kol. [95] jako dopInék stanoveni
fenolickych latek kapalinovou chromatografii.
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Obréazek 13: p-graf norméalniho rozloZeni hodnot TPC (celkovych fenolickych latek)
4.3 Kvantifikace vybranych fenolickych latek

Z fenolickych slou¢enin bylo pomoci HPLC-MS stanoveno 5 slou€enin: 3 fenolické kyseliny, a
to kyselina gallova, kavova a kumarova, a 2 flavonoidy katechin a epikatechin (Tabulka 10).

Tabulka 10: Zakladni parametry pro kvantifikaci fenolickych slouc¢enin

kyselln’a katechin epikatechin ky,selmla kyselma’
gallova kavova kumarova
m/z 168,9 288,9 288,9 178,9 118,9
retencni ¢as (min) 3,1 6,9 8,9 8,2 10,0
kalibra¢ni rovnice |y =6449,23x y=14018,51x y=15165,02x y=1144424x y =4863,92X
koeficient 0,9950 0,0936 0,0922 0,9951 0,9992
determinace R

Z tabulky vysledkl naméfenych hodnot (Tabulka 11) Ize vidét, Zze koncentrace téchto
slou€enin jsou velmi nizké. Celkové se hodnoty pohybovaly v rozmezi: kyselina gallova (0,41-
34,99 mg-I?), katechin (0,05-7,44 mg-I"), epikatechin (0,03-4,14 mg-I?), kyselina kavova
(0,14-2,05 mg-It) a kyselina kumarova (0,30—4,04 mg-1%).

Nejvétsi rozptyl Ize vidét u kyseliny gallové, kde se hodnoty pohybuji od minima 0,41 mg-I*
do maxima 34,99 mg-I". U kyseliny gallové nelze vidét zadny trend, ani podobnost chovani
u jednotlivych podoblasti, jak bylo pfedpokladano. Naméfené hodnoty jsou vyrazné vyssi, nez
je uvadi jiné studie u odrady Ryzlink rynsky z Ceské republiky (Kupsa a kol. [24] uvadi
nejvy$si namérenou koncentraci kyseliny gallové 2,29 mg-I%, Pavlousek a kol. [13] 1,91-
2,86 mg-It). Tyto studie ov§em identifikovaly fenolické latky pomoci detektoru diodového pole,
zatimco v této diplomové praci byla pouzita hmotnostni spektrometrie a rezim SIM, kde byla
vybrana hlavni hmota, pomoci které Slo slouCeninu identifikovat. Je mozné, Ze doslo
k pfekryvu fragmentu m/z = 168,9 s fragmentem jiné fenolické slouceniny. Literatura uvadi
bézny obsah kyseliny gallové 10 mg-I* pro bila vina [42].

Hodnoty ostatnich ¢&tyf slouenin jsou velice nizké a pohybuji se v desetinach
az jednotkach mg-I* a odpovidaji koncentracim namérenym v jinych studiich (Kupsa a kol. [24],
Pavlousek a kol. [13], Lampif a kol. [15]). Katechin a epikatechin zafadili mezi hlavni
parametry vhodné pro ur€eni autenticity vin odrady Ryzlink rynsky Kupsa a kol. [24], Kumsta

48



a kol. [16] a LampiF a kol. [67]. Katechin a epikatechin jsou izomery a v chromatogramu se
zpravidla vyskytuji spole¢né, epikatechinu bylo vzdy nalezeno pfiblizné o polovinu méné
nez katechinu, coZ souhlasi s daty Kupsy a kol. [24], ktefi pozorovali stejny trend
ve vSech vinafskych podoblastech. Kupsa a kol. [24] naméfili nejvy8Si koncentrace
katechinu a epikatechinu ve vzorcich ze znojemské oblasti (katechin 2,04 mg-I* a epikatechin
0,42 mg-I"Y), v této praci byly nejvyssi primérné koncentrace naméreny u vzorkd z oblasti
slovacké (katechin 1,97 mg-I*a epikatechin 0,91 mg-I*). Nelze o¢ekavat, Ze se budou hodnoty
vin zméfenych v této diplomové praci shodovat s hodnotami naméfenymi v jinych studiich,
protoze se jedna sice o stejnou odridu Ryzlink rynsky a stejné moravské podoblasti, ale
rozdilné roéniky (Kupsa a kol. [24] analyzovali roéniky 2006—2008, v této diplomové praci byly
roCniky vin 2019-2021). Proto jsou smérodatnéjSi vysledky statistické analyzy.

