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Moznost stanoveni organickych kyselin ve viné pomoci
iontové vyménné chromatografie

Souhrn

Vino je mistem neustdle se ménicich biochemickych reakci. Koncentrace organickych
kyselin je kazdy rok, v kazdé odriidé a pfi rliznych technologickych zpracovani jind. Veskeré
kyseliny vyskytujici se ve viné ovliviiuji vyslednou chut, zbarveni i viini. Monitoring minoritné
pritomnych organickych kyselin je stejné tak dulezity jako téch hlavnich. Kromé vlivu na
organoleptické vlastnosti vina maji kyseliny také konzervacni ucinek. Nadlimitni hodnoty
koncentraci téchto latek, zplsobené Spatnymi technologickymi postupy béhem zpracovani
nebo diky nemoci hrozn(, vedou k nezadoucimu profilu vina, a mohou zapficinit zdravotni
problémy.

Celkové bylo analyzovano Sest vzorku bilych vin stejné odridy ze Stdvkova vinafstvi na
zacatku vinifikace, tfi vzorky hotovych bilych vin a jeden vzorek ¢erveného hotového vina. Cil
stanovit a kvantifikovat nizkomolekularni organické kyseliny ve vybranych odriadach bilého
vina pomoci iontové vyménné chromatografie byl splnén.

lontové vyménnd chromatografie je separa¢ni metodou, ktera dokaze separovat
a kvantifikovat latky diky jejich iontovému naboji. U kyselin s totoZnou velikosti naboje
dochazelo k prekryvu (koeluci) pikli, nebot opoustély kolonu ve stejném reten¢nim case.
Kyseliny se stejnym retencnim ¢asem nebylo mozno bez pouziti hmotnostniho detektoru od
sebe odlisit. Kyseliny shikimatova/glykolatova/octova; kyseliny
oxaloacetatova/pyrohroznova; kyseliny glutaratova/slizova/adipova; kyseliny
jantarova/jablec¢na; kyseliny vinna/malonova; kyseliny stavelova/fumarova a kyseliny
ftalatova s fosfore€nany byly uréeny jako koeluované. Tyto kyseliny byly rozliSeny na zakladé
védeckych praci zabyvajicich se touto problematikou a predpokladanym slozenim vina.

Hypotéza, Ze minoritné pritomné organické kyseliny ovliviiuji organoleptické vlastnosti
vina, byla potvrzena. Rozdilné hladiny kyselin bylo moZno pozorovat u vsech vin.
Analyzovand vina se od sebe senzoricky liSila. U Stavkovych vin, kdy kazdy vzorek zral

v odlisnych nadobach s pouzitim rlznych kvasinek, byly rozdily nejpatrnéjsi.

Klicova slova: vino; organické kyseliny; iontové vyménna chromaografie; organoleptické

vlastnosti vin



Positively of organic acid determination by means of ion
exclusion chromatography in wine

Summary

Wine is the place of ever-changing biochemical reactions. Concentration of organic
acids is every year, in every variety different, and it also depends on a specific technology
used while processing the wine. All acids present in wine influence its final taste, colouring
and bouquet. Monitoring of organic acids that have minority presence is as importants as
the one of the essential acids. The acids have, besides affecting the organoleptic properties
of wine, also a preservative effect. The excessive limits of concentration of these substances
caused by incorrect technological procedures during processing or due to the grape disease
can lead to undesirable wine profile and cause health issues.

In total six specimens of white wine of the same variety from "Stdvkovo vinafstvi'
were analysed at the beginning of the vinification and three specimens of white wine and
one of red wine after finalizing the winemaking process. The target to detemine and quantify
low molecular organic acids in selected varieties of white wine by the ion-exchange
chromatography has been met.

The ion-exchange chromatography is a seperation method that can isolate and
quantify substances thanks to their ionic charge. Co-elution of peaks was taking place in the
acids with the same size charge since they were separated at the same retention time. The
acids with the same retention time could not be distinguished from each other without using
the weight detektor. Shikimic/glycolic/acetic; oxaloacetic/pyruvic; glutaric/mucic/adipic;
succinic/malic; tartaric/malonic; oxalic/fumaric and phtalic acids with phosphorus were
specified as coeluted. These acids were distinguished based on scientific researches dealing
with this topic and anticipated composition of wine.

Hypothetis, that the organic acids with minority presence influence the organoleptic
properties of wine, has been confirmed. All wines showed different levels of acids. The
analysed wines demonstrated sensoric differences. The wines from "Stavkovo vinafstvi",
whereby each specimen matured in different tanks/barrells with the use of different yeasts,

experienced the most significant changes.

Keywords: wine; organic acids; ion-exchange chromatogramy; organoleptic traits of wine
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1. Uvod

Péstovani vinné révy (Vitis vinifera), spolu s konzumaci jejiho vysledného produktu, ma
v Cechéch, a pfedeviim na Moravé dlouholetou tradici. Vino je ale celosvétové vyrabény
napoj a kazdé uzemi ma své specifické rysy, které nasledné utvareji findlni podobu vina.
Pudni a klimatické podminky, terroir, zplsob péstovani a uchovavani vina nebo procesy
zpracovani, to jsou vSechno faktory (vnitfni, vnéjsi) pisobici na mnozstvi pritomnych kyselin
a vyslednou chut vina.

Organické kyseliny, v€etné téch minoritné zastoupenych, vyznamné ovliviuji
organoleptické vlastnosti vina a slouzi také jako konzervacni €idlo. Koncentrace vsech kyselin
se méni od doby, kdy se zacne utvaret hrozen, az do doby, kdy je vino zkonzumovano.
Hladiny kyselin nejsou kazdoro¢né konstantni, proto je dlleZité sledovat jejich obsah jiz od
zacatku rUstu hroznu. Pro docileni harmonické chuti Ize vino rlznymi technologickymi
postupy upravovat, protoze nizké nebo naopak vysoké hladiny koncentraci kyselin, vedou
k nezadouci nevyvazené chuti. Hladiny nékterych kyselin ve viné maji svou urcitou,
legislativné danou hranici, jejiz prekroceni mlzZe zpUsobit zdravotni problémy. Nadlimitni
okyselovanim vina.

Vysi koncentrace kyselin mizeme zkoumat mnohymi metodami, mezi néz patfiiiontové
vyménnd chromatografie. Tato separacni analytickd metoda je zaloZzena na principu
oddélovani chemickych latek vzhledem k jejich rizné velikosti molekul spolu s jejich
nabojem. lontové vyménna chromatografie je vysoce citliva, selektivni, stabilni a spolehliva
instrumentalni metoda. Pro tuto praci bylo pouzito chromatografu Dionex ICS — 1600 ve
spojeni s konduktometrickym detektorem. Analyzované vzorky byly predevsim z bilych
odrid hotovych vin a z vin v poc¢atecni fazi vinifikace. Z dlivodu zanaseni analytické kolony
neni tato metoda podle dostupné literatury zcela vhodna pro analyzu vin éervenych, proto
byl zkouman pouze jeden vzorek tohoto druhu. Aplikaci iontové vyménné chromatografie

mulzeme odhalovat i pan€ovani vina.



2. Hypotéza a cile prace

2.1.Hypotéza
Minoritné zastoupené organické kyseliny vyrazné ovliviiuji organoleptické vlastnosti vin.

Tyto kyseliny Ize stanovit pomoci iontové vyménné chromatografie.

2.2.Cile
Stanovit nizkomolekularni organické kyseliny ve vybranych odridach bilého vina pomoci
iontové vyménné chromatografie. Stanovit speciaci a kvantifikovat minoritné se vyskytujici

organické kyseliny v rliznych druzich ndmi vybraného bilého vina.



3. Literarni reSerse

3.1.Chromatografie

Chromatografie je separacni analytickd metoda, zaloZzend na rozdilné distribuci latek
mezi dvé faze — stacionarni a mobilni. Obecné ji Ize rozdélit podle typu fazi (kapalinova,
plynova, superkriticka aj.), podle usporadani (sloupcova, papirovd, na tenké vrstvé aj.) nebo
podle principu déleni (iontova, afinitni, gelovd, adsorpcni aj.). Chromatografie byla objevena
roku 1900 Michailem Semjonovicem Cvétem béhem experimentovani s rostlinnymi
pigmenty (Stulik 2004).

Pribéh metody je zaznamenan ve chromatogramu chromatografickymi piky, které jsou
charakteristické Poissonovym rozdélenim (ndhodna veli¢ina vyjadfujici pocet vyskyt
sledovaného jevu v urcitém intervalu). Idealni pik by mél byt uzky, vysoky a symetricky, coz
je ovliviiovano mnoha faktory (pritokem mobilni faze, velikosti ¢astic, materialem
stacionarni faze...). Dva sousedni piky povazujeme za rozdélené, pokud je jejich mira
separace (R) vétsi nez 1,5, viz obrdzek jedna. Rovnice pro vypocet miry separace je:

tr
R =

1
5 (wl+w2)

Chromatogram (vystup detektoru x ¢as) znazorfiuje pomoci piku retenéni casy latek
vyskytujicich se ve vzorku. Retencni ¢as vyjadiuje, jak dlouho je latka vdzana na stacionarni
fazi chromatografu. Na zakladé toho od sebe latky odliSujeme, nasledné identifikujeme

a muZeme je i kvantifikovat (Harvey 2016).
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Obrazek 1: Rozliseni chromatografickych pikd

Zdroj: Harvey 2016

3.1.1 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Zpravidla se jedna o adsorp¢ni chromatografii, kdy mobilni fazi tvofi kapalina
a stacionarni fazi ndplfova kolona. Jedna se o jednu z nejpouzivanéjsich separacnich metod
této doby, je univerzalni a dokaze analyzovat Siroké spektrum latek o rdznych molekulovych
velikostech. RozliSujeme reverzni a normalni kapalinovou chromatografii. Reverzni byla
vyuzivana spisSe v minulosti a vyznacuje se tim, Ze je jeji mobilni faze polarni. U normalni
kapalinové chromatografie je tomu naopak. Podle gradientu mobilni faze rozdélujeme eluci
(vyplavovani latek z kolon) na izokratickou (staly pomér slozek mobilni faze po celou dobu)
a gradientovou (postupné navysovani podilu silnéjsich slozek mobilni faze béhem analyzy)
(Niessen & Tinke 1995).

Kapalinové chromatografie Ize modifikovat zvySovanim tlaku (UHPLC), zvySovanim
dimenznich separaci (dvourozmérné chromatografie) nebo modifikaci analyzované latky
(superkriticka fluidni chromatografie) (Novakova & VIckova 2009).

Kapalinovy chromatograf se sklada z mobilni faze, vysokotlaké pumpy, davkovace,
kolony, detektoru a pocitace se software, ktery vytvari chromatogram s vysledky, jak

mUzeme vidét na obrazku dva (Niessen & Tinke 1995).
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Obrazek 2: Schéma HPLC

Zdroj: https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html
3.1.2 Plynova chromatografie (GC)

Zakladem plynové chromatografie je nosny plyn, ktery je vici analyzovanému vzorku
inertni. NejCastéji se jedna o helium, dale to muze byt dusik (velmi reaktivni) nebo argon.
Oproti kapalinové chromatografii pouzivame plynovou chromatografii pro analyzu plynnych
vzorkU s nizsi polaritou, nizsi molekulovou hmotnosti a pro latky tékavé. Tékavé latky lze
analyzovat diky technice nazyvané headspace, kdy odebirame odparujici se vzorek
v uzaviené nadobé nad kapalinou pomoci tenkého vldkna (Korytar et al. 2002;

Caruso & Santoro 2013).

Plynovy chromatograf je zobrazen na obrazku tfi. Tvofi ho zdroj nosného plynu, nosny

plyn, reguldtoru pritoku — kontrola tlaku, nastfrikovy port-injektor, kolona, detektor

a pocitac vyhodnocujici data (Korytdr et al. 2002).
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Obrazek 3: Plynovy chromatograf

Zdroj: www.chromedia.org

3.1.3 Analyza vzorku

Prvnim krokem je odebrani dostatecného mnozstvi kvalitniho vzorku, ktery
homogenizujeme tak, aby dochdazelo k nejmensim moznym ztratdm. Ptiprava vzorku
zahrnuje tzv. purifikaci (ociSténi), béhem niz dochazi k odstranéni pevnych ¢astic (filtrace,
centrifugace, dekantace aj.), rozdéleni latek na zakladé velikosti molekul (molekulové sito),
odstranéni latek na zdkladé jejich polarity (rozdélovaci koeficient), na zakladé odlisného
naboje (ionexova chromatografie) a na zakladé afinity latek (imunoafinitivni SPE) (Novakova
& VIckova 2009).

Po extrakci nasleduje analyza pfipraveného vzorku pomoci chromatografu. Analyt je
unasen mobilni fazi do staciondrni faze (kolony), kde je na zdkladé rGzné afinity jeho
jednotlivych ¢asti separovan (Giddings & Cazes 2002).

Stacionarni faze predstavuje pevnou latku (obvykle silikagel) nebo s ni nehybné spojeny
film kapaliny. Pro separaci velkych molekul, jako jsou tuky nebo bilkoviny, je pouziti
monodisperznich stacionarnich fazi vyhodnéjsi. Predstavuje dobry vykon i pfi vysokych
pratokovych rychlostech s kratkou regeneracni dobou. Na druhé strané, polymerni
stacionarni faze jsou odolnéjsi vici tlaku a extrémnimu pH, ale maji zpravidla nizsi tcinnost

(Oberbeckmann-Winter 2018).
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Diky detektoru ziskdame vysledky prevadéné na jiz zminéné piky, které rozdélujeme na
zakladé jejich retencnich ¢asu. Je nutné podotknout, Ze chromatografie je pouze separacni
metodou, nikoliv detekéni (Giddings & Cazes 2002).

Selektivitu spolu s retenci latky Ize ovlivnit volbou mobilni faze, stacionarni faze
a teplotou. U¢innost metody ovliviiuje délka kolony, pritok a velikost €astic

(Novakova & VIckova 2009).
3.1.4 lontové vyménna chromatografie (IC)

lontové vyménna chromatografie (IC) zUstava jednou z nejsilnéjsich instrumentalnich
technik pro stanoveni anorganickych aniont(i a organickych kyselin v riznych vzorcich
z zivotniho prostredi, jako jsou pfirodni voda, snih, dést, vzduch, kyselé desté nebo
znecisténi vzduchu ve formé fluoridd a chloridd pochazejicich z riznych primyslovych
procesll. Pro tyto a mnoho dalsich dlivodu je dulezité sledovat Uroven organickych
a anorganickych latek v riznych oblastech Zivotniho prostfedi. Pouziti iontové vyménné
chromatografie nabizi fadu vyhod, jako je vysoka citlivost, selektivita, stabilita, moznost
vysokého mnoZstvi stanoveni a spolehlivost (Krata et al. 2009).

lontové vyménna chromatografie patfi mezi kapalinové chromatografie, zalozené na
principu separace chemickych latek vzhledem k jejich odlisné velikosti molekul a naboje, kdy
mezi sorbentem a analytem pusobi elektrostatické interakce (Stulik 2004). MdzZeme ji
aplikovat pti separaci polypeptidd, proteind, polynukleotidi nebo nukleovych kyselin. Diky
jeji vysoké kapacité, jednoduché pouzitelnosti a vysokému rozliSeni Ize iontové vyménnou
chromatografii pouzit také v potravinarskych odvétvich nebo ve zdravotnictvi. IC konkrétné
aplikujeme napf. pti separaci a ¢isténi krevnich slozek, odsolovani vody, rafinaci cukr,
kontrole kvality a bezpecnosti potravin, odstrafiovani protein( a dalSich vysoce nabitych
latek ze vzorkU nebo pfi identifikaci a uréovani mnozstvi kyselin obsazenych ve ving,
ovocnych stavach a dzusech (Cheriyedath 2016).

lontové vyménna chromatografie vyuzZiva interakce mezi nabitymi molekulami
zkoumané latky (mobilni faze) a opacné nabitou staciondarni fazi chromatografu. Staciondarni
fazi v tomto pripadé predstavuje ionex neboli méni¢ iontl (Stulik 2004). lonex je zobrazen na
obrdazku Ctyfi. Jedna se o vysokomolekularni [atku s vysokou pérovitosti, jejiz zakladni skelet
na povrchu nese naboj. BEhem separace dochazi ke dvéma typim iontové vymény, a to

aniontové, kdy staciondrni fazi je kladné nabita anoda (anex) a ke kationové, kdy stacionarni
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fazi predstavuje negativné nabitd katoda (katex) (Cheriyedath 2016). Analyt, obsahujici
nabité molekuly, prochazi v kapalné formé chromatografickou kolonou (stacionarni faze), ve
které je umisténa mobilni faze. Na zakladé naboje jsou molekuly separovany a nasledné

vymyvany pomoci rozdilnych iontovych sil (Stulik 2004; Cheriyedath 2016).