Tabulka 11: Vysledky deskriptivni statistiky pro identifikované fenolické latky podle vinarskych oblasti

kyselina katechin epikatechin ky’selin’a kyselinar
gallova (mg-1Y)  (mg-1) (mg-1) kavova  kumarova
(mg-17) (mg-17)
slovacka podoblast (SLO)
primér 13,20 + 12,84 1,97 £ 3,15 0,91 + 1,81 0,41+ 0,26 1,00 £ 0,62
median 8,85 0,21 0,12 0,37 0,70
minimum 0,81 0,09 0,05 0,14 0,41
maximum 30,86 7,44 4,14 0,84 1,70
normalita dat 0,4622 0,0123 0,0001 0,5219 0,1080
(p-hodnota)
mikulovska podoblast (MIK)
pramér 11,78 £ 9,25 0,13+ 0,11 0,12 £ 0,07 0,26 £ 0,22 1,24 + 0,66
median 12,27 0,10 0,11 0,22 0,99
minimum 0,41 0,00 0,00 0,00 0,74
maximum 21,47 0,33 0,27 0,64 2,52
”(‘;'[ﬂ‘j‘é'ﬁg‘;‘t 0,2421 0,1610 0,5134 0,5462 0,0157
velkopavlovicka podoblast (VP)
pramér 4,74 + 3,35 0,35+ 0,28 0,21+ 0,17 0,80 + 0,86 1,72 + 1,31
median 5,21 0,35 0,20 0,51 1,35
minimum 0,85 0,05 0,03 0,14 0,63
maximum 7,69 0,65 0,42 2,05 3,56
normalita dat 0,3042 0,6128 0,9451 0,1814 0,4005
(p-hodnota)
znojemska podoblast (ZNO)
pramér 9,67 + 14,27 0,72+ 0,97 0,56 + 0,71 0,55+ 0,80 1,70 £ 1,52
median 3,71 0,18 0,16 0,41 1,57
minimum 1,12 0,14 0,13 0,00 0,30
maximum 34,99 2,40 1,80 1,94 4,04
normalita dat 0,0048 0,0132 0,0111 0,0326 0,4512
(p-hodnota)
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4.3.1 Parametrické a neparametrické testy pro fenolické latky

Podle literatury bila vina obecné nevykazuji vysoky podil fenolickych latek, oproti cervenym
vinlm je jejich obsah podstatné nizsi [42]. Na rozdil od €ervenych vin, kde jsou vhodnymi
parametry anthokyanidy, kterych je obsaZeno dostatek, jsou bila vina ponékud problematicka
pro kvantifikaci [66], coZ bylo potvrzeno i v této diplomové praci.

Celkové byly vysledky této metody pomérné nekonzistentni a data vSech proménnych mély
nenormalni rozlozeni kromé kyseliny kumarové, ktera méla ale rozlozeni nehomogenni. Mezi
daty se také nachazelo mnozstvi odlehlych vysledku, jak lze vidét i v boxovych grafech
(Obrazek 14). Pouzita byla neparametricka verze analyzy rozptylu, Kruskal-Wallistv test.
Na zakladé tohoto testu nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi obsahy fenolickych
slou¢enin podle oblasti plvodu na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (kyselina gallova p = 0,7980,
katechin p = 0,2190, epikatechin p = 0,3192, kyselina kavova p = 0,6147, kyselina kumarova
p = 0,7528).

U této metody ovSem byla zjisténa statisticky vyznamna korelace 77,76 % mezi TPC (celkovym
obsahem fenolickych latek) a kyselinou gallovou, coz souvisi i sfaktem, ze tato
spektrofotometricka metoda se pro kyselinu gallovou kalibruje, a také potvrzuje doporuCované
pouziti obou metod (spektrofotometrické a chromatografické) spole¢né, jak je uvadéno
v literature [95]. Vyznamné korelace byly také nalezeny u epikatechinu a katechinu (96,19 %),
protoze se jedna o izomery, které byly stanovovany i podle stejné hmoty, jen v riznych
retenénich &asech. DalSi korelace byly zjistény mezi kyselinou kavovou a kumarovou
(84,84 %), které se od sebe odliSuji pouze jednou hydroxy skupinou.

Kupsa a kol. [24] pouzili fenolické latky i pro PCA analyzu. Ve své studii analyzovali 34 vzorki
Ryzlinku rynského z Ceské republiky a byli schopni rozdélit Ryzlinky do péti shluk podle
oblasti ptvodu, oproti této diplomové praci zde byla navic podoblast litoméficka. Kupsa a kol.
meéli vice vzork( a také vice parametra (11 fenolickych sloucenin), pravdépodobné proto byla
jejich vicerozmérna analyza uspésna. Z vysledkl méfeni spektra vzorkl v této praci nebyly
fenolické slou€eniny stanoveny jako statisticky vyznamné markery pro ovéfeni autenticity
puvodu. Fenolické latky proto nebyly ani vyuzity pro vicerozmérovou analyzu.
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(podoblasti ZNO — znojemska, VP — velkopaviovicka, SLO — slovacka, MIK — mikulovska)
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4.4 Elementarni slozeni vin

Prvkové slozeni vin odrady Ryzlink rynsky bylo méfeno pomoci metod ICP-OES pro prvky Ca,
K, Mg, Na, P a Al a ICP-MS pro mikroprvky a stopové prvky V5!, Cr®2, Mn®, Fe®, Co%°, Ni,
Cu®3, Zn®8, Sr88, Mo%, Cd'!! a Pb?%’. Nasledujici tabulka shrnuje zakladni deskriptivni analyzu

(Tabulka 12).

Tabulka 12: Vysledky deskriptivni statistiky pro identifikované prvky podle vinarskych oblasti

znojemska oblast (ZNO)

velkopavlovicka oblast (VP)

pramér min. max. pramér min.  max.

\/51 6,08 + 1,94 4.8 9,5(31,81+41,94 5,7 94,0

crs2 35,77 £ 3,80 29,6 39,1 (38,02 £ 4,46 32,3 423

Mnss | 898,02 £ 213,40 5455 1086,5 | 978,37 + 340,92 651,3 1443,5

Fes6 | 1035,16 + 323,70 771,2 1519,4 |1 610,90 + 820,61 884,6 2749.4

Mgt | cose 5,02 +2,21 3,4 8,94,05+ 0,94 2,9 5,1
{60 39,64 + 10,07 25,4 51,7 133,94 £4,13 30,9 39,9

cuss |48,89+16,18 33,7 73,9 45,29 £ 19,56 26,7 72,8

7ne6 |1 154,64 + 355,98 726,7 1669,6 | 789,09 + 275,28 490,4 1041,5

gres  |627,80 + 144,54 519,4 872,1|710,90 + 277,25 482.,6 1113,2

Mo% |2,12+1,85 0,1 453,41 +3,08 0,0 7.1

cgur [0,32+£0,19 0,1 0,6 0,10 £ 0,06 0,0 0,2

pp207 | 17,92 + 5,16 11,7 24,6 115,48 + 8,07 7.6 25,4

Ca 75,13 £ 11,23 66,8 94,2 70,77 £9,99 58,3 82,3

K 404,93 + 138,49 214,8 598,8 | 326,10 £ 41,70 285,0 382,6

mg-I1 | Mg 77,86 £ 10,00 68,2 89,1|73,84 +£7,02 68,3 84,0
Na 66,71 + 25,66 44,6 102,2 | 46,88 £ 9,42 39,9 60,8

P 110,05 + 46,82 57,4 182,21101,94 + 12,92 86,3 1145

Al 5,35+1,33 3,6 6,7 4,74 £ 1,06 3,6 6,2

slovacka oblast (SLO) mikulovska oblast (MIK)

pramér min. max. | pramér min. max.

/51 6,34 + 6,15 2,5 17,1 (58,30 £ 129,23 1,7 322,0

crsz | 38,41+5,23 30,7 43,3(39,26 £ 0,95 37,9 40,4

Mnss | 959,23 + 387,52 575,7 1543,7 | 862,94 + 211,83 621,4 1142,8

Fes6 |1216,26 + 338,71 873,5 1746,0 (2 169,82 +1 077,08 1098,7 4105,6

Cos® |3,15+0,80 2,2 4213,95+1,05 25 5,0

pg It | Njso 49,93 +9,76 37,8 59,7 | 56,06 £ 7,15 45,9 63,5
cuts |62,59 £ 43,66 28,9 135,7 | 366,44 + 709,14 35,5 1811,5