Negativné nabitée

i molekuly (modra)
-~ Pozitivné nabitée

molekuly (Cervena)

Vzorek

y Shromaidovani = @ °..

koloné pozitivné B
nabitych

molekul

Pozitivné nabita gelova kapka
Obrazek 4: lonex

Zdroj: https://docplayer.cz/2058765-Chromatografie-kralovna-analyz.html

Hlavni analyticka kolona hraje v celém systému velmi dalezZitou roli. Méla by byt
kompatibilni s rozpoustédly, coZz umozni fizenou selektivitu vymény aniontl a snadné
vycCisténi sloupcl po analyze komplexnich matric. Lze pouzit i tzv. predkolonu, kterd chrani
hlavni kolonu pred latkami s velmi silnou retenci. Pfedkolona v systému mUZe byt pouZita,
ale nemusi (Giddings & Cazes 2002). Pro identifikaci organickych i anorganickych latek
v ovocnych $tavach, vinech, v potravinach, chemickych pfisadach, roztocich nebo odpadnich
vodach vyuzivame napf. kolony AS10, AS11, AS11-HC, AS15, AS16, AS18, AS20, AS24 aj.
navrzené firmou Dionex, ktera je soucasti koncernu Thermo Scientific, pomahajici urychlovat
vyzkum a zvySovat kvalitu prace v laboratofich. Kolony maji jedine¢nou strukturu slozenou
z vysoce zasitovaného jadra s aniontovou vrstvou na povrchu. Tato aniontové vyménna
vrstva ma regulovanou tloustku, coZ prinasi vynikajici vysledky béhem separace organickych
a anorganickych latek ve zkoumaném roztoku. Vyména aniontové vrstvy je

funkcionalizovana s kvartérnim amoniem skupiny dané latky (Liang & Lucy 2010; Thermo
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Fisher Scientific 2012). Kolon pro iontové vyménnou chromatografii je velké mnoZstvi.
Existuji napf. specidlné navrzené kolony Aclaim Organic Acid, které diky zabudované polarni
funkéni skupiné umoziuji separaci hydrofilnich a aromatickych organickych kyselin ze
vzorku. Tyto kolony funguji pti nizkém pH vzorku s UV detekci. Dale vyuZzivdme
hydroxid-selektivni aniont-vyménné kolony, které jsou vhodné pro systémy s generdtorem
elektrolytickych eluent(; karbonové kolony zajistujici kvalitu a nezdvadnost pitné vody nebo
kolony stanovujici mnozstvi kova ve vzorku, stanovujici mnozstvi alkalickych zemin z pldy
nebo rozliSujici amoniak a aminy ve vzorku (Pragolab 2018). Kromé Thermo Scientific patfi
mezi dalsi vyrobce kolon napf. firma Hamilton nebo Watrex (Watrex 2017).

Prvnim krokem pfi pouziti chromatografie je kalibrace stacionarni faze. Hodnoty pH
spolu s iontovymi silami vychoziho pufru jsou nastaveny tak, aby bylo co nejvice eliminovano
navazani necistot na stacionarni fazi a aby doslo k uchyceni Zadanych slozek na ionex
(Schalley 2003). Po dosazZeni kalibrace nasleduje aplikace vzorku ve zfedénych nebo
koncentrovanych roztocich. Zajima nas doba, kterou jsou dané ionty schopny setrvat na
koloné&. Malé molekuly s malym nabojem se vymyvaiji z kolony jako prvni. Cim vy$si bude mit
molekula ndboj nebo velikost, tim bude v koloné pevnéji a déle vazana (Schalley 2003; GE
Healthcare 2016). Velkou roli hraje pH pufru, koncentrace soli — protiontl a teplota (Niessen
& Tinke 1995).

Na zavér se kolona promyva pufrem s vysokou iontovou silou, ¢imz jsou odstranény
vSechny zbylé navazané molekuly. Cely pokus je vyvhodnocen pocitacem, ktery sestavi graf
s prislusnymi piky neboli elu¢nimi kfivkami (Schalley 2003; GE Healthcare 2016).

Vzhledem k tomu, Ze iontova i iontové vyménna chromatografie patfi mezi kapalinové
chromatografie a v ndzvu se skoro neodlisuji, jsou tyto dvé metody ¢asto chybné spojovany
v jednu. Rozdil mezi témito dvéma metodami je zaloZen na principu v€asné detekce
vodivosti, neboli odstranéni pufru z mobilni faze jesté pred detekci. V roce 1970 Hamish
Small a jeho kolegové separovali pomoci iontové chromatografie ionty z latky, ktera
neobsahovala chromoforni ¢astice a kde mobilni ¢ast tvorfila nevodivostni latka — destilovana
voda. O dva roky pozdéji slavil Moore a Stein velky uspéch, kdy diky iontové vyménné
chromatografii dokdzali od sebe separovat amino kyseliny a transuranové prvky. Za tento
objev ziskali Nobelovu cenu za chemii. Koncepce odstranovani pufru byla klicovym prvkem

pro odliSeni iontové a iontové vyménné chromatografie. Tyto vyzkumy podnécovaly vyvoj
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mnoha dalSich metod, zabyvajicich se oddélovanim iontovych sloucenin v riznych matricich

(Major 2013).

Obrazek 5: Kapilarni iontovy chromatograf ICS - 4000
Zdroj: Pragolab 2018

3.1.5 Stanoveni organickych kyselin ve viné pomoci IC

Obecné se pouziva iontové vyménnda chromatografie pro analyzu prvkovych
a nizkomolekularnich iontG (sloucenina o velmi malé molekularni hmotnosti), které se
vyskytuji v nabitém stavu ve vodé. Po dlikladné analyze je Ize identifikovat i kvantitativné
stanovovat. Rozdélujeme anorganické ionty, ionty organickych kyselin, aminy atd.
Anorganické ionty odvozené od silné kyseliny nebo silné baze existuji ve vodé ve formé
kationt(i nebo aniontu. Pfiprava vzorku vyZaduje pouze filtraci a fedéni (Hayenga 2018).

Pro dosazeni vhodné elucni sily se jako mobilni faze pro iontové vyménnou
chromatografii pouziva kombinace kyselin a zdsad. DosaZeni stabilni analyzy s témér uplnou
disociaci lze docilit, pokud vzorky pronikaji do chromatogramu s hodnotou pH v rozmezi
od 3 do 11. Hodnota pH rozpoustédla je celkové dulezitd pro celou iontové vyménnou
chromatografii. Pro analyzu organickych kyselin Ize vyuzit kyselé mobilni faze, coz vede

k disociaci slabych kyselin nebo pufrovaci metody, kdy se pridava pH pufr pfi vystupu
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eluentu z kolony, coz vede k navozeni neutrdlniho pH, které podporuje vyssi disociaci
organickych kyselin. BEhem této metody pouzivame elektrovodivostni detektor (Shimadzu
2019). V pfipadé moji analyzy pouzivam zadsaditou mobilni fazi — hydroxid sodny.

Vodivostni (konduktometricky) detektor monitoruje kontinudlni vodivost mobilni faze
mezi dvéma elektrodami. Pro analyzu vina se také vyuZivaji citlivé UV detektory. UV
detektory vSak nelze snadno pouzit pro identifikaci anorganickych iontd. Vodivostni detektor
je flexibilni a poskytuje pfimérené nizké detekéni limity spolu s uzitenym rozmezi jak
anorganickych, tak i organickych iont0 (Prusisz et al. 2008). Pro vypracovani této diplomové
prace jsem pouZila konduktometricky detektor.

Ziskané hodnoty vzorku porovndvam s udaji ze zndmého standardu, vysledky lze
nasledné identifikovat a kvantifikovat (Thermo Scientific 2012).

Podle mnozstvi, druhu nebo délky vazby kyselin, rozliSujeme organoleptické vlastnosti
daného vina. Vinafi tedy musi analytickymi metodami sledovat koncentrace rliznych
organickych kyselin, aby zajistili kvalitu svych vin, a nasledné pfipadné upravovat pH,
cukernatost nebo obsah alkoholu (Kordis-Krapez et al. 2001). Pomoci chromatografie byly
jako prvni kyseliny stanoveny vinna a jable¢na. Tyto kyseliny fadime mezi hlavni a vyskytuji
se ve viné ve vysokych koncentracich. Nejsou vsak jedinymi identifikovatelnymi organickymi
kyselinami. Ve viné mlZeme detekovat i kyseliny, které se zde vyskytujici v mnohem nizsich
koncentracich, jako je napf. kyselina quinatova nebo askorbova, viz tabulka jedna. lontové
vyménnou chromatografii Ize odhalit i kyseliny, jejichZ vyskyt ve viné znaci nebezpeci. Do
této skupiny fadime napf. kyselinu glukonovou, glukuronovou nebo slizovou, viz tabulka dvé

(Kotani et al. 2004).

3.2.Vinnd réva

Existuje jen malo zemédélskych plodin, jejichZ produkt je tak rozmanity jako produkty
révy vinné (Vitis vinifera L), zobrazen na obrazku Sest. Rliznorodost vina se navic odrazi
v fadé méfritek od globdlnich (odlisné kontinenty) az po mistni rozdily mezi sousednimi
vinicemi. Vino pochazejici od jednoho vinafe muzZe byt nazyvano Grand Cru (vysoka kvalita),
zatimco jeho sousedovi zUstava jednoduché oznaceni Communale (standart). Pestré profily
vina nesouvisi pouze s geologii a klimatem, jsou prfedevsim zndmkou dlouhodobé prace

nespocetnych generaci péstitell a vinara (Unwin 1996).
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Pravé historicka interakce mezi ¢clovékem a Zivotnim prostfedim vytvafri urcitou kulturni
identitu, ktera je zakladem porozumeéni a Sifeni enologie spolu s vyrobou vina. Produkce
tohoto ndpoje hrala v historii v rliznych ¢astech svéta zakladni ekonomické, socialni, politické
a ideologické role. Kulturni krajina vinohrad(i m(ze byt tedy povaZovana za vyraz

transformaci a interakci urcitého ¢lovéka na urcitém misté (DonauMedia 2008).

29. Réva vinnd (Vitis vinifera); F kvét rozvity,
F, kvét nerozvity; f hrozen plodi.

Obrazek 6: Réva vinna
Zdroj: http://botanika.wendys.cz/index.php/19-fr-polivka-uzitkove-a-pametihodne-rostliny-

cizich-zemi/894-reva-vinna-vitis-vinifera

Révové hrozny maji obecné nejrozsahlejsi vyuziti pfi vyrobé vina. Jejich péstovani je
rozsifeno vSude po svété. Rlzna lokalita, puda, odlisSné podnebi, lidsky faktor a celkovy vliv
klimatickych podminek na vinné hrozny spolu s celou rostlinu, to je to cemu fikame terroi.

Terroi uddva urcitou specifikaci, ktera pak vytvari dany profil vina (DonauMedia 2008).

3.2.1 Rozdéleni vin

Stolni vina obsahuji méné nez 14 % alkoholu, jsou oznacovana jako lehka, naturalni nebo
vina vhodna k vecefi. Obsahuji maly nebo zadny nekvaseny cukr, a proto se fika, Ze jsou

sucha. Nicméné neni nijak neobvyklé, Ze nékterd z nich maji zbytky prirodniho hroznového
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cukru. Sampariské je také stolni vino. U vétsiny stolnich vin je kyselost v rozmezi
5,5-8,5 mg/ | Zadouci (Jackson 2008).

Dezertni vina obsahuji vice nez 14 % alkoholu, obvykle 17 az 20 %. Néktera z nich, napf.
Sherry, se také nazyvaji aperitivem neboli vinem vhodnym k predkrmu. Néktera z nich
mohou byt docela sucha, vétsinou vsak obsahuiji stfedni az zna¢né mnozstvi nekvasenych
hroznovych cukr(. Na poZzadovanou uroven cukru se pridavaji hroznové lihoviny, které
zastavi fermentaci. Tato vina jsou vyrabéna z hrozna s vysokym obsahem cukru a s nizkym
obsahem kyseliny (Winkler et al. 1974).

Rozsah pH mezi 3,1-3,4 je typicky pro vétsinu bilych vina a rozsah pH mezi 3,3-3,6 pro
vétsinu cervenych vin (Jackson 2008).

Odriidy v CR, které byly zapsany do Statni odridové knihy pted vice nez 40 lety, jsou
povaZovany za tradi¢ni odrlidy vinné révy. Do této skupiny patfi napf.: Acoion, Aurelius,
Cabernet Cortis, Cabernet Sauvignon,Frankovka, Irsai Oliver, Medea, Modry Portugal, Mery,
Miller Thurgau, Muskat Ottonel, Rulandské bilé, Rulandské modré, Rulandské Sedé, Ryzlink
rynsky, Ryzlink vlassky, Sauvignon, Svatovaviinecké, Sylvanské zelené, Tramin cerveny,
Tristar, Veltlinské ¢ervené rané, Veltlinské zelené nebo Zweigeltrebe

(Ustfedni kontrolni a zkuSebni Gstav zemédélsky 2017).
3.2.2 Popis vinné révy

Réva vinna ma dfevnatou lidanu s Uponky, kterymi se zachycuje pfilehlych opor. Rostliny
rostouci volné v pfirodé mohou dosahovat az 30 m, odridy péstované na vinici dosahuji
obvykle vysky 0,5-3 m s priimérnou tloustkou kmene do 50 cm (Skelton 2007). Borka kmene
¢ervenohnédé (Slavik 2010). Listy jsou hluboce dlanité lalo¢naté se tfemi az péti laloky,

v zasadé okrouhlé. Kvéty maji jednoduché hroznovité kvétenstvi nazyvané lata, kulturni
odrady jsou jednodomé, divoké odridy jsou dvoudomé. Plod tvofi Stavnaté bobule
kulovitého tvaru o velikosti 10-15 mm, zbarveni je ndm znamo od zelenoZluté az po
modrofialovou (Janca 1996). Mohutny korenovy systém, sahajici hluboko pod povrch pldy,
vypousti i vedlejsi odnozZe na povrch (Skelton 2007). Denni teploty, optimalni pro péstovani
vinné révy, by se mély pohybovat mezi 18—25 °C. Pro spravné dozravani hrozn( jsou vhodné
oblasti, kde je teply a dlouhy podzim, s dostatkem slunecniho zareni béhem roku a bez

jarnich mrazikd (Kuttelvaser 2003).
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Do Celedi Vitacea spada nékolik rod(, avsak pouze Vitis vinifera L. je dllezity pro vyrobu
vina. Tento botanicky rod zahrnuje dva pod-rody Euvitis (pravé hrozny) a Muscadinia
(Skelton 2007). Vyhonky druhu Euvitis maji kiiru, ktera je podélné pruhovana fibrézou; jadra
jsou prerusena v uzlech membranou; vidlicovité Uponky s pfevainé protahlymi kvéty;
bobule, které jsou v dobé zralosti pfilepeny na stonky; a semena hruskovitad s dlouhym nebo
kratkym zobdkem. Naproti tomu vyhonky druhu Muscadiia maji tésnou, nerozkladajici kliru
s prominentnimi ¢ockami; uzly bez membrany; jednoduché Gponky; bobule, které se oddélu;ji

jeden po druhém, jakmile zraji; a semena podlouhlé, bez zobaku (Kraus 2005).

3.2.3 Péstovani

Pro péstovani vinné révy neni dllezité mit obrovsky vinohrad, Ize ji vysadit i doma na
zahradé. DUlezita je kvalita pldy s dostatecnym mnoZstvim Zivin a hloubkou duleZitou pro
rast koren(, dostate¢né mnozstvi zavlahy, slune¢niho svétla a vy$si nadmorska vyska
pozemku (Munitz et al. 2018).

Vitis vinifera, jak uz bylo zminéno, patfi mezi rostliny lidnovitého charakteru s velmi
vysokou vodni vodivosti. Co se tyce stresového faktoru, ovliviujici mnozstvi vody, které
rostlina zadrzi, byl problém zaznamenan pouze ve vyhoncich, nikoliv ve stoncich. Zplsob
zavlazovani mizeme rozdélit na konstantni (nizké, stfedni a vysoké zavlazovani) nebo
dynamické (brzké/pozdni sezénni nedostatek vody). Vysoka dostupnost vody v dobé sezény
(vysoké zavlaZovani a pozdni schodek) vede k intenzivnimu vegetativnimu rdstu (vétSimu
praméru kmene, Sitce a plose kruhu), SirSim primérim stonku a zvySené specifické
vodivosti. Distribuce velkych ¢astic xylémem byla pozménéna stresem pfi suchu, kdy vysoka
dostupnost vody v ¢asné sezoné zpUsobila posun ¢astic smérem k SirSim frekvenénim tfidam
(Munitz et al. 2018).

Pro zvyseni obsahu chlorofylu v listech béhem pocatecnich faze rlistu, zvySeni vodivosti
v pozdéjsich etapach ristu, pro zlepseni rastu hroznd a naslednou kvalitu vina, se
doporucuje aplikace prohexadion-Ca na listy v poc¢atecnich fazich ristu rostliny.
Prohexadion-Ca zlepSuje také odolnost hrozn( proti hnilobé Botrytis v prvnim roce,

v druhém roce je vsak uz neti¢inna (Thomidis et al. 2018).