znes | 637,17 = 140,09 479,0 807,6 |1 179,31 £ 543,56 595,2 2129,1

Srss 578,56 + 183,03 391,4 866,9 |686,81 + 182,37 413,5 970,8

Moo [0,94 1,23 0,0 2,8(10,73 + 23,03 0,0 57,7

cgr [0,15+0,09 0,1 0,3/0,17 £ 0,11 0,0 0,4

pp20o7 | 17,95 £ 4,46 13,7 23,115,51+4,78 9,9 22.8

Ca 68,77 £ 5,85 60,0 74,2171,68 £ 13,91 49,1 90,3

K 410,21 + 104,07 282,5 543,3 391,21 + 88,42 259,9 512,3

mg-I"t | Mg 70,85 +7,10 64,4 80,873,911 +8,12 64,0 86,9
Na 50,88 + 10,67 44,7 69,7 | 48,38 £ 3,97 41,0 52,7

P 104,56 + 31,04 73,9 152,8| 111,71 + 37,43 59,6 147,9

Al 4,34 + 0,83 3,4 5,35,90 £2,09 3,2 8,4
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V koncentracich nad 10 mg-I'* se nachazely makroprvky v poradi K > P > Mg > Ca > Na, draslik
a fosfor ve stovkach mg-I1, hoic¢ik, vapnik a sodik v desitkach mg-I*. Dale vysoce zastoupené
mikroprvky byly Al a Fe v jednotkach mg-I*. Mezi mikroprvky v koncentraénim rozmezi 0,1-
10 mg-I*Ize zafadit Al > Fe > Zn > Mn > Sr > Cu a mezi stopové prvky v koncentracich 0,0001—
1 mg-I** patfily Ni > Cr >V > Pb > Mo > Co > Cd. Zarazeni prvk( souhlasi s literaturou [59].

Nejvice zastoupenym prvkem ve v§ech vinech byl draslik (prdmérna hodnota 386,37 mg-I*?),
ktery je dllezitym substratem pro kvasinky a kvasinky jsou jim dokrmovany pfi kvaseni [36].
Ve studii Florin-Dumitra a kol. [75] pro Ryzlink pochazejici z Rumunska byl obsah drasliku také
nejvyssi ze vSech prvkl (176,09 + 3,09 — 514,03 £ 0,72 mg-I*). Draslik a vapnik jsou také
soucasti soli s kyselinami vinnou a jable€nou, které se slouzi k ifeni vina [37]. Podle korela¢ni
analyzy |ze také konstatovat, Ze mnoZstvi vapniku rostlo s draslikem (korelace 60,94 %). Méd
je prvkem, ktery pochazi z velké €asti z hnojiv a ve vinech péstovanych s pesticidy se médi
nachazi aztrojnasobné vice oproti vinUm péstovanym organicky [72]. Vina péstovana
organicky a péstovana s pesticidy Ize od sebe pomoci obsahu médi oddélit pomoci statistické
analyzy, jak uvadi Pofizka a kol. [72]. M&d' ve vinech v této diplomové praci méla primérnou
koncentraci 146,86 ug-I". Vino péstované organicky bez postfikl bylo v sadé vzorkd pouze
jedno, pod kédem SLO1, ovSem jeho koncentrace médi se neliSila od ostatnich vzorku ze
slovacké oblasti. V diplomové praci byl také naméren primérny obsah sodiku 53,29 mg-I?,
coz se pohybuje v rozmezi obsahu sodiku typickému pro vina z Ceské republiky (2—62 mg-I*
[74]), kde neni vliv mofské vody.

Z prvka, které jsou ve vinech nezadouci (kontaminanty), byly naméreny pramérné koncentrace
0,19 pg-I* Cd, 16,72 ug-I* Pb a 46,0 ug-I* Ni. Ve studii vin odriidy Ryzlink rynsky z ¢eskych
oblasti byly tyto hodnoty naméreny vys$s$i (Cd 0,055-3,37 ug-l* a Pb 10,9-1253 ug-I?),
pravdépodobné kvili vétSimu znecisténi ovzdusi Ceskych oblasti primyslem.

4.4.1 Parametrické a neparametrické testy pro prvky

Na zakladé univarietni analyzy rozptylu pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 bylo zjisténo, ze
jediny prvek z 18ti proménnych ovlivnény oblasti puvodu byl izotop niklu 60 (p = 0,0029).
Ostatni prvky (p > 0,05) nebyly vyhodnoceny jako typické markery puvodu vina pro odradu
Ryzlink rynsky. Dale byly blizko této hranici prvky Fe® (p =0,0902), Zn (p =0,0882)
a Cd! (p=0,0802). Vysledky Tuckeyho t-testu ukazuji, Ze nejvice se od sebe v obsahu niklu
60 liSily oblasti slovacka a velkopavlovicka (p =0,0480), velkopavlovicka a mikulovska
(p =0,0039), znojemska a mikulovska (p=0,0221) a znojemskd a velkopavlovicka
(p = 0,0039). Odlisnosti Ize vidét i v boxovém grafu pro nikl 60 (Obrazek 15). Oblasti se
nejméné liSily v obsahu Mn®®, Sr8, Ca, K, P a Al (p > 0,90). Toto zjisténi je prekvapivé zejména
pro Sr88 a také Pb?°” (Florin-Dumitru a kol. [75]) a také Mn>® (Ferreti a kol. [19]), které jsou
Casto ve studiich pouzivany jako markery typické pro odliSeni plvodu vina. Tato skute€nost je
pravdépodobné opét ovlivnéna mensim poctem analyzovanych vzorka jedné odridy ze &ty
oblasti, které se nachazeji blizko sebe a jejich geologické podlozi muze byt velice podobné.

Na podobny problém narazila studie Kmenta a kol. [74], kde z 27 prvku obsazenych ve viné
byl jedinym staticky vyznamnym prvkem, ktery byl ovlivnén geologickym prostfedim, hofcik.
Na obsahu minerall ve viné se podili nékolik faktord, neni to jen geograficky puvod a plda,
na které roste réva, ale patfi sem i exogenni faktory, jako je nac€ini pro manipulaci a hnojeni,
vliv. ma i pocasi, protoze pfi desti rostlina pfijima mineraly ve vétSim mnozstvi [36]. To je
pravdépodobné jeden z dalSich dlvodu, pro€ byl v této praci nalezen pouze jeden signifikantni
parametr pro rozdéleni oblasti pivodu, vzorky se totiz mohou liSit i mezi ro€niky (2019-2021).
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Obrazek 15: Boxovy graf pro prvek nikl® obsaZeny ve vinech odridy Ryzlink rynsky (podoblasti
ZN — znojemska, VP — velkopavlovicka, SLO — slovacka, MIK — mikulovské)

4.5 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA) byla provedena nejprve hromadné& pro vSech
57 parametr(l ze vSech 5 instrumentalnich technik (Obrazek 16). Rozdéleni proménnych
ovSem nebylo uspésné. Poté byly dalS§i PCA provedeny oddélené pro skupiny prvkd,
aromatickych slou€enin a fenolické slouc¢eniny spolu s TPC. Vystupem vSech téchto analyz
ovSem nebylo zadné zfetelné oddéleni vin do cluster( podle vinafské podoblasti. Toto zjisténi
potvrzuje i literatura, kde je uvedeno, Ze je Casto potfeba kombinace parametrd [100]. Nejvice
prekvapivé bylo toto zjisténi pro prvky, které jsou obecné povazovany literaturou za vhodné
parametry pro odliSeni vinarskych regiont diky jejich rozdilnému obsahu v pidach [18; 58].
Hromadna PCA analyza ve skupinach nebyla Uspésna, jak jiz bylo nékolikrat zminéno,
pravdépodobné kvuli mensimu pocétu vzorka.
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Obrazek 16: Projekce pozorovani vzorkt vin do faktorové roviny hlavnich komponent 1 a 2
pro vSech 57 proménnych. Z obrazku Ize vidét, Ze rozdéleni vin do skupin podle oblasti pivodu nebylo
uspésne.

54



Proto byly proménné posouzeny jednotlivé a vybrany pouze parametry z riznych skupin
chemickych sloucenin, které byly pomoci univarietni analyzy rozptylu oznaceny za statisticky
vyznamné pro p <0,10. Pro vybér parametrid byla pouzita spolehlivost 90 %, protoze
v intervalu spolehlivosti 95 % nebylo zjisténo dostate¢né mnozstvi parametrd pro uspésnou
PCA analyzu (pouze 3 proménné). Proménné, které byly pouzity na rozSifené hladiné
vyznamnosti a = 0,1, se také nachazely tésné nad hranici 0,05, proto byly vybrany jako

signifikantni faktory. Z celkové 57 parametru jich bylo vybrano 7 (Tabulka 13).