Mnohé studie se také zabyvaji vztahem mezi divokymi a kultivovanymi révami pomoci

sestaveni jejich genetickych profil(l. Celkové snizeni genetické rozmanitosti bylo pozorovano

u divokych odriad, coZ podporuje nutnost vyvinout nové strategie charakterizace a zachovani
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divoké odrldy. Zatimco kultivované révy jsou témér zcela zavislé na lidskych zemédélskych
postupech a reaguji na urcité environmentalni stresy, jako jsou napf. nedostatky vody nebo
patogenni zachvaty, divoké formy se zdaji, Ze stale uspésné celi zménam v jejich pfirozenych
stanovistich. Vysledky vyzkuma zdGraziuji velky potencidl divokych forem, které by mohly
byt feSenim otazek ohledné klimatickych zmén a rostouci poptdvce po udrzitelnych

vinarstvich (Marrano et al. 2018).
3.2.4 \Virus a Skudci

Virus révy vinné (GFLV) je jednim z nejstarsich virovych chorob této rostliny
a zpUsobuje jeji degeneraci. Virus byl nalezen ve vSech vinarskych oblastech po celém svété.
V roce 2011-2012 bylo pro odrady Schioppettino v severovychodni Italii a v jihozdpadnim
Slovinsku provedeno srovnani mezi péstovanymi GFLV a zdravymi révami. Vyzkum ukazal, Ze
a hmotnosti bobuli. Vedle vytézku byla také ovlivnéna slozka bobuli; v detailu se koncentrace
anthokyaninu v obou odridach zvysila, avsak vyznamné jen u Schioppettina. Gen F3H1
(flavonoid-3-hydroxylasa) byl identifikovan jako nejsilnéji regulovany gen biosyntetické drahy
flavonoidu, ktery Ize pouzit proti GFLV. Jeho dUlezZitou Ulohou je zvySovani koncentrace
anthokyaninu ve vinnych hroznech infikovanych GFLV (Rupnik-Cigoj et al. 2018).

Mezi Skadce vinné révy patti msicka révokaz, vinovnik révovy, sviluska ovocna, obale¢
mramorovany nebo zobonoska révova a halgivec révovy. Skidci poskozuji rostliné kofeny,

listy nebo napadaji pfimo plody (DonauMedia 2008).

3.3.Chemické sloZeni hrozn(

Chemické slozeni je ovlivnéno predevsim odridou, stupném vyzrélosti
a stanovistnimi podminkami. Bobule i most obsahuji velké mnoZstvi chemickych sloucenin,
které tvofri zaklad kvality hroznu a ndsledné vina. Nejvice zastoupenou slozku predstavuje

voda, tvofici az 90 % hmotnosti Urody (Ailer 2016).
3.3.1 Cukry

Tuto skupinu tvofi polyhydroxyderivaty karbonylovych sloucenin (aldehyd( nebo
keton() nachazejicich se v bobulich révy vinné. Cukry se v bobulich tvofi pfirozenou

fotosyntetickou cestou. Mezi nejdulezité;jsi z nich patfi fruktéza s glukézou, kdy prevazujici
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podil ve zrajicich hroznech ma fruktéza. BEhem starnuti hrozn( se vSak méni i pomér
sacharidd, ktery se v dobé zralosti pfiblizné vyrovnava. Na zakladé jejich poméru rozliSujeme
vina sladka a sucha. Vyskyt polysacharidd ve viné je z divodu tvorby koloidnich sloucenin
nezadouci (Pavlousek 2010). Avsak polysacharidy mohou pusobit také jako "ochranné
koloidy", které napomahaji dosazeni stability proteinu a tartratu, ¢imz se snizuje spotieba
bentonitu a naklady na energii. Bentonit spolu s Zelatinou vyuZzivame k oddélovani Cisté casti
vina od hrubé. Ze senzorického hlediska maji polysacharidy potencial ovlivnit vSechny
aspekty pocitu v Ustech, véetné vnimani ztuhlosti, viskozity a horkosti. K tomu dochazi
prostfednictvim interakci s fenolickymi latkami a nejpravdépodobnéji zménou molekularni
souhry mezi vodou a etanolem, coZ nakonec ovliviiuje vzajemné plsobeni mezi
polysacharidy a chutovymi spolu s hmatovymi receptory v Ustech (Gawel et al. 2018).
Cukernatost hrozni je hlavnim parametrem pro zarazeni vin do jakostnich skupin, od
¢ehoi se dale odviji obsah alkoholu a kvalita vina. Docukrovani fepnym cukrem nebo
sirupem, za Ucelem dosazeni vy$siho mnozstvi alkoholu, je naprosto normalni. Nesmime si
tento pojem plést s doslazovanim, které vede k sladsi chuti vina. VeSkeré sacharidy ve viné
mulzZeme urcovat pomoci polarimetrické metody (Zhang et al. 2017). Celkova koncentrace
glukdzy s fruktdzou se ve zralé hroznové stavé pohybuje mezi 150-250 g/I. Pro vyrobu
kvalitnich vin je ddlezity minimalni obsah 200 g/I, aby se vytvorilo dostatecné mnozstvi

alkoholu (Barbe et al. 2007).

Koncentrace cukru ve stavé z hrozn(, zkracené cukernatost, se méfi ve stupnich
normalizovaného mostoméru (°"NM) moStomérem. Normalizovany moStomér udava pocet
kilograma cukru ve 100 litrech mostu.

Rozdé&leni vin podle cukr dle legislativy CR, tj. Nafizeni Komise (ES) &. 607/2009
0 oznacovani vin:

e Jakostni vino lze vyrabét pouze z hrozn(, jejichZ cukernatost dosahla nejméné

17 °NM.
e Stolnivina Ize vyrabét pouze z hroznd, jejichZ cukernatost dosahla nejméné 15 *NM.
e Privlastkova vina (nedoslazovana):
o Kabinetni vino s cukernatosti nejméné 19 °NM.
o Pozdni sbér s cukernatosti nejméné 21 °NM.

o Vybér z hroznl s cukernatosti nejméné 24 °NM.
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o Vybér z bobuli s cukernatosti nejméné 27 °“NM.

o Vybér z cibéb je moino vyrabét pouze z vybranych bobuli napadenych plisni
Sedou nebo z pfezralych bobuli, které dosahly cukernatosti nejméné 32 °NM.

o Ledové vino je moZno vyrabét pouze z hrozn, které byly sklizeny pfi
teploté —7 °C a nizsi a v prabéhu sklizné a zpracovani zlstaly zmrazeny,
ziskané vino musi vykazovat obsah cukru nejméné 27 °NM.

o Sldmové vino je mozno vyrabét pouze z hrozn, které byly pred zpracovanim
uloZeny na sldmé nebo rakosu, pripadné byly zavéSeny ve vétraném prostoru
po dobu nejméné tfi mésicl a ziskany most vykazoval obsah cukru nejméné
27 °NM.

e Zemské vino s cukernatosti nejméné 14 "NM.

(Komise evropskych spolecenstvi 2009)
3.3.2 Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou zodpovédné za vétsinu rozdild, predevsim v barvé a chuti,
mezi ¢ervenymi a bilymi viny. Tyto slouceniny maji baktericidni, konzervacni i antioxidacni
ucinky a diky nim mluvime o tzv. francouzském paradoxu. Francouzsky paradox spojuje piti
cerveného vina se snizovanim kardiovaskularnich onemocnéni v dlisledku vychytdvani
volnych radikalG, ukladajicich se v lidském téle hlavné stresem. Cervend barviva (antokyany)
dosahuiji riznych odstin( (¢ervena az fialova) v zavislosti na pH vina a zpUsobu zpracovani
hrozn( (Doonan et al. 2017).

Mezi polyfenoly vina fadime mnoho sloucenin s rozdilnymi chemickymi strukturami,
napfr. antokyany, flavonoidy, taniny, stilbeny, fenolické alkoholy, hydroxybenzoové kyseliny
aj (Oliveira et al. 2011).

Trisloviny (taniny), se nachazeji ve slupce hroznu a v pecicce. Jejich vliv na
organoleptické vlastnosti vina je velmi vyznamny, proto je jejich analyza a kvantifikace
dllezitd. Extrakce fenolll z vina je prvnim krokem, ktery se analyzy tyka. Nasleduji
chromatografické metody a spektrofotometrické analyzy, které slouzi k jejich identifikaci.
Tyto metody se neustale vyvijeji (Lorrain et al. 2013).

Obsah fenolickych latek zavisi na klimatickych a pldnich vlastnostech péstitelské oblasti.

Tyto slou€eniny obsahuje tfapina, duzina, slupka bobuli i semena vinné révy. Fenolické
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slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti prispivaji k vnimani viskozity, intenzity a horkosti
v Cervenych vinech, ale jejich Ucinky jsou silné zavislé na obsahu pH a obsahu etanolu (Gawel

et al. 2018).
3.3.3 Dusikaté latky

Adaptabilita kvasinek Saccharomyces cerevisiae, a spolu s tim spojené fermentacni
procesy vina, zavisi na jejich silné schopnosti konzumovat dusik. Kazdy kmen kvasinek ma své
specifické pozadavky na dusik, proto je pred jejich pfidanim nutné znat jednotlivé potieby
téchto kmend, aby se prededlo nestabilité s mikrobialni akumulaci ethylkarbamatu. Sirokd
geneticka rlznorodost kmenu S. cerevisiae je vysledkem kombinace jejich pfirozené
genetické rozmanitosti (nebo jinych nez domestikovanych kvasinek) spolu s rdznymi
domestikacnimi postupy. Kvasinky zaujimaji mnoha ptirodni stanovisté, plsobi na né
selektivni tlak, zplsobeny stresovymi podminkami prostredi a lidskd aktivita. V dusledku
kombinace téchto faktor( fadime kmeny S. cerevisiae do péti odli$nych linii. Clenime je
podle geografického plivodu nebo podle zdroju izolace (SACP). Nékteré z nich (linie vin
a saké) jsou pouze vysledkem odlisnych udalosti ptfi domestikaci (Brice et al. 2018).

Nedostate¢né mnozstvi dusiku ve viné zpomaluje fermentacni procesy kvasinek, coz
vede k negativnim organoleptickym vlastnostem vina. Pfi nedostatecné fermentaci se
problematika dusiku fesi jeho pfidanim ve formé fosfore¢nanu amonného. Aplikace dusiku
na pldu nebo listy révy vinné v podobé mocoviny zvysuje obsah aminokyselin ve ving,
hlavné pak prolinu. Tyto ucinky pozitivné ovliviuji celkovou Urodu a zavodnovaci systém

(Canoura et al. 2018).

3.3.4 Aromatické latky

Aroma vina je jednim z nejdulezitéjSich parametr(, které urcuji charakter spolu
s kvalitou vina, a to zavisi na odradé, zralosti hroznu, na postupech vinifikace, na kvasinkové
aktivité a starnuti vina (Radeka et al. 2007).

Za chut fermentovanych napojd, mezi které kromé vina patfi i pivo, saké nebo cidery,
mUzou primdrni fermentacni metabolismy kvasinek, pfi kterych vznikaji transformaci volnych
¢astic mostu monoterpeny ovliviiujici chut napoje (Cordente et al. 2012). Obecné dochazi

k produkci enzymi preménujici neutralni ¢astice vina na chutové latky. Kvaseni vina by mélo
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probihat pozvolné, aby nedochazelo ke ztratdm téchto aromatickych latek (Styger et al.
2011).

Do skupiny aromatickych latek také patfi: estery; alkoholy; aldehydy; terpeny, kam
fadime predevsim linalol, geraniol a nerol; pyraziny, jejichZ obsah klesa se zralosti hrozn(;
slouceniny siry, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou thioly; aj. Slouceniny siry mohou zpUsobovat
i nechténé pachy (guma, mokry pes, zkazena vejce atd.) (Stavek 2002).

Béhem rlstu hroznu dochazi v riznych etapach vyvoje k fadé dynamicky zmén ve vysi
hladin koncentraci tékavych sloué¢enin. Mnozstvi tékavych sloué¢enin ndsledné ovliviiuje
koncentraci latek produkovanych kvasinkami. Diky tomu je nutny monitoring téchto latek, na
jehoz zakladé bereme ohled na pouziti kvasinek (Gawel et al. 2018).

Kazda odrlida vina nema své specifické zastoupeni tékavych slouceniny, ve skute¢nosti
se ve viné raznych odrid nachazi stejné aromatické latky. Aromaticka odlisSnost vin z rGznych
odrld révy je zplsobena neprebernym mnozstvim kombinaci a koncentraci téchto latek.
Dulezité jsou predevsim zdravé hrozny. Pokud by primarni buket vina nebyl dobry,
sekundarni buket, ktery vznikd pfi kvaseni, uz kvalitu vina pozitivnim smérem neovlivni

(Stavek 2002).
3.3.5 Mineralni latky

Ve vétsiné pripadl se koncentrace mineralnich latek v rostliné odrdazi podle
charakteristiky pfijmu podnozim, akumulaci odrddou a klimatickymi vlivy na rychlost
transpirace. Velmi dileZitou roli hraje také okolni prostredi vinice. Je dlleZité si uvédomit, Ze
minerdlni latky nijak neovliviiuji vyslednou chut vina (Stavek 2002).

Réva vinna, kterd vykazuje zvySené mnoistvi olova, byva spojovana s vinicemi v okoli
dalnic. Vysoka koncentrace hliniku je nékdy zavinéna pfidavanim bentonitu. V teplejSim
klimatu detekujeme vyssi miru dusiku. Selen, rtut a olovo jsou potencionalné toxické
a mohou se ve viné objevovat béhem fermentace (Jackson 2008).

Mezi specifické parametry ovliviiujici kumulaci minerdlnich latek v rostliné patfi i pH
pldy. Napf. stroncium, zinek a mangan jsou prednostné hromadény v kyselych ptdach, na
druhé strané méd's vapnikem v alkalickych. Zelezo a hlinik mély v ramci studie stejné
hodnoty koncentraci v kyselych i zasaditych pldach. Pldni pH ovliviiuje iontovou formu,

Vv niz se prvek vyskytuje (Bravo et al. 2017).
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Oxidacni reakce mohou byt katalyzovany v nepfitomnosti molekularniho kysliku médi
a v mensim rozsahu Zelezem. Prikladem je oxidace kyseliny askorbové na kyselinu
dehydroaskorbovou a jeji dalsi stépeni az na kyselinu $tavelovou s kyselinou threonovou.
Zelezo podporuje polymeraci fenold s acetaldehydem, zatimco ionty manganu katalyzuji
syntézu acetaldehydu. Méd' a Zelezo mohou tedy indukovat kovové chuté vina, avsak k tomu
dochazi pouze pfi velmi vysokych koncentracich. Fyziologické a metabolické procesy spojené
s ristem a produkci vinné révy silné ovliviiuje draslik. (Benitez et al. 2002).

Zareei et al. (2018) uvadéji, ze listovy posttik siranem draselnym pozitivné plsobi na
biosyntézu fenolickych slouc¢enin spolu s antioxida¢ni schopnosti enzym(, coz zlepSuje
nutriéni a kvalitativni vlastnosti hroznG. Na druhou stranu hnojici postriky s obsahem médi

maji na rostlinu kontaminacni vliv.
3.3.6 Organické kyseliny ve viné

Organické karboxylové kyseliny maji ve viné senzoricky i technologicky vyznam. Pfispivaji
ke sloZeni, stabilité a organoleptickym vlastnostem. Kyseliny plsobi také jako konzervacni
¢inidlo, coZz napomaha obrané proti patogennim mikroorganism@m. Cim je niz$i pH, tim je
obsah kyselin vyssi. Hodnota pH mostu pred kvasenim by méla mit hodnotu 3,1, coz
zabranuje rozvoji nezadoucich mikrobim. Celkova kyselost vin ve findle kolisa mezi
pH 3,1-3,5 (Ailer 2016).

VétsSina organickych kyselin v mostu a ve viné ma jedno nebo vice chirdlnich center. Tyto
kyseliny jsou kromé toho i nezbytnou soucdsti citratového cyklu (Davidek 1991). Kyseliny ve
viné patfi mezi slabé az stfedné silné. Zpravidla hovotime o jednosytnych nebo vicesytnych
alifatickych, vyjimecné aromatickych, kyselinach, které mizeme rozdélit na titrovatelné
a tékavé. Do skupiny titrovatelnych kyselin fadime kyselinu vinnou nebo jable¢nou, ale
i nékteré anorganické kyseliny jako je kyselina fosforecna (Romero & Munoz 1993).