Tabulka 13: p-hodnoty univarietni analyzy rozptylu pro vybrané slouceniny (p < 0,1)

proménné p hodnoty
Fe56 0,0555
Ni60 0,0097
Znte 0,0670
Cd1t 0,0802
ethyl-benzoat 0,0148
diethyl-sukcinat 0,0247
Ci3 norisoprenoidy 0,0744

Pro PCA analyzu s vybranymi proménnymi byly v dvourozmérném zobrazeni sledovany
faktor 1, ktery obsahoval 41,76 % proménnych, a faktor 2 s 19,86 % proménnych (Obrazek 17

a Obrazek 18).

4
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Obrazek 17: Projekce pozorovani vzorku vin (oznaéeni vzorku viz. Tabulka 3) do faktorové roviny

hlavnich komponent 1 a 2 pro 7 vybranych statisticky vyznamnych proménnych (viz. Tabulka 13)
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Z grafli 17 a 18 Ize vidét, Zze vina Ryzlink ze znojemské oblasti jsou charakteristické vySSim
obsahem ethyl-benzoatu a také kontaminujiciho kadmia 111 a naopak niz§im obsahem
diethyl-sukcinatu a Ci13 norisoprenoidud, mikulovska vina jsou charakteristicka vy$Sim obsahem
izotopl zinku 66, niklu 60 a Zeleza 56. Znojemska oblast vytvofila zietelny cluster v kladném
kvadrantu faktoru 2, je to pravdépodobné diky odliSnému puadnimu podlozi této oblasti. Naopak
vina z tésné sousedicich oblasti velkopavlovicka a slovacka se ani zde nepodafilo od sebe
Uplné oddélit, coz muze signalizovat velkou podobnost jejich slozeni. Obé tyto skupiny jsou
charakteristické pro vy$si obsah Ci3 norisoprenoidd a diethyl-sukcinatu.

Z hlediska jednotlivych vzorkl( vin je zajimavy vzorek MIK5, odlehly od ostatnich vzorku
z mikulovské oblasti a majici charakteristiky spiSe velkopavlovické nebo slovacké oblasti.
Tento vzorek se podle geografické mapy viniCnich trati a obci (Obrazek 19) nachazi
na hranicich s velkopavlovickou oblasti, coz m{ize byt jeden z dGvodul odlehlosti, ale mnohem
pravdépodobnéj$im divodem je fakt, Ze jako jediny ze 6 vzorku z mikulovské oblasti je roénik
2019 oproti ostatnim ro¢nikim 2020. Podobné se od sebe liSi vzorek SLO2 a SLO4, prestoze
oba vzorky pochazeji ze stejné vini¢ni traté (Syrovin, Lysiny), ale jsou jiného ro¢niku. Stejné
jako odlehly mikulovsky vzorek MIK5 se nachazeji dalSi odlehlé vzorky VP4 a SLO5
v pohranici oblasti (velkopavlovické a slovacké), kde na rozdéleni vzorki mize mit vliv
geologické podloZzi.
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Obrazek 19: Mapa pouZzitych vzorkt vin odridy Ryzlink rynsky z moravskych vinafskych
podoblasti (seznam vzork viz. Tabulka 3). Mapa byla vytvorena podle online interaktivni mapy
vinarskych obci a trati Moravy [101].

Podobny pfistup kombinace proménnych zrlznych technik pro vyslednou PCA zvolili
i Charlton a kol. [76], ktefi pouzili pro autentifikaci plvodu vina pomoci vicerozmérnych
statistickych metod prvky, tékavé latky a kyseliny. Na podobny problém u rozdéleni vin Ryzlink
rynsky jako v této diplomové praci narazila i skupina Fikselové a kol. [100], ktefi ve své studii
nedokazali pomoci PCA analyzy odliSit odriidu Ryzlink na zakladé zemé plvodu (Slovensko,
Rakousko, Madarsko), zatimco u ostatnich odrid se analyza povedla. V této studii bylo také
pouzito kombinace riznych parametri (cukry, kyseliny, celkovy obsah fenolickych latek a
antioxidac¢ni aktivita).

Celkové Ize vysledek analyz zhodnotit tak, ze vina odrddy Ryzlink rynsky bylo mozné
autentifikovat podle puvodu pouze Caste¢né a pouze podle vybranych proménnych. Tento fakt
je zpusoben pravdépodobné v prvni fadé mensim pocétem vzorku pro statistické zpracovani
(4 az 6) a dale blizkosti a geologickou podobnosti podoblasti v moravském vinafském regionu.
A predevsim byla analyzovana pouze jedna odrida, u které |Ize oCekavat podobné chemické
sloZeni.
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5 ZAVER

Predlozena diplomova prace je dil¢i studii zaméfenou na moznosti autentifikace vin,
resp. jejich klasifikace podle geografického puvodu na zakladé méfeni vybranych chemickych
parametr(.

Celkem bylo analyzovano 20 vzorku vin odrady Ryzlink rynsky pochazejicich ze 4 moravskych
vinafskych  podoblasti  (znojemské, mikulovské, velkopavlovické a  slovackeé).
Z instrumentalnich metod bylo pouzito 5 technik, konkrétné HS-SPME-GC-MS
pro charakterizaci aromatickych latek, molekulova absorpéni spektrofotometrie pro celkovy
obsah fenolickych latek, HPLC-MS pro konkrétni fenolické latky a ICP-MS a ICP-OES
pro prvkové slozeni. Pro statistické vyhodnoceni byly vybrany metody Grubbs(v test
pro odlehlé hodnoty, Shapiro-Wilkdv test pro normalitu dat, Leveneho test pro homogenitu dat,
univarietni analyza rozptylu (ANOVA), Tuckeyho t-test, korelacni analyza a analyza hlavnich
komponent (PCA) pro celkové dvourozmérné zobrazeni dat. Kromé vybéru parametr(
pro PCA byly statistické metody provedeny na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Identifikovano bylo 36 aromatickych latek, za nejvyznamnéjsi pro aromaticky profil vin Ize
povazovat estery, terpeny a norisoprenoidy Ci3. Celkovy obsah fenolickych latek byl naméfen
174,22 mg-I. Fenolickych latek bylo identifikovano 5 (kyselina gallova 0,41-34,99 mg-I?,
katechin 0,05-7,44 mg-I*, epikatechin 0,03—4,14 mg-I?, kyselina kavova 0,14-2,05 mg-I*
a kyselina kumarova 0,30-4,04 mg-I"). Prvk(l bylo zméfeno 18 a nejvice obsazenym byl
draslik v koncentraci pramérné pro v8echny vzorky 386,37 mg-It. Prvky klesaly podle
koncentrace viadée K>P>Mg>Ca>Na>Al>Fe>Zn>Mn>Sr>Cu>Ni>Cr>V>Pb
analyzy rozptylu byly pouze 3 statisticky vyznamné parametry, které byly ovlivnény plvodem
vin, ato Ni®® (p = 0,0029), ethyl-benzoat (p = 0,0060) a diethyl-sukcinat (p = 0,0247) pro hladinu
vyznamnosti a = 0,05.

Analyza hlavnich komponent pro v8echny parametry byla neuspésna, proto bylo vybrano
z celkem 57 parametrd jen 7 (Fe®®, Ni®, Zzn®, Cd!!, ethyl-benzoat, diethyl-sukcinat
a Ci3 norisoprenoidy), které byly pomoci univarietni analyzy rozptylu oznaceny jako slouceniny,
které jsou statisticky vyznamné ovlivnény geografickym puvodem vina (p < 0,1). V tomto
pfipadé se vzorky vin z jednotlivych podoblasti podafilo pomé&rné dobfe rozdélit.

Na zakladé ziskanych vysledku Ize konstatovat, Ze aplikace vicerozmérnych statistickych
metod je vhodnou technikou pro ovéfeni autenticity plvodu vin a pro PCA analyzu je vhodné
zvolit kombinaci parametrd z riznych skupin chemickych sloucenin.