Titrovatelné kyseliny jsou jednim z hlavnich kvalitativné méritelnych parametru
v hroznech, které udava zastoupeni jednotlivych skupin organickych kyselin. Idealni obsah
titrovatelnych kyselin by se mél pro vina pohybovat v rozsahu 5,5-8,5 g/| (Fic 2015).
Titrovatelnymi kyselinami se oznacuje souhrn volné tékavych a netékavych kyselin ve viné
i solich, které je mozno neutralizovat titraci NaOH nebo KOH. Poéet ml spotfebovaného

hydroxidu pfimo odpovida poctu g/l veskerych kyselin ve viné (Balik 1998). Tékavé kyseliny
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v malém mnoiZstvi pozitivné ovliviiuji chut i aroma vina, avsak ve vy$sim mnozstvi pusobi

nepfiznivé (Fic 2015).

Limity pro obsah tékavych kyselin, upraveno dle (International Organisation of Vine and
Wine 2019).
Kyselina mravenci, maselna a propionova.
Hranice je stanovena na:
e 1,1 g/l pro ¢astecné zkvaseny hroznovy most, bilé nebo riizové vino
e 1,2 g/l pro ¢ervené vino
Vyjimky pro néktera ¢eska vina (zatim v jedndani s Komisi EU):
e 1,8 g/1(30 meq/l) pro vybér z bobuli, ledové vino

e 2,1g/I (35 meq/l) pro vybér z cibéb, slamové vino

Vinna a jable¢na kyselina tvori 70-90 % ze vSech organickych kyselin, jeZ se nachazeji
v bobulich vinné révy. Mezi dllezité tékavé kyseliny patfi octova kyselina. Mimo ni jsou ve
vinu i kyselina mravenci, maselna a propionova (Romero & Munoz 1993).

Plvod organickych kyselin ve viné je razny. Mezi nejd(lezitéjsi patfi biosyntéza z révy
vinné, metabolické cesty souvisejici s kvasenim cukru, jable¢no-mlécéné kvaseni a oxidace

etanolu (Ribéreau-Gayon 2006).

Obsah veskerych kyselin byva nékdy uvadén jako obsah kyseliny vinné. Jedna se o postup
méreni zaloZeny na vyrovnavani pH na hranici, kterou umime detekovat. Tzn., bylo potreba
ytolik” €inidla, jako by tam bylo ,tolik” kyseliny vinné. Ve francouzské enologické literature je
vyjadfovan obsah veskerych kyselin prepoétem na kyselinu sirovou, coz znamena, 1,5 g
kyseliny vinné = 1 g kyseliny sirové (Kraus 2009). Tabulka Cislo jedna zobrazuje koncentrace

kyselin, které by mélo vino obsahovat.
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Tabulka 1: Obsah kyselin ve viné

Trividlni nazev Obsah kyseliny ve viné Obsah kyseliny v mostu
Kyselina vinnd 2-5 g/l 3-7 g/l
Kyselina jablecna 0-5 g/l 3-12 g/

Tyto dveé kyseliny se podle zdkona CR mohou pFidavat v mnoZstvi do 1,5 g/l a a% do 2,5 g/I
do vina a to v letech s nepfiznivym vyvojem pocasi.

Kyselina mlécna 0,5 g/l
Kyselina octova 0,3-0,6 g/l
Kyselina jantarova 0,5-1,5 g/l
Kyselina Stavelova 0-30 mg/I
Kyselina askorbova 1-10 mg/I 50 mg/I

Béhem vinifikace se mlze pridavat az do mnozstvi 100 mg/I kyseliny askorbové.

Kyselina citronova 0,05-0,5 g/l 0,2-0,5 g/I
Kyselina glykolova Vyskyt ve stopovém mnozstvi

Zdroj: Ribéreau-Gayon 2006

Mezi kyseliny, jejichz vyskyt ve viné znaci nebezpeci, patfi glukonova, glukuronova,

galakturonova a slizova. Podrobnéjsi popis nebezpeci je uveden v tabulce Cislo dva.

Tabulka 2: Obsah kyselin ve viné znacici vyskyt nebezpeci

Trividlni nazev Nebezpeci
Kyselina glukonova Vyskyt Sedé plisné
Kyselina glukuronova Hniloba hrozn(
Kyselina galakturonova Maximalni pfijatelnd hodnota je 1 g/I
Kyselina slizova Hniloba vina pfi mnozstvi 0,1-0,5 g/I, hniloba mostu pfi

mnoZzstvi 2g/I.

Zdroj: Ribéreau-Gayon 2006

3.3.6.1 Kyselina vinna

Nejvice zastoupena a zaroven nejsilnéjsi kyselina (pH 3—3,5) vyskytujici se v hroznech je
kyselina vinna, ktera odpovida za kyselou a ostrou chut hrozn i vina (Pavlousek 2008).
V hroznech je jeji obsah metabolicky i mikrobialné stabilni, proto byva pfidavana béhem
vyroby do mostl a vina, pokud je koncentrace kyselin pod poZzadovanou hladinou. MnoZstvi
kyseliny vinné v hroznech se snizuje az pfti teplotach okolo 30 °C. V zdvislosti na pH roztoku,
muzZe byt kyselina vinna pfitomna v aniontové formé, jako vinan nebo hydrogenvinan.
V nestabilizovanych vinech tyto formy zpUsobuji krystalické srazky hlavné s vapnikem a ionty
drasliku (Ribéreau-Gayon 2006). Na konci vegetacni faze ristu hroznu je koncentrace

kyseliny v nezralych hroznech az 15 g/I. Koncentrace se méni v rGznych ¢astech rostliny po
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celou dobu rlstu (Pavliousek 2008). V nedostatecné zasifenych vinech, jez jsou uchovavany
v teplejsim prostredi, mohou bakterie mlééného kvaseni rozkladat kyselinu vinnou na
kyselinu mlécnou a octovou, ¢imz dochazi k nechténému zvrhnuti vina. V jiném ovoci se

vyskytuje pouze v minimdlnim mnoZstvi (Ribéreau-Gayon 2006).
3.3.6.2 Kyselina jable¢na

Druhé nejvétsi zastoupeni, a tedy tvofici hlavni podil kyselin spolu s kyselinou vinnou,
ma kyselina jable¢na. Tato kyselina je kvasinkami, pfedevsim rodu Saccharomyces,
preménovana béhem kvaseni na alkohol nebo je biologicky odbourdvdna jable¢no-mlé¢nou
fermentaci na kyselinu mlé¢nou. Vina vznikajici takovouto cestou jsou pak stabilnéjsi, pInéjsi,
kulatéjsi a vykazuji vyssi aromatickou komplexnost (Balmaseda et al. 2018).

Kyselina jable¢na dodava hrozndm a vinu tzv. zelenou chut s ostrymi, hrubymi
a nezralymi tény. Stava ze zelenych hrozn(, t&sné pred zménou barvy, mize obsahovat
koncentraci kyseliny ve vysi az 25 g/I. BEhem dvou tydnU se objevi prvni znamky zmény
barvy. Diky rlstu se hrozny fedi a obsah kyseliny jable¢né klesa o polovinu. Hrozny
severovychodnich oblasti obsahuji 4—6,5 g/| kyseliny jable¢né, zatimco v jiznich oblastech
jsou koncentrace pouze 1-2 g/I (Ribéreau-Gayon 2006).

Jeji aniont se nazyva malat a je soucasti citratového cyklu, ktery je zobrazen na obrazku

Cislo osm. Pokud je vyuZivana jako potravinové aditivum, oznacujeme ji E 296 (Vrbova 2008).

3.3.6.3 Kyselina mlé¢na

Béhem malolaktické fermentace (jable¢no-mléc¢né kvaseni) se pretvari drsna chut
kyseliny jable¢né na chut jemnéjsi, zplsobenou vyskytem kyseliny mlééné. Tohoto efektu se
snazime docilit zvlasté u mladych cervenych vin, z divodu zjemnéni jejich chuti. Kyselina
mlécna je také na rozdil od kyseliny jable¢né velmi mikrobiologicky stabilni a ma silnéjsi
konzervacéni ucinky. Vina, u kterych probéhla jablecno-mlécéna fermentace, jsou tedy
stabilnéjsi a odolnéjsi vici nezadoucim bakterialnim kontaminacim (Ailer 2016). Pokud se
kyselina mlé¢nd objevi jako hlavni slozka vina, pochazi obvykle jeji plvod z metabolické
¢innosti patogennich bakterii, coz vede k nezddoucim zménam vina. Koncentrace pohybujici
se okolo 0,5 g/l neznaci jesté zadné nebezpeci (Fic 2015). Prlibéh malolaktické fermentace je

zndzornén na obrazku sedm.
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Obrazek 7: Pfeména kyseliny jable¢né na kyselinu mléénou

Zdroj: Ailer 2016

3.3.6.4 Kyselina octova

Kyselina octova je ve vinech Zadouci pouze v minimalnim mnozstvi, a to méné nez
0,3 g/I. Pfi tomto mnozstvi mlze byt ochucovadlem dodavajici vinu pfijemnou chut a vlni,
ale jakmile jeji koncentrace presahne hodnotu 0,8 g/I, Ize ocekavat vyskyt neZzadoucich
octovych ¢i mléénych bakterii, které jsou spojovany s kontaminaci vin a mosta (Jackson
2008). Estery octové kyseliny vedou také ke znehodnoceni vina, nebot dodavaji vinu octové
pachy (Fic 2015). Spolu s koenzymem A tvoti octova kyselina aktivni formu oznacovanou jako
acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ktery je dlleZitou soucasti citratového cyklu. Citratovy cyklus
je zndzornén na obrdzku osum. Acetylkoenzym A se podili i na metabolismu sacharid( a tuk(

(Murray et al. 2003).
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Obrazek 8: Citratovy cyklus

Zdroj: Hordk & Stazskova 2011

3.3.6.5 Kyselina jantarova

Kyselina jantarova je soucdsti velmi mladych vinnych hroznl a je jednim z nejbéznéjsich

vedlejsich produktd metabolismu kvasinek. Vyhovuiji ji anaerobni podminky. Hofce — slana

chut kyseliny omezuje jeji pouZiti pro okyselovani vina, ale je povazovana za hlavni slozku

ovliviujici terroi vin (Jackson 2008). Diky témto vlastnostem je pouzivana pod oznacenim

E 363 jako latka zvyraznujici kyselost a slanost potravin (Vrbova 2008).

Kyselina jantarova je hlavni sloZkou vina, aktivujici uvolfiovani Zaludecnich $tav.

V Krebsové cyklu se vyskytuje ve formé aniontu nazyvanym sukcinat (Murray et al. 2003).

3.3.6.6 Kyselina stavelova

Redoxni potencial vétsiny mladych vin stabilizuje komplex mezi kyselinou $tavelovou

a kovovymi ionty jako je Zelezo. Diky starnuti vina redoxni potencial stoupa a oxalat

Zeleznaty se stava nestabilni slouceninou. Po disociaci mGze kyselina Stavelova vazat vapnik

a vytvaret krystaly Stavelan vapenaty. Pfimérené pridavani kyseliny Stavelové do vin

zabranuje nadmérnému hromadéni vapniku ve viné (Amerine 1981).
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Kyselina $tavelova je nejjednodussi dikarboxylovou kyselinou. V Krebsové cyklu je

meziproduktem pro vznik oxalacetdtu (Riemenschneider & Tanifuji 2011).

3.3.6.7 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova, oznacovana taky jako vitamin C, je organicka sloucenina
s antioxidaénimi Ucinky. Pfedstavuje vyznamnou roli v redoxnich systémech ve viné
a v ovocnych $tavach. V minulosti byla kyselina askorbova pridavana spole¢né s oxidem
sificitym kvali omezeni fenolické oxidace, avsak jeji dlouhodobé pouZivani je pochybné
(Skouroumounis et al. 2008). Kyselina askorbova se také pridava do vin za ucelem snizovani
atypického starnuti chuti, které zplsobuje neptijemny zdpach obvykle u vin, jez zaZily obdobi

stresu béhem vegetacniho obdobi. (Jackson 2008).

3.3.6.8 Kyselina citrénova

Kyselina citronova muze mit az témér agresivni, Stiplavou chut s maslovym nadechem.
Diky tomu se ve viné vyskytuje pouze v malém mnoZstvi s koncentraci okolo
0,05-0,5 g/l a v mostu zhruba 0,2- 0,5 g/I (Ribéreau-Gayon 2006). Vyjimku tvofi mosty
napadené plisni nebo mosty vyrobené z hrozn(i susenych na slamé.

Kyselina citronova je dllezitym prekurzorem aromatickych latek v hroznech, zpomaluje
rast zaddoucich i nezadoucich kvasinek a pouziva se pro odstrafiovani nadmérného mnozstvi
Zeleza s médi ve viné (Jackson 2008).

V tabulce tfi jsou uvedeny kyseliny s jejich systematickym, anglickym ndzvem, jejich

sytost, sumarni vzorec, hmotnost a CAS.
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Tabulka 3: Kyseliny objevujici se ve viné, upraveno dle CAS 2019.

Trividlni nazev Systematicky nazev Anglicky nazev Sytnost Sumarni vzorec M (g/mol) CAS
kyselin
Kyselina vinna 2,3-dihydroxybutandiova kyselina Tartaric acid dvojsytna C4HeOs6 150 526-83-0
Kyselina jableénd hydroxybutandiova kyselina Malic acid dvojsytna C4HgOs 134 617-48-1
Kyselina mlé¢na 2-hydroxypropanova kyselina Lactic acid jednosytna C3HeO03 90,1 50-21-5
Kyselina octova ethanova kyselina Acetic acid jednosytna C:H40, 60,1 64-19-7
Kyselina jantarova butandiovd kyselina Succinic acid dvojsytna C4He04 118 110-15-6
Kyselina Stavelova ethandiova kyselina Oxalic acid dvojsytna C;H,04 90,0 144-62-7
Kyselina askorbova  2-oxo-L-threo-hexono-1,4,-lakton- Ascorbic acid dvojsytna CsHsO0s6 176 50-81-7
2,3-endiol
Kyselina citronova 3-karboxy-3-hydroxypentadiova Citric acid trojsytna CeHs07 192 77-92-9
kyselina
Kyselina glykolova 2-hydroxyethanova kyselina Glycolic acid jednosytna C;H403 76,1 79-14-1
Kyselina glukonova 2,3,4,5-tetrahydroxyhexanova Gluconic acid jednosytna CeH1207 196 526-95-4
kyselina
Kyselina 3,4,5,6- Glucuronic acid dvojsytna CsH1007 194 6556-12-3
glukuronova tetrahydroxytetrahydropyran-2-
karboxylova kyselina
Kyselina 2,3,4,5-tetrahydroxy-6-oxo- Galacturonic acid jednosytna CeH1007 194 685-73-4
galakturonovd hexanova kyselina
Kyselina slizova 2,3,4,5-tetrahydroxy adipova kys. Mucic acid dvojsytna CeH100s 210 526-99-8
Kyselina mravenci methanova kyselina Formic acid jednosytna CH202 46,0 64-18-6
Kyselina maselnd butanova kyselina Butyric acid jednosytna C4Hs0; 88,1 107-92-6
Kyselina propanova kyselina Propionic acid jednosytna C3He0; 74,1 79-09-4
propionova
Kyselina 2-oxopropanova kyselina Pyruvyc acid jednosytna C3H403 88,4 127-1-3
pyrohroznova
Vitriol sirova kyselina Sulfuric acid dvojsytna H,S0, 98,1 7664-93-9
Kyselina solna chlorovodikova kyselina Hydrochloric acid jednosytna HCI 36,5 7647-01-0
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3.4.Technologie vyroby vina

Vinné hrozny se zpracovavaji na vino ve vinarskych provozech, specidlnich halach nebo
vinnych sklepech, které vétsinou slouzi pouze k lezeni vina. Ceti vinafi vyrabéji nejéastéji
vina bila, ¢ervend, rosé, Sumiva a néktera specialni (ledova a slamova) vina. Minimalni podil
vyroby zastupuji vina kofenita a likérova. Ceska €ervena vina se obvykle staceji do lahvi po
34 letech, bilé vino se obvykle lahvuje jiz po 8 mésicich. Nejpéstovanéj$i odriidou v Cechéch
je Ryzlink rynsky (Pavlousek & Buresova 2015).

Bila vina vznikaji kvasenim mostu, ktery ziskdvame ze zdravych hrozn(. Rmut, coZ jsou
bobule oddélené od tfapiny a dalSich pevnych ¢asti, nechavame odleZet do dalsiho dne,
nebo ho pfimo lisujeme. Po vylisovani oddélujeme cCistou ¢ast od hrubé, zaockujeme
kvasinkami a nechdavame kvasit. Slupky jsou odstrafiovany ptrimo pfi lisovani. Z odto¢eného
kalu mohou vznikat vina sudova, ktera ale maji horsi kvalitu. Vyvazenost chuti, ktera je pfi
vyrobé vina hlavnim faktorem, vychazi primarné z dvou sloZzek obsazenych v bobuli hroznu.
Prvni z nich jsou kyseliny dodavajici Zivost a svézest vin a druhou sloZkou je alkohol, ktery
doddva zakulaceni spolu s olejovitou strukturou vina (Darrieussecqova & Dentruckova 2018).