Pro dalSi ovéfovani autenticity ptivodu by bylo vhodné zahrnout do experimentu vice vzorkd
z jednotlivych podoblasti, aby byly vysledky statisticky pfesnéjsi, a idealné i dalSi vinafské
podoblasti Ceské republiky (litoméfickou a mélnickou) a sledovat, jestli budou mit vliv
na rozdéleni vzork(l u PCA analyzy. Tyto oblasti jsou vzdalenéjSi od moravské oblasti a Ize
predpokladat, Ze budou vykazovat vétSi odliSnosti v chemickém sloZeni oproti porovnavani
4 moravskych podoblasti, obzvlasté pokud se jedna pouze o autentifikaci jedné odrudy vina.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-MH — 3-merkaptohexanol

3-MMB — 3-merkapto-3-methylbutanol

3-SH - 3-sulfanylhexanol

4-MMP — 4-merkapto-4-methylpentan-2-on

4-MMPOH — 4-merkapto-4-methylpentan-2-ol

ANOVA — analyza rozptylu (analysis of variance)

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric presssure chemical ionization)
API — ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization)

APLI — laserova ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure laser ionization).
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization)

CI — chemicka ionizace (chemical ionization)

CV-AAS — atomova absorpéni spektrometrie s technikou studenych par (cold vapour atomic
absorption spectrometry)

DAD - detektor diodového pole (diode array detector)

DI — pfimé ponofeni (direct immersion)

DMS - dimethylsulfid

DVB - divinylbenzen

ECD - elektrochemicky detektor (electro-chemical detector)

El — elektronova ionizace (electron ionization nebo electron impact)
ESI — elektrosprejova ionizace (electrospray ionization)

F-AAS — atomova absorpéni spektrometrie s plamenem (flame atomic absorption
spectrometry)

FID —plamenové-ionizaéni detektor (flame-ionization detector)
FPD — plamenovy fotoionizaéni detektor (flame photometric detector)
GAE - ekvivalent kyseliny gallové (gallic acid equivalent)

GC-MS plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (gas chromatography
mass spectrometry)

GCO - plynova chromatografie s olfaktometrickym detektorem (gass chromatography
olfactometry)

GF-AAS - atomova absorpéni spektrometrie s grafitovou peci (graphite furnace atomic
absorption spectrometry)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
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HS — head space
IBMP — 2-methoxy-3-isobutylpyrazin

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma mass spectrometry)

ICP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma optical emission spectrometry)

IT — iontova past (ion trap)

LLE — extrakce kapaliny-kapalinou (liquid-liquid extraction)

m/z — pomér hmota ku naboji

MAS — molekulova absorpéni spektrometrie (molecular absorption spectrometry)
MIK — mikulovska vinaiska podoblast

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

NADH — nikotinamidadenindinukleotid

NM — normalizovany mostomér

NMR — nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
PA — polyakrylat

PCA — analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
PDMS - polydimethylsiloxan

PEG — polyethylenglykol

Q — kvadrupdl (quadrupole)

QQqQ — trojity kvadrupal

RF — vysokofrekvencni (radio frequency)

RT — retengni Cas (retention time)

S/N — pomér signal/Sum (signal/noise)

SBSE — sorp&ni extrakce na michadélku (stir bar sorptive extraction)
SFE — superkriticka fluidni extrakce (supercritical fluid extraction)

SIM — rezim skenu jednoho/vybranych iontd (single ion monitoring nebo selected ion
monitoring)

SLO - slovacka vinafska podoblast

SPE - extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)

SPME — mikroextrakce na tuhou fazi (solid phase microextraction)
TDN - 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen

TIC — rezim celkového skenu (total ion chromatogram nebo total ion current)
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TOF — detektor doby letu (time of flight detector)

TPC - celkovy obsah fenolickych latek (total phenolic content)
UV-VIS — ultrafialovo-viditelny (ultraviolet-visible)

VP — velkopavlovicka vinafska podoblast

XRF — rentgenova fluorescence (X-ray fluorescence)

ZNO - znojemska vinafska podoblast
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8 SEZNAM PRILOH

Priloha ¢. 1: Priklad chromatogramu aromatickych latek obsazenych ve viné odriidy Ryzlink rynsky

PFiloha ¢. 2: Pfiklad chromatogramu fenolickych latek obsazenych ve viné odridy Ryzlink rynsky
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9 PRILOHY

PFiloha &. 1: Pfiklad chromatogramu aromatickych latek obsazenych ve viné odriidy Ryzlink rynsky. Identifikace slou¢enin viz. Tabulka 8
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Priloha ¢. 2: Pfiklad chromatogramu fenolickych latek obsazenych ve viné odridy Ryzlink rynsky
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