U Cervenych vin je dalezZitou slozkou slupka hroznu, kterd obsahuje ¢ervena barviva.
Barvivo ze slupek dostdvame teplem nebo alkoholem tzn., Ze vino kvasi i se slupkami. Pfi
vyrobé Cervenych vin vyuzivame jable¢no-mlécné fermentace, kterd doddva vinu sametové
aroma, je ovsem dulezité hlidat, aby pH nebylo vyssi nez 3,1 (Kopecek & Kraus 2012).

Technologické postupy pfi vyrobé vin se od sebe ponékud liSi. Pfedmétem této
diplomové prace je zkoumani prevazné odrld bilych vin, proto se ani tato kapitola nezabyva
do hloubky technologickou vyrobu ¢ervenych vin, rosé vin, fortifikovanych vin ani Zadnymi

zahrani¢nimi, jako je napt. Madeira, Tokajské nebo Sherry.

3.4.1 Hrozen

vvvvvv

a pozadované chuti. Mezi ¢erstva az ovocnad vina fadime napf. Sauvignon blanc nebo
Riesling, mezi vina bohata na chut zacleriujeme Chardonnay ¢i Sémillon. Kvalitni a zejména
rychla sklizen je zakladem vyroby dobrého vina. Je velmi dulezité, aby béhem sklizné ani
béhem transportu nedoslo k negativnimu ovlivnéni hroznt kvasinkami, plisnémi nebo

bakteriemi (Pavlousek & BureSova 2015).
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Velikost bobuli hraje pro vyrobu vina velmi vyznamnou roli, protoze ovliviiuje
fyzikdlné-chemické vlastnosti vysledného napoje. Hrozny se rozdéluji na malé (< 0,75 g),
stfedni (0,76—1,25 g) a velké (> 1,25 g). Stredni plody jsou pfitomny v nejvyssi frekvenci, coz
predstavuje vice nez 50 % populace bobuli. Relativni hmotnost pokozky a obsah rozpustnych
pevnych latek, stejné jako celkové koncentrace fenoll a anthokyanu, klesaji s velikosti
bobuli, zatimco relativni hmotnost semen, pH a obsah kyseliny jable¢né pozitivné koreluji
s hmotnosti bobuli. V souladu s tim ovliviiuje velikost bobuli také celkové slozeni vina, jelikoz
vina z malych bobuli vykazuji nejvyssi hodnotu alkoholu a obsahu zbytkového cukru.
Parametry vyslednych vin ukazuji, Ze malé plody jsou Zaddouci pro vyrobu vina s hlubsi
a nasycenou barvou. Pokud jde o tékavé slouceniny, velikost bobuli vykazuje omezeny

ucinek (Chen et al. 2018).

3.4.2 0Odzrnéni, lisovani a sifeni hroznt

Velmi podstatnou soucasti technologického zpracovani vinnych hrozn( je odstrafiovani
tfapin (stopek), které by mohly vinu doddvat nepfijemnou pachut. Tento proces by mél byt
uskutecnén co nejrychleji po sklizni. Tfapiny lze dale vyuZzivat jako hnojivo vinic. Odzrnéné
bobule se nazyvaji rmut (Deiana et al. 2009).

Nasleduje mleti aZ drceni bobuli, jez ma velmi pozitivni vliv na kvalitu vina. Typickym
krokem pfi vyrobé bilych vin je lisovani rmutu pfi plisobeni nizkého tlaku trvajiciho od
nékolika sekund az po nékolik hodin. | pres to, Ze lisovani dodava vinu svézest a typické
aroma vina, je nutno pocitat s tim, Ze také sniZuje obsah fenolickych latek prispivajicich ke
stabilité vina (Pavlousek 2010).

V ptipadé nahnilych hroznd, pfi sbéru hrozn( za vyssich teplot nebo u mostu delSiho
stani, se vyuziva sifeni, které zabranuje rozvoji nezadoucich mikroorganism(. Rmut nebo
celé hrozny se sifi tak, aby obsah oxidu sifi¢itého (5SO2) v mostu nepresahnul 25 mg/I, pfi
vysSim objemu by se nenastartovalo kvaseni. Jako antioxidant se mdzZe misto siry pouZivat
také kyselina askorbovd nebo rlizné taniny. SO, brzdi pfedevsim divoké kmeny kvasinek,
proto se sifeni provadi prevazné na pocdatku kvaseni (Balik & Stavek 2017). Oxid sificity je
kategorizovan jako alergen. Podle EU legislativy ma vyrobce povinnost oznacit jeho
pritomnost pri mnozstvi vy$sim nez 10 mg/l. Maximalni pfipustné mnozstvi SO, v bylich
vinech je 200 mg/|, v ¢ervenych 150 mg/I a v Sumivych vinech jakostnich 185 mg/I (Ailer
2016).
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3.4.3 Macerace

U nékterych odr(id nasleduje macerace, kterd mlze byt zafazovana i pfed procesem
lisovani. Pod pojmem macerace rozumime technologicky proces, pfi kterém se uvoliuji [atky
obsaZené ve slupkach bobuli do mostu, tzv. vyluhovani (Radeka et al. 2007).

U odrad typu Pélava, Tramin ¢erveny nebo Muskat moravsky je macerace vyuzivana pro
uvolnéni Sirsiho spektra aromatickych latek. Napf. u odrldy Hibernal je zapotfebi vyluhovani
bobuli z divodu pevné slizovité duziny, kterd by se bez tohoto mezikroku velmi Spatné
lisovala (Pavlouseck & BuresSova 2015).

Studie uvadéji rlizné postupy pfi maceraci hrozn(. Zakladni macerace je pfi teploté
20 °C po dobu 10, 20 a 30 hodin a kryomacerace pfi teploté 7 °C po dobu 10, 20 a 30 hodin.
Velmi zaleZi na koncentraci volnych i vazanych monoterpent a celkové koncentraci fenol(.
Macerace zlepsujici bohatost a chutovou strukturu vina, navic pomaha eliminovat oxidaci

(Radek et al. 2008).
3.4.4 Odkaleni mostu

Citeni neboli odstrafiovani kalu je d&j, pri kterém dochazi k poklesu ¢astic suspenze ke
dnu. Kal nasledné odstranime, abychom co nejvice eliminovali stupen znecisténi. Kal
predstavuje odpad, jenz tvofi zbytky slupek, duzin atd. Alkohol vznikajici pti kvaseni vina by
z kalnych ¢éastic mohl vyluhovat nezadouci latky, ¢imz by doslo k znehodnoceni vina (Kraus et
al. 2008).

Béhem staceni vina dochazi k provzdusnovani vina, které napomaha vysrazeni kalovych
Castic. Opakované provzdusnovani bylo dfive hojné vyuzivano. Dnes, pfi pouZziti Cifidel jako
jsou kyselina kfemicita, bentonit, aktivni uhli nebo Zelatina, staci pouze staceni provést

jednou. Vina vyrabéna spontannim kvasenim se neodkaluji (Kuttelvaser 2003).
3.4.5 Uprava obsahu kyselin

Jak uz bylo zminéno (viz kapitola 3.3.6), hodnota pH a mnozstvi titrovatelnych kyselin
hraji vyznamnou roli pfi uréovani organoleptickych vlastnosti vina. Jejich obsah se v priibéhu
zrani a zpracovani vina méni, napf. maceraci zvySujeme pH diky reakci kyselin s draslikem.
Vino Ize okyselit pfidanim kyseliny vinné v pfedepsaném mnozstvi. Pro umélou redukci

kyselin pouzivame uhli¢itan vdpenaty. Pfidanim 0,666 gram( CaCOs do jednoho litru mostu
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snizime obsah kyseliny vinné o jeden gram. Tohoto vysledku také docilime smichanim
kyselého vina s vinem stejné odrldy, ale méné kyselym. Existuji i pfipravky, které v podobé

podvojné soli, vysrazi kyselinu vinnou s kyselinou jable¢nou stejnym dilem (Bird 2010).
3.4.6 Uprava obsahu alkoholu

Vétsina silné kvasicich kvasinek je tolerantni vici alkoholu do cca 14 %, pfi vy$Sim
obsahu obvykle dokvasi kvasinky z rodu Saccharomyces bayanus, které jsou vice rezistentni
vUci alkoholu. Horni hranici ovsem predstavuje mnozZstvi 16 % alkoholu. Pfi tomto mnoZstvi
kvasinky prestavaji kvasit a umiraji ve vlastnim produktu, ktery je pro né vtomto mnozstvi jiz
toxicky. Vice procentnich vin, z pohledu obsahu alkoholu, Ize docilit vyrobou fortifikovanych
vin. Vino je v tomto pripadé dolihovavano lihem, visfiovici nebo grapou, na hodnoty
pohybuijici se okolo 23 % alkoholu. Most tim prestava kvasit (Balik & Stavek 2017).

Nekonvencni kvasnice, zejména kvasinky, které nejsou Saccharomyces, vykazuji
potencial produkovat vina s nizsSim obsahem alkoholu. Tyto druhy kvasinek, které jsou
z velké Casti spojené s hroznem pred sklizni, jsou pfitomny v pocatecnich fazich fermentace,
ale obecné nejsou schopné dokoncit alkoholovou fermentaci. Bylo hodnoceno 50 rliznych
izolatll jinych nez Saccharomyces, které patfi do 24 rliznych rodu, jejichZ schopnosti je
produkovat vino s nizsi koncentraci etanolu, pokud se pouziva v sekvencnich inokulacnich
rezimech s kmenem viru S. cerevisiae. Postupna inokulace (zaockovani) Metschnikowia
pulcherrima AWRI1149, nasledovana kmenem viru S. cerevisiae, byla nejlepsi kombinaci
schopnou produkovat vino s nizsi koncentraci etanolu nez jednorazové inokulum. Sekvencni
fermentace vyuzivajici AWRI1149, produkovala vina, kterd méla 0 0,9 % (v/v) a 1,6 % (v/v)
(odpovidajici 7,1 g/l a 12,6 g/l) mensi koncentraci etanolu v Chardonnay a Shiraz.
Chardonnay, vytvorené postupnym zaockovanim, mélo celkovou koncentracei ester(

a vyssich alkohol( vyssi, zatimco celkova koncentrace tékavych kyselin byla vyrazné nizsi.
U postupné naockovanych Shirazovych vin byla vyssi celkova koncentrace vyssich alkohol(
a nizsi celkova koncentrace tékavych kyselin nez u kontrolnich vin S. cerevisce. Celkova

koncentrace esterd se vyznamné neliSila (Contreras et al. 2014).
3.4.7 Kvaseni

Vino vznika alkoholovym kvasenim vinného mostu. K tomuto procesu dochazi
plUsobenim kvasinek, které rozkladaji cukry za vzniku etanolu a oxidu uhli¢itého. Kvaseni
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probihd vzdy za anaerobnich podminek v kvasnych nddobdach bud spontanni, nebo fizenou
fermentaci. Optimalni teplota pro kvasinky je 25 °C. Vina kvaSena pfi nizsich teplotach
vykazuji zpravidla ovocnéjsi aromatiku (Balmaseda et al. 2018).

V pribéhu spontanniho kvaseni dochazi k rychlému rozvoji vSech mikroorganism(
nachazejicich se ve vinném mostu, a ty méni spotiebou kysliku aerobni prostfedi na
anaerobni. Mezi takovéto mikroorganismy fadime napf. Kloeckera apiculata, Candida
pulcherrima, BMK aj. Vyrobou vina spontannim kvasenim muze dojit k fadé technologickych
chyb, proto se hojné pro obchodni Ucéely vyuzivaji kvasinky kulturni, jako jsou Saccharomyces
cerevisce nebo Saccharomyces oviformis (Pavlousek 2010).

Pocet mikroorganism, které nejsou druhu Saccharomyces a jsou prospésné pfi
vinarstvi, se velmi zvySuje. Mezi takové patfi napf. Oenococcus oeni, jejiz bezzdvadna
aplikace vyZaduje jesté dlkladnéjsi prozkoumani metabolismu (Balmaseda et al. 2018).

Zvlastni vyjimku pak tvofi vina Tokajského typu, kdy jejich charakteristickou chut spolu
s aromatem zpusobuji hrozny napadené plisni Botrytis cinerea (Magyar & Bene 2006).

Cerstvy most je o3etfen oxidem sific¢itym (max. 50 mg/1) a zaockovan €istou kulturou.
Hlavni kvaseni probiha 2—-3 tydny pfi teplotach 22—27 °C. Po dalSich zhruba tfech tydnech
odumira vétsSina kvasinek dlsledkem vysokého nartstu alkoholu. Odumfelé kvasinky se

hromadi na dné a vino se ndsledné prepousti do vysifenych sudu (Ribéreau-Gayon 2006).
3.4.8 Skoleni a zrani vina

Skoleni vina jsou viechny operace provedené odborné zdatnym sklepmistrem. Hlavnimi
kroky jsou Cifeni (odstranéni bilkovinnych a dalSich nezadoucich latek), filtrace
a priprava vina k pInéni do lahvi, pfipadné specialni operace jako batondz. Technologickych
operaci pti skoleni vin existuje neprebernd fada, podle nichz se pozna tzv. rukopis
sklepmistra. Na charakter vina ma vliv také to, jestli je vino skladovano v nerezovych
nadobdach, nebo v drevénych sudech, u kterych je mnohem silnéjsi proces tzv. mikrooxidace.
Nové drevéné sudy doddvaji vinu dalsi chutové a aromatické latky
(Darrieussecqova & Denturckova 2018).

IdedIni podminky pro zrani vina ve vinném sklepé jsou teploty mezi 9—12 °C a vzdusna
vlhkost 70—80 %. Po prvnim stoceni vina mize dochazet k Upravé kyselosti, ktera v nékterych
pripadech nastava samovolné, a to diky tvorbé vinného kamene. V pribéhu vyroby se mlze

ve viné vytvofit 3—-5 gramU vinného kamene na litr vina. Teploty pod bodem mrazu také
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podporuji tvorbu vinného kamene (Pavlousek 2010). Kompletni schéma vyroby vina je

zobrazeno na obrazku devét.
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Obrazek 9: Schéma postupu vyroby vina

Zdroj: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1190&typ=html
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4. Metodika

Identifikace aniontl organickych kyselin a urceni jejich hladin koncentraci
v analyzovanych vinech byla mozna diky pouziti iontové vyménného chromatografu Dionex
ICS -1600 (Thermo Scientific Dionex ™, USA) ve spojeni s konduktometrickym detektorem.
Separace iontl na zakladé velikosti a ndaboje molekul probihala na predkoloné a analytické
koloné lonPac AS11-HC (Thermo Scientific Dionex ™, USA). AS11-HC ma pramér
mikroporézni pryskyfice asi 9 um. Jako mobilni faze byl pouZit od pocatku do osmé minuty
1mM KOH izokraticky a poté s gradientem 0,55 mM/min (8—65 minuta). Udaje byly
zpracovany a vyhodnoceny softwarem Chromeleon (6.80 Dionex). Pojmenovani jednotlivych
pikda bylo nutné udélat manualné. Byly porovnany vytvorené standardy organickych kyselin
spolu se zkoumanymi vzorky. Data ziskand z programu Chromeleon byla nakonec zpracovana

a prepocitdna v MS Excelu. Chromatograf je zobrazen na obrazku deset.

4.1.Chromatograf

Cesta vzorku: davkovac AS-DV (Dionex, USA) = davkovaci smycka — soucéast
vicecestného ventilu = pumpa — pumpujici mobilni fazi do systému a proplachujici mobilni
fazi smyckou - predkolona > kolona AS11-HC (Dionex, USA) = supresor ASRS
300-4 mm — tlumici vodivost mobilni faze = CRD 200 (Dionex, USA) — zafizeni odstranujici
uhlic¢itany z mobilni faze vzorku = vodivostni cela — mérici konduktivitu vzorku.

Mobilni faze je generovana v generatoru mobilni faze (zafizeni, kde se nastavuji ¢asy
méreni, koncentrace mobilni faze apod.) z koncentratu KOH a deionizované vody
(konduktivita < 0,055 uS/cm, a zaroven < 2 ng/I TOC, Crystal Adrona).

Teplota kolony v termostatu je vzdy 30 °C, detektoru 35 °C a tlak v systému se pohybuje
mezi 1800-2000 psi. Objem jednoho nastfiku, ktery projde z vialky vicecestnym ventilem
a davkovaci smyckou do systému, Cini zhruba 1,7 ml, objem 25 pl zGstava v davkovaci

smycce, ktera je proplachnuta do vlastni analytické ¢asti.
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Obrazek 10: Chromatograf Dionex ICS-1600: (1) PC, (2) generator, (3) vlastni ICS-1600, (4)
davkovac AS-DV

Zdroj: Vlastni fotografie

4.2.Standarty

Byly pripraveny standarty aniontl kyselin uvedenych v tabulce ¢tyfi, tj. kyselina adipova,
benzoova, isovalerovd, valerova, a-ketoglutarova, isomaselnd, pyrohroznova, glukonatova,
glukuronova, galakturonovd, slizova, quinatovd, oxaloacetatova, glykolatova, cis-akonitova,
trans-akonitova, isocitronova, shikimatova a ftalova.

Bylo navazeno dané mnozstvi Cisté latky, uvedené v tabulce ctyfi jako skute¢né mnozstvi
m %, které bylo rozpusténo ve 100 ml odmérné barice pomoci destilované vody
(konduktivita < 0,055 uS/cm, a zaroven < 2 ng/I TOC, Crystal Adrona), timto postupem vzdy
vznikl zasobni roztok o koncentraci 1 g/I.

Ze zasobnich roztokl byl vZdy napipetovan 1 ml standardu do 100 ml odmérné bariky,
ktera byla doplnéna po rysku destilovanou vodou (konduktivita < 0,055 pS/cm,

a zaroven < 2 ng/I TOC, Crystal Adrona), ¢imz vznikl roztok o koncentraci 10 mg/l dané
kyseliny. Ze vzniklého roztoku bylo odlito 5 ml do vialek specidlné navrzenych pro
autosampler (davkovac) AS-DV a vloZzeno do pfistroje k analyze. Analyza kazdého vzorku
trvala 65 minut, poté byl kone¢ny chromatogram sestaven programem Chromeleon (6.80
Dionex). Jednotlivé piky bylo nutno manualni integraci zkontrolovat a pojmenovat. Na
zakladé retencniho ¢asu kyselin, standardd a ovéreni pomoci standardniho pridavku (spike),
bylo moZné pojmenovat jednotlivé piky. Chromatogram jedna zobrazuje pojmenované piky

aniontt kyseliny glykolatové, pyrohroznové, adipové a ftalatové.
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Chromatogram 1: Retencni ¢asy kyseliny glykolatové,pyrohroznové, adipové a ftalatové — pik

vytvoreni software Chromeleon (6.80 Dionex)

Kromé jednotlivych kyselin byly pro kontrolu pfipraveny i jejich smési. SloZzeni smési bylo

vidy zaloZené na kontrole spravnosti méreni a uréovani retencnich ¢asl kyselin v pripadé, ze

dochazelo ke koeluci (prekryvim) pik(l. Koeluce pikd u vina Dornfelder je zndzornéna

¢ervené na obrazku jedendct. Obrazek pochazi z vlastnich analyz.
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Obrazek 11: Koeluce aniottd shikimat/glykolat/acetat (9,254 min) a glutarat/muci/adipat

(27, 514 min) namérené u vina Dornfelder. Hodnoty zobrazenych kyselin, viz kap. 5, graf 5.

Zdroj: Vlastni data
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Timto zpUsobem jsem urcila kyseliny, které maji stejné retencni ¢asy a které pomoci IC
v tomto nastaveni nelze odlisit.

Prvni smés byla pfipravena z kyseliny glukonatové, glukuronové a galakturonové.

Z odmérnych banék s mnozstvim 1 g/l bylo odpipetovano vidy po 0,5 ml do jedné spolecné
odmérné bariky a doplnéno po rysku destilovanou vodou (konduktivita < 0,055 puS/cm,

a zadroven < 2 ng/I TOC, Crystal Adrona). Vznikla smés méla koncentraci jednotlivych aniontd
5 mg/I.

Stejnym zplsobem byla pfipravena i druha smés, kterd byla slozena z kyseliny
isovalerové, valerové, quinatové, isomaselné, pyrohroznové, propionové, mlécné, mravenci,
octové, maselné, galakturonové, glukuronové a glukonatové.

Treti smés tvofrila kyselina glutaratova, jablecnd, jantarovd, slizova a adipova. Tato smés

méla koncentraci 10 mg/I.
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Tabulka 4 : Seznam pouzitych kyselin s jejich hodnotami

Vychozi kyselina Mr(g/l) C(g/l) C(mol/l) m100%(g) m skutecné % (g)

Adipova 146 1,01 0,007 0,101 0,102
Benzoova 122 1,01 0,008 0,101 0,101
Isovalerova 102 1,01 0,010 0,101 0,102
Isomaselna 88,1 1,01 0,011 0,101 0,102
a-ketoglutarova 146 1,01 0,007 0,101 0,102
Valerovd 102 1,01 0,010 0,101 0,102
Pyrohroznova 88,1 1,01 0,011 0,101 0,103
Glukonatova 218 1,12 0,005 0,112 0,112
Glukuronova 234 1,21 0,005 0,121 0,121
Galakturonova 212 1,10 0,005 0,110 0,113
Slizova 210 1,01 0,005 0,101 0,104
Quinatova 192 1,01 0,005 0,101 0,103
Oxaloacetatova 130 1,02 0,008 0,102 0,105
Glykolatova 76,1 1,01 0,013 0,101 0,102
Cis-akonitova 174 1,02 0,006 0,102 0,104
Trans-akonitova 174 1,02 0,006 0,102 0,104
Isocitrénova 258 1,36 0,005 0,137 0,146
Ftalova 166 1,01 0,006 0,101 0,102
Shikimova 174 1,01 0,006 0,101 0,102

Kyselina isovalerova, isomaselna, valerova a pyrohroznova byly v kapalném stavu.

45



4.3.Kalibracni rady

Na zakladé retencnich ¢asu aniontu kyselin a anorganickych aniontd, které jsou
znazornény v tabulce pét, byly vytvoreny Ctyfi kalibracni fady. Kazda kalibraéni fada, kromé
prvni, byla pfipravena v péti riznych koncentracich, a to 0,1 mg/Il, 1 mg/I, 5 mg/I, 10 mg/I
a 40 mg/I. Po proméreni byly sestaveny chromatogramy a jejich piky byly vyhodnoceny. Na
zakladé plochy pikd, spolu se zndmou koncentraci, sestavil softwarovy program Chromeleon
(6.80 Dionex) kalibracni krivky, diky kterym bylo mozné identifikovat kyseliny pfitomné ve
viné. Pro kontrolu slouZily pfipravené standarty jednotlivych kyselin.

Nékteré kyseliny maji diky stejné velikosti ndboje stejné retencni ¢asy, dochazi ke
koeluci (pfekryv pikt). Aplikaci IC s koduktometrickym detektorem nelze tyto anionty odlisit.
Jako koeluované kyseliny byly oznaceny kys. shikimatova/glykolatova/octova; kys.

oxaloacetatova/pyrohroznova; kys. jantarova/jablecna; kys. vinnd/malonova; kys.

$tavelova/fumarova; kys. ftaldtova/P0,4 3 a kyselina adipova/slizové/glutaratova. V tabulce

pét jsou tyto kyseliny zobrazeny zelené.

Tabulka 5: Anionty kyselin, anorganické anionty a jejich retencni ¢asy

Aniont Aniont Retencni Aniont Aniont Retencni
kyseliny ¢as (min) kyseliny ¢as (min)
Quinatové Quinat 7,59 NOs- 25,162
Glukonatové Glukonat 8,218 Glutaratové Glutarat 27,514
F- 8,575 Slizové Mucic 27,514
Mlécné Laktat 8,957 Adipové Adipat 27,877
Shikimatové Shikimat 9,254 Jantarové Succinat 28,639
Glykolatové Glykolat 9,254 Jablec¢né Malat 28,639
Octova Acetat 9,254 Vinné Tartrat 29,797
Propionové Propionat 11,009 Malonové Malonat 29,797
Mravendi Format 11,902 Maledtové Maleat 31,412
Isomaselné Isobutyrat 12,886 S04~ 32,316
Maselné Butyrat 13,217 a- o-
ketoglutarové  ketoglutarat 32,690
Oxalacetdtové Oxaloacetat 13,829 Stavelové Oxalat 34,748
Pyrohroznové Pyruat 13,829 Fumarové Fumarat 34,748
Isovalerové Isovalerat 14,953 Ftalatové Ftalat 43,962
Galakturonové Galakturonat 15,061 PO4- Fosfore¢nany 43,962
Valerové Valerat 16,461 Citronové Citrat 51,190
Glukuronatové  Glukuronat 16,795 Isocitronové Isocitrat 53,018
Cl- 17,500 Cis-akonitové  Cis-akonitat 55,154
NO;- 19,316 Trans- Trans-
akonitové akonitat 59,376
Br- 24,321
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Pfi pojmenovavani aniotu je upfednostfiovano pouzivani anglickych nazv(i (acetat, laktat

aj.) pred pocestilymi vyrazy (octan, laktat aj.).

1. Kalibraénifada: F-, Cl -, NO2", Br, NO3", SO4%, POs >

2. Kalibra¢ni fada: kyselina quinatova, mléénd, octovd, propionova, mravenci, maseln3,

isovalerova, valerova, slizova, jablecna, vinna, maleinova, a-ketoglutarova, stavelova,

citrénova, cis-amonitova. Tabulka Sest zndzornuje statické parametry kalibrace kyseliny

quinatové. Na obrdzku dvanact je zobrazena kalibraéni kfivka kyseliny quinatové,

parametry kfivky jsou v tabulce Sest.

1,60_Quinate

ICS1600_signal

Jarea [uS*min]

Obrazek 12: Kvadraticka kalibrac¢ni kfivka kyseliny quinatové

Zdroj: Vytvoreno programem Chromeleon

Tabulka 6: Statické parametry kyseliny quinatové a 2. kalibracni rady

Kyselina Koeficient Smérnice primky Zakriveni
determinace (%)
quindatova 99,9976 0,0472 - 0,0003

3. Kalibra¢ni fada: kyselina glukonatova, shikimova, isomaselna, oxalatova,

galakturonova, glukuronova, glutaratova, malonova, fumarova, isocitrénova, trans-

akonitova
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4. Kalibracni fada: kyselina glykolatova, pyrohroznova, adipova, ftalatova. Retencni ¢asy
této rady jsou v tabulce sedm, kterd popisuje koncentraci pikd a ¢iselné pfiblizuje

retencni ¢asy kyselin.

Tabulka 7: Anionty 4. kalibra¢ni fady

Anionty kyselin Retencni ¢as (min) Koncentrace piku (mg/l)
Glykolat 9,22 9,92
Pyruat 13,55 10
Adipat 27,88 9,77
Ftalat 43,69 10

4.4 Vypocty

Udaje, ziskané z Chromeleonu (6.80 Dionex), byly ndsledné propoéitany a zpracovany
v MS Excelu.

Zasobni roztok kyselin o koncentraci 1 g/I: Bylo navazeno skutec¢né mnoizstvi kyseliny,
vypocteno ndsobenim molarni hmotnosti s koncentraci a objemem 0,1 | dané kyseliny,
rozpusténo v deionizované vodé (konduktivita < 0,055 uS/cm, a zdroven < 2 ng/I TOC, Crystal
Adrona) ve 100 ml odmérné barice.

Roztok kyseliny o koncentraci 10 mg/I: Byl pfipraven ze zdsobniho roztoku,
odpipetovanim 1 ml zdsobniho roztoku a naslednym doplnénim po rysku tou samou
deionizovanou vodou v odmérné barce o objemu 100 ml.

Smési kontrolnich kyselin: Bylo napipetovano od kazdé pozZadované kyseliny 0,5 ml ze
standardu o koncentraci 10 mg/l a doplnéno do 50 ml odmérnych banék opét destilovanou
vodou.

Kalibra¢ni rady:

e Pro dosazZeni koncentrace 0,1 mg/l byl odebran 1 ml kyseliny z pfipraveného roztoku
o koncentraci 10 mg/l, napipetovan do 100 ml odmérné barky a doplnén po rysku
deionizovanou vodou.

e Pro dosazeni koncentrace 1 mg/I bylo odebrano 0,1 ml kyseliny z pfipraveného
roztoku o koncentraci 1 g/l, napipetovano do 100 ml odmérné bariky a doplnéno po

rysku deionizovanou vodou.
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e Pro dosaZeni koncentrace 5 mg/l bylo odebrano 0,5 ml kyseliny z pfipraveného
roztoku o koncentraci 1 g/l, napipetovano do 100 ml odmérné bariky a doplnéno po
rysku deionizovanou vodou.

e Pro dosazZeni koncentrace 10 mg/I bylo odebrano 1 ml kyseliny z pfipraveného
roztoku o koncentraci 1 g/l, napipetovano do 100 ml odmérné bariky a doplnéno po
rysku deionizovanou vodou.

e Pro dosazZeni koncentrace 40 mg/I byly odebrany 2 ml kyseliny z pfipraveného
roztoku o koncentraci 1 g/l, napipetovany do 50 ml odmérné bariky a doplnény po

rysku deionizovanou vodou.

Vzorky vin: Vzorky byly pfipraveny ve 100krat zfredéné koncentraci. Do 100 ml odmérné
banky byl odméren 1 ml zfiltrovaného vina (filtrace pfes stfikackovy membranovy systém
0,45 um) a po rysku doplnén tou samou deionizovanou vodou jako roztoky predeslé.
Vysledky bylo tedy nutné 100krat ndsobit, abychom ziskali skute¢né hodnoty aniont( ve
viné.

Metoda standardniho pridavku (spike): Podstatnym rysem této metody je nutnost
provedeni dvou nastfik(. Nastfik plvodniho vzorku a ndstfik vzorku s pfidanym mnoZstvim
Cisté stanovované slozky. Nepriddvame tedy novou slozku, ale samotnou stanovovanou
[atku. Je nutné znat presné mnoistvi pridané slozky, pridany standard se totiz neseparuje.
Tuto metodu vyuzivame v pripadé, Ze si nejsme jisti, jestli se ve viné objevuje jedna nebo
druhd kyselina tzn., Ze jejich retencni ¢asy jsou velmi blizké (Volka 1995). Byl odméren, do 50
ml odmérné bariky, 1 ml hledané kyseliny ze zasobniho roztoku o koncentraci 1 g/I. Hledana
kyselina byla v odmérné barice doplnéna po rysku analyzovanym vinem, nikoliv

deionizovanou vodou. Vysledna koncentrace spiku Cinila 20 mg/I.

4.5.Vzorky vin

Od kazdého vina byl odebran vzorek, ktery byl 100krat nafedén, viz kap. 4.4. Redéni bylo
zvoleno tak, aby bylo pristrojem mozno zméfit kyseliny v rozsahu kalibra¢ni fady. Namérené
hodnoty byly pfepocteny na skute¢ny obsah organickych kyselin ve viné. Redé&ni vzorkd je
také dulezité z pohledu ochrany pfistroje (velikost ¢astic vzorku vs. filtry). Pripravené
standardy byly prelity do 5 ml vialek, specidlné uréenych pro tuto analyzu, a vioZzeny do
pristroje k vyhodnoceni. Pomoci davkovace AS-DV (Dionex, USA) byly vzorky nastfiknuty na

kolonu AS11-HC (Thermo Scientific Dionex ™, USA). Analyza kazdého vzorku trvala 65 minut,
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kdy byl kone¢ny chromatogram sestaven programem Chromeleon (6.80 Dionex). Jednotlivé
piky bylo nutno manualni integraci zkontrolovat a pojmenovat. Vysledky bylo nutno
porovnat s kalibraénimi fadami.

Pro tuto praci byly zméreny Ctyfi rizné vzorky vin: Rulandské Sedé (2017) ze Zapletalova
vinarstvi ve Velkych Bilovicich; Ryzlink rynsky (2017) kategorie VOC z vinafstvi Znovin
Znojmo; tetra-packové vino Rucio (2018) a ¢ervené vino Dornfelder (2015) z vinarstvi Lukase
Hlineckého. Dale bylo analyzovano Sest vin na zacatku jejich vinifikace. Tyto vzorky byly
z odrtdy Chardonnay Stavkova vinarstvi, kdy kazdé vino zrdlo za odlisSnych vnéjsich
a vnitinich podminek. Pouzité kvasinky a misto kvaseni je zaznamenano v tabulce osm.

Na zdkladé obsahu aniontl kyselin ve viné bylo mozné urdit, kterd kyselina a v jakém

mnozstvi se ve viné objevuje.

45.1 Vinarstvi Stavek

Chardonnay je starobyld francouzska odrida z Burgunska, pravdépodobné vznikla
kfizenim odrad Heunisch x Rulandské modré (Kopecek & Kraus 2012).

Tabulka 8: Vzorky vin ze Stavkova vinafrstvi

Nazev Specifikace Misto kvaseni
BQ-FF barikovy sud Francoise Frreres
Delta kvasinky Delta nerezovy tank

Crion kvasinky CRYO nerezovy tank
Qvevri zrani na slupkach hlinénd nadoba Qvevri

Sud dubovy sud 1500 |, nevypalovany
BQ-D barikovy sud Demptos

4.5.2 Rulandské Sedé (2017)

Rulandské Sedé, zobrazené na obrazku tfinact, je starobyla francouzska odrida z oblasti
Burgunska, odkud se pres oblast Champagne rozsitila do celé Francie a nasledné pres
Madarsko do celého svéta. Z pohledu organoleptickych viastnosti se Rulandské sedé
vyznacuje naZzloutlou barvou spolu s pomeranc¢ovo-medovou ptichuti. Jedna se o vino
polosuché z pozdniho sbéru, chut byva oznacovana jako plna s vyssim obsahem glycerolu
a alkoholu. Barva bobuli je modroseda az nacervenald. Rulandské Sedé vzniklo mutaci
z odrtdy Rulandské modré (Pinot Noir). Legislativné je také povoleny nazev Pinot grigio

(Kopecek & Kraus 2012).
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Obrazek 13: Rulandské Sedé (2017), Zapletalovo vinarstvi

Zdroj: Vlastni fotografie

4.5.3 Ryzlink rynsky (2017)

Ryzlink rynsky se fadi mezi nejpéstovanéjsi
a nejkvalitnéjsi odriidy na nasem uzemi. Byl
vySlechtén spojenim odrid Traminu spolu
s Gouais blanc (Heunisch) a je pouzivana
predevsim na vyrobu vysoce kvalitnich vin. Jedna
se o vino polosuché ziskané z bilych hroznu.
Ryzlink rynsky ma nazelenale Zlutou barvu s chuti
pfipominajici merunky, broskve a jarni kvéty.
Oznacujeme ho také jako vino krala. Vino je

vhodné k archivaci (Znovin Znojmo 2018).

Zkoumany Ryzlink rynsky je zobrazen na obrazku
¢trnact. Mezi VOC vina z této oblasti radime
Sauvignon, Ryzlink rynsky

Obrazek 14: Ryzlink rynsky (2017), Znovin Znojmo

Zdroj: Vlastni fotografie

Veltlinské zelené nebo jejich cuvéé. Vina s timto oznacenim musi mit vyraznéjsi chut

a vykazovat typické senzorické vlastnosti terroir. Cukernatost hroznu, které musi byt
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sesbirany ru¢né, musi byt nejméné 19 °"NM, obsah alkoholu nesmi presahnout 13,9 %
objemovych

a bytkovy cuk spolu s jablecno-mlécnou fermentaci je povolen v souladu s nafizenim Komise
Evropské Unie ¢. 753/2002, ¢l. 16. Hektarovy vynos vinic nesmi byt vyssi nez 7 tun (Natizeni

Komise 2009).
4.5.4 Rucio (2018)

U Spanélského stolniho vina proddvaného
v tetra-packu, které je zobrazeno na obrazku
patnact, byl uveden roc¢nik zpracovani 2018. Vino ma
¢irou, nazloutlou barvu s lehce ananasovou vini,
chut je trpci. Obsah alkoholu je 11 % objemovych.

Namérené koncentrace aniontd kyselin v tomto

viné udava graf Cislo pét.

Obrazek 15: Tetra-packové vino Rucio (2018)

Zdroj: Vlastni fotografie
4.5.5 Dornfelder (2015)

Vybrané vino mélo ponékud horsi organoleptické
| vlastnosti, chut s konzistenci byla lehce tahlovita. Lahev
¢erveného vina Dornfelder, ktera byla analyzovana, je na
obrdazku Sestnact

Barva vina byla velmi tmava a viné pfipominala
brusinky s lesnim ovocem, coz je ovsem podle
internetového serveru, pro tuto odridu normalni (Vina

z Moravy vina z Cech 2018).

Obrazek 16: Dornfelder (2015), Lukas Hlinicky

Zdroj: Vlastni fotografie
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5. Vysledky

Vyslednd data byla ziskana ze 100krat naredénych vin. Hodnoty koncentraci kyselin ve
viné zaznamenané v nasledujicich grafech a tabulkach jsou prepoéteny pomoci MS Excel na

skute¢né hodnoty, obsazené ve vinech.

U vin ze Stavkova vinafstvi, které byly méreny na zacatku jejich vinifikace, byly viditelné
rozdilné hodnoty naméreny u citratu, maleatu, malatu/succinatu
a shikimatu/glykolatu/acetatu, a to u vzork( Delta a Crion, do kterych byly pfidany cisté
kultury kvasinek. Hodnoty téchto aniontl byly mnohem vyssi nez u vzorkd, které kvasily
spontanné. Viditelné vyssi hodnoty laktatu, pyruatu/oxaloacetatu a fosforeénanl/ftalatl mél
vzorek Qvevri zrajici na slupkdch v hlinénych nddobach. Vzorek Crion mél oproti ostatnim
vzorkdim mnohem nizsi hodnotu quinatu. U oxalat(/fumaratu byl velky rozdil mezi
hodnotami namérenymi u vzorku BQ-D a BQ-FF. Oba tyto vzorky zraly v barikovych sudech,
ale kazdy byl vyrobeny od jiné firmy.

U BQ-FF byla namérena vyssi hodnota laktatu nez u ostatnich analyzovanych vin, kromé
vina Dornfelder. Hodnoty malatu/succinatu byly naopak u vsech vin nizsi nez u BQ-FF, opét
kromé u vina Dornfelder. BQ-D mél v porovnani s ostatnimi viny nizké hodnoty citratu
a malatu/succinatu, quinat byl vysoky. Vzorky vin Delta a Crion méli tartat/malonat
vyznamné vyssi nez ostatni vina. Hodnoty malatu/succinatu mél vyssi pouze Ryzlink. U
vzorku Qvevri byla zaznamenana vyssi hodnota u laktatu a fosfore¢nant/ftalatli oproti
ostatnim vinim. Naopak hodnoty citratu mél tplné minimalni. Vzorky zrajici na slupkach
v dubovém sudu mély nizké hodnoty citratu, malatu/succinatu a isovaleratu v porovnani
s ostatnimi viny. Namérené hodnoty Stavkovych vin jsou zaznamendany v tabulce devét

a grafu jedna.
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Graf 1: Koncentrace aniontl kyselin — Stavkovo vinarstvi, odriida Chardonnay

Tabulka 9: Koncentrace aniont( kyselin — Stavkovo vinafstvi, odriida Chardonnay
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anionty kyselin

Aniont (mg/l) BQ-FF DELTA CRION Q SuUD BQ-D
Quinat 348 57,1 213 326 359 353
Glukuronat 3,70 11,9 20,0 18,8 6,30 3,70
Laktat 289 213 149 691 420 301
Shikimdt/Glykolat/Acetdt 4,40 14,9 15,4 2,20 1,60 4,20
Propionat 31,4 33,7 21,7 25,0 4,20 14,9
Isobutyrat 21,7 3,60 3,80 23,3 17,3 21,0
Butyrat 1,20 5,50 3,80 0,401 2,60 0,901
Pyruvat/Oxaloacetat 3,50 3,10 1,50 12,0 3,10 1,70
Isovalerat 203 214 187 342 213 206
Valerat 0,721 0,331 0,601 2,40 0,333 0,603
Glukuronat 0,411 0,332 0,412 0,403 0,413 n.d.
Glutarat/Mucic/Adipat 249 211 278 249 250 248
Maldt/Succinat 345 2129 2030 435 302 356
Tartrat/Malonat 2249 3277 3283 2131 2439 2203
Maleat 1,70 42,3 64,5 1,90 1,20 1,10
a — ketoglutarat 1,90 2,10 2,70 2,80 3,10 3,90
Oxalat/Fumarat 42,0 26,8 20,4 18,0 12,7 11,2
Fosforecnan/Ftalét 485 546 548 668 490 452
Citrat 13,8 269 266 4,50 3,80 3,80
Isocitrat 26,9 26,6 26,4 25,1 26,0 23,2
Cis — akonitat 3,30 0,110 1,80 0,422 1,90 2,70
Trans — akonitat 1,00 0,201 1,20 0,701 0,921 1,10
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V grafu Cislo dva, udavajici hodnoty namérené v Rulandském Sedém, si miZzeme
vSimnout, Ze nejvyssi koncentrace dosahl tartrat/malonat (2557 mg/l). V porovnani
s ostatnimi hotovymi viny, nikoliv tedy Stdvkovymi, bylo tohoto aniontu detekovano nejvice

evvs

byla namérena galakturonatu (0,20 mg/I).
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Graf 2: Koncentrace aniontl kyselin obsazenych — Rulandské Sedé (2017)

Graf islo tfi zobrazuje namérené hodnoty v Ryzlinku rynském (2017), kde nejvyssi
koncentrace byla namérene u malatu/succinatu (3401 mg/I). Tato hodnota byla nejvyssi
v porovnani s ostatnimi detekovanymi hotovymi viny. Taktéz byly zaznamenany vysoké
hodnoty glukonatu (317 mg/l), shikimatu/glykolatu/acetatu (718 mg/I), maleatu (187 mg/l)
a citratu (281 mg/l). Aniont kyseliny cis-akonitové nebyl témér detekovatelny. Valerat
a galaturonat se pohybovaly ve velmi nizkych koncentracich (0,212 mg/I). Koncentrace

aniontU ve viné Ryzlinky rynsky (2017) je zobrazena chromatografem cislo tfi.
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Graf 3: Koncentrace aniontl kyselin obsazenych — Ryzlink rynsky (2017)
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Chromatogram 2: Koncentrace aniont( kyselin — Ryzlink rynsky (2017): (1-3) glukonat, laktat,
shikimat/glykolat/acetat; (4) isovalerat; (5) chlorid; (6-8) glutarat/mucic/adipat,

malat/succinat, tartrat/malonat; (9—10) maleat, sific¢itan; (11) fosfore¢nan/ftalat; (12) citrat

Tetra-packové vino Rucio obsahovalo v porovnani s ostatnimi méfenymi viny nejvétsi
koncentraci quinat( (117 mg/l), fosforeénand/ftalatd (513 mg/l), propionatl (17,2 mg/l),
cis-akonitatd (2,11 mg/l) a oxalatt/fumaratd (41,4 mg/l). Glukuronat nebyl v tomto viné

témér detekovatelny. Tyto hodnoty jsou uvedeny v grafu Ctyfi.
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Graf 4: Koncentrace aniontl kyselin — tetra-packové vino Rucio

Cervené vino Dornfelder obsahovalo nejvétsi koncentraci aniontl kyseliny mlééné
(2134 mg/l), glutaratu/mucic/adipatu (562 mg/l), isobutyratu (19,5 mg/l),
pyruatu/oxaloacetatu (5,61 mg/l) a isovaleratu (1175 mg/l) mezi nami mérenymi viny.
Vysokych hodnot dostahoval také aniont Valentu (1,81 mg/l) a glukuronatu
(4,91 mg/l).Galakturonat se zde objevoval v nulovych koncentracich. Namérené vysledky

jsou zaznamendny grafem pét.
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Graf 5: Koncentrace aniontl kyselin — ¢ervené vino Dornfelder (2015)

Namérené hodnoty formdtu ve vSech vinech byly témér zanedbatelné. Nejvysi jeho
zaznamenané mnozstvi bylo u Ryzlinku rynského (0,711 mg/l). Namérené hodnoty tékavych
kyselin v méfenych hotovych vinech, ve srovnani s legislativnimi hrani¢nimi limity pro bila
vina (1,11 g/l) vina a ¢ervena vina (1,21 g/l), byly obecné velmi nizké, viz kapitola 3.3.6.

Hodnoty jsou uvedeny v tabulce deset.

Tabulka 10: Tékavé kyseliny a jejich namérené hodnoty ve vinech (mg/I)

Aniont kyseliny Dornfelder Rucio Ryzlink Rulandské
Butyrat 1,61 3,41 3,81 3,21
Propionat 3,41 17,2 12,1 15,6
Format 0,211 0,112 0,711 0,111
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6. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo stanovit speciaci a kvantifikovat nizkomolekuldrni
organické kyseliny ve vybranych druzich bilého vina pomoci iontové vyménné
chromatografie. U¢elem stanovovani téchto kyselin je jejich vliv na organoleptické vlastnosti
vinnych napoju.

Bylo zkoumano devét rliznych vzorkd bilého vina a nakonec byla analyzovanai jedna
odrlida ¢erveného. Vzhledem k tomu, Ze nékteré organické kyseliny maji stejné retencni
¢asy, nebylo mozné, pouhou aplikaci iontové vyménné chromatografie s konduktometrickym
detektorem, tyto kyseliny od sebe odlisit. Piky koeluovanych kyselin jsou na chromatogramu
znazornény v prekryvu.

Pro diferenciaci by bylo zapotiebi pouziti jinych detekénich a spektrometrickych metod,
jako jsou napf. hmotnostni spektrometrie (MS), nukledrni magneticka rezonance (NMR)
nebo Fourierova transformace (Lachenmeier et al. 2005; Godelmann et al. 2013; Berbegal et
al. 2019). Aplikace vyse zminénych metod nebyla pro psani této diplomové prace dostupna,
proto byly kyseliny uréovany na zakladé srovnavani legislativnich zakon( a jinych védeckych
publikaci s namérenymi vysledky.

Mezi koeluované kyseliny patfil aniont shikimatu/glykolatu/acetatu. Romero a Munoz
(1993) namérili hodnoty kyseliny shikimatové v mladych bilych vinech od 15,94 mg/l do
30,90 mg/l a v ¢ervenych od 16,12 mg/I do 40,59 mg/I, coz se velmi odliSuje od hodnot, které
byly zméreny pro tuto diplovou praci. Kyselina shikimatova je dobre stépitelnou kyselinou,
ktera byva vyuzivana v Krebsové cyklu jako zdroj energie pro bakterie a kvasinky, v hotovém
viné by tedy neméla byt namérena v nijak vysoké koncentraci (Hubova et al. 2017). Glykolat
je toxicka latka zaznamendvana u vin, u kterych je nezdkonné pridavan diethylenglykol, jehoz
metabolitem je kyselina glykolova. Minimalni toxickd davka se odhaduje na 0,14 mg kyseliny
glykolové na kg télesné hmotnosti a letdlni davka se odhaduje mezi 1,0-1,63 g/kg télesné
hmotnosti. Proto je doporucené mnozstvi kyseliny glykolové a jeji farmaceuticky pftijatelnych
soli nebo ester(l zvolena tak, aby celkové glykolatové hladiny neprekrocily 0,20 mg glykolatu
na kg télesné hmotnosti (Pan-Montojo et al. 2019). Tyto hodnoty jsou opét v rozporu
se mnou namérenymi hodnotami. Andorra et al. (2019) uvadéji, Ze vyskyt acetdtu ve viné
zpUsobuji octové bakterie. Diky heterofermentativnimu kvaseni je jeho pfitomnost

v nékterych pfipadech nevyhnutelnd, ale hladina je legislativné hlidana. Maximalni povolend
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koncentrace se pohybuje v rozmezi 0,3-0,6 g/I. V pripadé analyzovanych vin by tuto hodnotu
presahl pouze Ryzlink rynsky, viz tab. 12.

Dalsimi anionty se stejnymi retencnimi ¢asy byly pyruat/oxaloacetat. Shapiro
a Silanikova (2011) méfili kyseliny ve ving, ro¢nik 2010, pomoci HPLC metody. V publikaci
uvadi, Ze oxaloacetat nebylo u bilych vin moZzno detekovat, pouze u ¢ervenych. Hodnoty
pyruatu naméfili u bilych (okolo 0,142 mg/l) i u ¢ervenych vin (okolo 0, 448 mg/I). Mnou
namérené hodnoty u pyruatu/oxaloacetatu byly mnohem vyssi, avSak roénik vina
(2015,2017,2017) hraje u obsahu kyselin velmi vyznamnou roli. Zhang a Lovitt (2006)
uvadéji, Ze vyskyt pyrudtu ve viné je vice nez obvykly, nebot je soucasti reakce premény
kyseliny jable¢né na laktat. V analyzovanych vinech byl tedy predpokladan vyskyt pyruatu.

Ve vztahu malat/succinat byl predpokladan vyskyt malatu. Kyselina jablecna je fazena
mezi hlavni kyseliny vina, jeji vyskyt je tedy vice neZ pravdépodobny. Kyselina jable¢na je
u bilych vin ¢aste¢né redukovana a pfeménovana na laktat disledkem ¢aste¢né malolaktické
reakce, coz zpUsobuje jeji zvySenou koncentraci ve vinech. Hodnoty kyseliny jable¢né,
mérené HPLC metodou u bilych mostd, byly naméreny od 1,43 do 3,40 g/l (Soyer et al. 2003;
Milovanovic et al. 2019). Uvedené hodnoty kyseliny jabecné jsou vice shodné s mymi
namérenymi vysledky, nez koncentrace kyseliny jantarové. Moreno-Arribas a Polo (2009)
publikuji, Ze obsah kyseliny jantarové ve vinech se pohybuje v rozmezi od 0,6-1,2 g/I. Kandl
a Kupina (1999) naméfili béhem separace pomoci kapilarni elektroforézy s nepfimou UV
detekci béhem 13 minut 5-20 mg/I kyseliny jantarové v analyzovaném viné. Tyto hodnoty
se neshoduji s mymi namérenymi hodnotami ve vztahu maldat/succinat, viz tab. 12. Kyselina
jantarova, stejné tak jako kyselina shikimatova, pfedstavuje v Krebsobé cyklu zdroj energie
pro mikroorganismy a byva tedy rozkladana (Hubova et al. 2017).

Pfi koeluci aniontl tartrat/malonat byl zvolen vyskyt tartratu, protozZe kyselina vinna je
stabilni latka, kterd patti spolu s kyselinou jablecnou a citrdnovou mezi hlavni kyseliny vina.
M{Ze se objevovat v rozmezi 3-8 g/I (dle legislativy: ve viné 2-5mg/I, v mostu 3—7 mg/I).
Kyselina malonova se ¢astecné podili na vinném aroma. Ve formé diethyl malonatu byla
namérena ve vzorcich vina z roku 2017 pomoci plynové chromatografie s QDA analyzdtorem
(detektor plynového pole). Mnoizstvi se pohybovalo okolo 0,31 mg/I (Soyer et al. 2003;
Sénchez-Palomo et al. 2019).

Kyselinu ftalovou spolu s fosfore¢nany od sebe také nebylo mozné odlisit. Chatonnet et

al. (2014), detekovali obsah ftalatl ve viné v mnohem nizsich koncentracich, nez uvadi moje
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méreni. Koncentrace ftalatd se béhem jejich vyzkumu pohybovala v priméru okolo mnozstvi
0,0587 mg/I u bilych vin a 0,353 mg/I u vin ¢ervenych.

Ve vztahu oxaldt/fumarsg, Lian et al. (1999) publikuji studii, ve které poukazuji na to, ze
se kyselina stavelova diky nedostatku hydrofobnich skupin objevuje na chromatogramu, pfi
aplikaci iontové vymeénné chromatografie, jiz pfed eluénim ¢&inidlem Pfesnost analyzy oxalatu
je tedy vyrazné nizsi, nez presnost analyzy fumaratu. Stejné tak v pripadé detekce oxaldtu
v ovocnych stavach byl vysledek Spatné detekovatelny vzhledem k disociaci kyseliny pfi pH
2,10-2,15 (Chinnici et al. 2005). Kyselina Stavelova se vyskytuje v Krebsové cyklu, kde vznika
ze sukcinyl-CoA pomoci sukcinyl-CoA-syntetdzy a méni se na fumarat diky enzymu
sukcinatdehydrogendza (Horak & Stazskova 2011). Pfedpoklada se tedy rozklad kyseliny
Stavelové a jeji detekce ve vinech by méla byt slabsi nez kyseliny fumarové. Romero
a Munoz (1993) uvadéji, Ze pro stanovovani kyseliny fumarové ve viné neexistuje zadna
spektrofotometrickd nebo enzymatickd metoda. Mnozstvi kyseliny fumarové nakonec
detekovali za poufZiti reverzni vysokoucinné kapalinové chromatografie s pouzitim kolony Cis.
Namérené hodnoty u bilého vina (22 vzorkl) se pohybovaly v rozmezi 1,45-6,22 mg/I
a u ¢erveného vina (47 vzorkl) 1,30-12,56 mg/I.

Posledni z koeluovanych aniont( byl mucic/adipat/glutarat. Ribéreau-Gayon (2006)
uvadi, Ze vyskyt kyseliny slizové zplsobuje hniloba vinného napoje. Pfipustné mnozstvi pro
vino je 0,1-0,5 g/I. Hniloba mostu nastava pfi mnozstvi vyssim nez 2 g/l. Tuto hranici
presahlo pouze vino Dornfelder, které nemélo zrovna idedlni organoleptické vlastnosti. Na
zakladé dostupnych zjisténi, jsou hodnoty kyseliny slizové nejvice shodné s namérenymi
vysledky, viz tab. 11. Adipaty jsou kontaminuijici latky pozivané predevsim jako zmékcovadlo
plastli nebo latka k uchovani barvy. V ptipadé, Ze je vino uchovavano ve skle, je jejich vyskyt
témér nulovy. Cao (2008) uvadi, Ze se koncentrace adipatl ve vinech uchovdvanych
v plastech pohybuje kolem 20 pg/l. Mnou analyzovana vina byla ve sklenénych lahvich,
kromé vzork( ze Stdvkova vinarstvi, které byly v plastovych. Vino Rucio bylo uchovavano
v tetra-packu. Berbegal et al. (2019) zméfili za pomoci kapalinové chromatografie,

koncentraci glutaratu ve viné velmi nizkou. Pohybovala se v mnozZstvi okolo 30-50 pg/I.

Po diferenciaci kyselin bylo mozné zkontrolovat, zda zmérené hladiny koncentraci
odpovidaji predepsanym normam. Hodnoty nékterych kyselin znacici nebezpedi nebyly ve

viné viibec detekovatelné. Nadlimitni mnozstvi (0,5 g/l), viz tabulka dva, by se v pfipadé, Ze
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by se jednalo o mucic, aniont kyseliny slizové, objevovalo pouze v ¢erveném viné Dornfelder.
Koncentrace kyseliny glukurondtové je u tohoto vina také v pomérné zvySeném mnozstvi.
Glukonat, znacici vyskyt Sedé plisné, viz tabulka dva, se vyskytl v nejvy$sim mnozstvi

u tetra-packového vina Rucio. Anionty a jejich namérené hodnoty zobrazuje tabulka

jedendct.

Tabulka 11: Kyseliny znacici nebezpeci a jejich namerené hodnoty ve vinech (mg/I)

Aniont kyseliny Dornfelder Rucio Ryzlink Rulandské
Glukonat n.d. 6,41 0,51 0,21
Galakturonat n.d. 0,51 0,21 0,21
Glukuronat 4,91 0 1,61 1,71
Mucic/Glutarat/Adipat 562 153 175 139

Zmérené hodnoty legislativné hlidanych kyselin jsou zapsany v tabulce dvanact,
v tabulce tfindct jsou jejich hodnoty dané legislativou. Pokud by se jednalo o aniont
glykolatu, namérena hodnota silné prevysuje danou hranici. Pokud by se jednalo o acetét,
limity byly stanoveny v normé kromé koncentrace hladiny u vina Ryzlink. Ve vztahu
malat/succinat splfiuji dany limit koncentrace odpovidajici malatu, kdyby byly koncentrace
vztaZeny k succinatu, silné by prevysovaly. Namérené mnozstvi koncentrace oxalatu by
legislativné neodpovidalo pouze u tetra-packového vina Rucio. Velmi nizka hodnota citratu

byla namérena u Cerveného vina Dornfelder.

Tabulka 12: Kyseliny kontrolované legislativou (mg/I)

Aniont kyseliny Dornfelder Rucio  Ryzlink Rulandské
Laktat 344 214 405 231
Acetat/Glykolat/Shikimat 64,9 396 718 412
Malat/Succinat 357 974 3401 1767
Tartrat/Malonat 2264 2051 2223 2557
Oxalat/Fumarat 7,11 41,4 12,7 7,81
Citrat 1,71 256 281 209
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Tabulka 13: Legislativni nafizeni o mnozstvi kyselin ve viné, upraveno podle Ribéreau-Gayon
2006

Aniont kyseliny Obsah kyseliny ve viné
Laktat 500 mg/I
Glykolat 0-20 mg/I
Acetat 300-600 mg/I
Malat/Succinat 0-5 000 mg/l / 500—-1 500 mg/I
Tartrat 2 000-5 000 mg/I
Oxalat 0—-30 mg/I
Citrat 50-500 mg/|

Vysledky ziskané z méreni Stavkovych vzork( pochazeji z vin, které jeSté neprosly
konecnym stddiem vinifikace, proto nelze tvofit zavéry na zakladé legislativnich ustanoveni
nebo jinych védeckych praci zabyvajicich se viny ve finalni podobé. Balik a Stavek (2017)
uvadi, Ze vino zraje po celou dobu vyroby, aZ tedy finalni hodnoty obecné rozhoduiji
o senzorickych vlastnostech. Rozdily v narlstu koncentraci kyselin byly tedy srovnavany mezi
nimi samotnymi, viz tabulka devét. Na téchto vzorcich bylo krdsné zndzornéno, jak vnéjsi
(misto zrani) i vnitfni (typ kvasinek) prostfedi a technologické postupy vyznamné ovliviuji
organoleptické vlastnosti vina. Kazdé vino mélo jinou barvu, chut i vlni. Vliv prostfedi je
velmi dobfe znazornén mezi vzorkem BQ-FF a BQ-D. Oba vzorky zrdly v barikovych sudech,
kazdy vyrobeny od jiné firmy a hladiny koncentraci u propionatu, a-ketoglutaratu,
oxalatu/fumaratu a citratu se vyznamné lisily. Vliv kvasinek je znatelny mezi vzorky Delta
a Crion. V tomto pripadé se prostredi nelisilo, pouze kvasna kultura. Hladiny
shikimatu/glykolatu/acetatu, isobutyratu, glukuronatu, fosfore¢nanu/ftalatu, isocitratu
a citratu jsou podobné, ostatni se odliSovaly.

Vzhledem k tomu, Ze vina byla uchovavana v plastovych lahvich, bylo by mozné sledovat
narust ftalatd spolu s acetaty, které jsou zdravi Skodlivé a uvoliuji se z plast(. Acetat je
bohuzel v koeluci s shikimatem/glykolatem a ftalaty maji stejny retencni ¢as s fosforeénany.
Nelze tedy stanovit pfesné vysledky. Hladina shikimatu/glykolatu/acetatu byla nejvyse
namérena v hodnoté 15,4 mg/l. Pokud by se tedy jednalo o acetat, podle legislativy by bylo
mnozstvi koncentrace pfipustné, viz tab. 13. Hodnota ftalatu/fosfore¢nanu byla zmérena
oproti tomu, co uvadi jiné védecké prace, ve velmi nizkém mnozstvi. Ftalaty by tedy u téchto
vzorku vin také nepredstavovaly zdravi ohroZujici riziko.

Veskeré zkratky vzork( s jejich vysvétlivkami, jsou uvedeny v tabulce osum.
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Na zakladé zmérenych hladin koncentraci kyselin ve viné mohou vinafi technologicky
upravovat svoje vina a profilovat je podle svych potieb. Kromé toho byvd iontové vymeénna
chromatografie ve spojeni s Fourierovou transformaci (FTIR) také aplikovana pro odhalovani
pancovani alkoholovych vyrobkid. Chromatografie stanovuje mnoZzstvi aniontl chlorid(,
dusi¢nand, siran(, acetatl nebo oxalatl v ndpoji a FTIR umozni rychlou detekci hustoty
etanolu, metanolu a dalSich tékavych latek. Srovnanim téchto vysledk(i s danym legislativnim
natizenim byva identifikovan falSovany vyrobek (Lachenmeier et al. 2005). Stanoveni
sacharidl (arabindza, fruktdza, galaktéza, glukdza, mandza, ribdza, sachardza aj.) za pouziti
IC spojenou s pulzni amperometrickou detekci mGzeme prokazat falSovand vina a instatni
kavy (Bernal et al. 1996). Také hladina oxidu sifi¢itého (SO), pouzivaného ke konzervacnim
ucellim, podléha legislativni regulaci. Za pomoci IC metody ve spojeni s konduktometrickou
detekci, jak bylo pouZzito pfi mych analyzach, byva koncentrace SO; hlidana (Koch et al.
2010). Hojné vyuZzivanou aplikaci je IC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem.
Hmotnostni spektometr separované latky identifikuje a odlisi ty s podobnymi vlastnostmi,
jako jsou vySe zminéné koeluované anionty, které maji v daném prostredi stejnou velikost
iont(, ale jinou hmotnost (Friedecky & Lemr 2012).

Pro prokazovani kvality a plivodu vina byva aplikovana HPLC ve spojeni s IRMS (Isotope
Ratio Mass Spectrometer), viz obrazek sedmndct. Pfi této metodé se vyuziva uhliku, ktery se
v pfirodé nachazi ve formé tfi izotopu. Dva z nich jsou stabilni (C12 a Ci13) a jeden radioaktivni
(C14). HPLC s IRMS umozniuje analyzu izotopovych poméru v netékavé vodnych rozpustnych
organickych sloucenindch, jako jsou sacharidy nebo aminokyseliny a tim odkryva ptridané
mnozstvi organickych kyselin nebo cukru (Guyon et al. 2014; Moerdijk-Poortvliet et al. 2014).
Také HPLC ve spojeni s nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) uddava informace
o odrdé, plvodu, ro¢niku, fyziologickém stavu a o technologickém oSetreni vina (Albert
2002; Godelmann et al. 2013). NMR dokaze rozliit polohy uhliku (vodiku) na organickych

molekulach a u kazdé zvlast méfit zastoupeni deuteria (Ci3) (KoSir et al. 2001).

Peres (2009) uvadi, Ze poufZiti iontové vymeénné chromatografie je kvlli nutnosti ¢isténi
vzorku u ¢erveného vina omezeno. Tato metoda tedy neni Uplné vhodnou pro stanovovani
obsahu kyselin v ¢ervenych odrldach, proto bylo do analyzy zafazenou pouze jedno ¢ervené
vino. Mnohem vhodnéjsi je pouZiti kapilarni zonové elektroforésy s nepfimou UV detekci,

ktera byla aplikovana pro uréeni organickych kyselin v Portském viné nebo poufziti
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elektroforésy s konduktometrickou detekci na polymethylakryldtovém cipu (Esteves et al.

2004; Masar et al. 2005). Kapildrni zonova elektroforésa s nepfimou UV detekci byla pouZita

i na analyzu bilych vin (Kandl & Kupina 1999).

Oxidacni reaktor

€02 Separacni He

CH0,C +C0; zarizeni 1
= { } -{7_ ]l > Odpad
1 T2999°C : | (mobilni faze)
Dévkovat a o hlavd Hox
HPLC kolona mpa (1
\ /\pu P \ // Heeh0 « o
[
/
| Odstranovac
A A vody vysledny plyn k analyze
| | : J sotope Rt S
@) Oxidacni  katalyzat (- b
Pumpa W\ yzator i — = =)
\\/Z Ginidlo  kyselin - -
HPLC
BN
= Hevl0,

Obrazek 17: Schéma Kapalinové chromatografie v kombinaci s IRMS

Zdroj: Moerdijk-Poortvliet et al. 2014
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7. Zaveér

Bylo zméreno Sest vin stejné odridy ze Stavkova vinarstvi na zacatku jejich vinifikace,
dvé bild vina ro¢nik 2017, jedno bilé vino ro¢nik 2018 a jedno vino ¢ervené odridy rocnik
2015. Rozdilné hladiny kyselin bylo patrné pozorovat pfedevsim u vzork( vin ze Stavkova
vinarstvi, kdy kazdy vzorek zral v odliSnych nadobach s pouzitim rlznych kvasinek. Namérené
hodnoty kyselin byly velmi odlisné. U analyzovanych vzorkd hotovych vin byly zjistény
nejvyssi hladiny kyseliny vinné, jablecné a mlécéné. Tyto tfi kyseliny patfi mezi hlavni kyseliny
pritomné ve viné. Anionty tékavych kyselin, mezi které patfi butyrat, format a propionat, se
objevovaly ve velmi nizkych koncentracich. Kyseliny znaci nebezpeci, jako jsou glukonatova,
galakturonatova, glukurondatova a slizova, se vyskytovaly vesmés v normé. Pouze kyselina
slizova, u ¢erveného vina Dornfelder, které bylo z organoleptického hlediska lehce tahlovité,
byla mirné zvysenad. Stanoveni ¢ervenych odrlid vin pomoci IC neni nemozné, ale neni ani
doporucené dle dostupné odborné literatury.

Pokud dvé latky opousti kolonu ve stejnou dobu (tj. maji stejny retencni ¢as), dochazi na
chromatogramu k prekryvu pika (koeluci). Chromatografie je primarni metodou separacni,
nikoliv deteké¢ni, a béhem identifikace kyselin se stejnymi retencnimi ¢asy nebylo mozné, za
pouziti neselektivniho vodivostniho detektoru, od sebe tyto latky rozeznat. Na zdkladé
védeckych praci, které se také zabyvaly koncentraci kyselin ve viné, se mizeme domnivat, Ze
v pripadé koeluce kyseliny shikimatové/glykolatové/octové, se jednalo o acetat. U koeluce
malat/succinat byla predpokladana detekce malatu, tedy kyseliny jable¢né a u
tartratu/malonatu vyskyt kyseliny vinné. V analyzovanych vinech byla dana pfednost vyskytu
fosforecnant pred toxickymi ftalaty a ve vztahu oxaloacetat/pyruvat byla zvolena pfitomnost
pyruvatu. Ve vztahu oxalat/fumarat bylo uceno, Ze se jednalo o fumarat. Namérené hladiny
koncentraci kyselin byly nejvice shodné ve vztahu glutarat/mucic/adipat s aniontem kyseliny
slizové — mucic.

Ze ziskanych dat mGzZeme usoudit, Ze stanoveni a kvantifikace nizkomolekularnich
kyselin v rznych odrGdach bilého vina pomoci iontové vyménné chromatografie je mozné,
ovsem jeji vhodnéjsi pouziti by bylo v kombinaci s dalSim detektorem (napf. hmotnostnim

spektrometrem) pro presnou specifikaci koelugovanych analyt(.
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