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ANOTACE

Predmétem diplomové prace je stanoveni aroma profilu bilych vin. V teoretické ¢asti je shrnuta
technologie vyroby bilych vin od sklizn€¢ hroznii, upravy pred fermentaci, vlastni alkoholova
fermentace a zrani vina. V jednotlivych krocich jsou uvedeny faktory, které mohou ovliviiovat
vysledny aroma profil hotového vina. Je popsan rozdil mezi konvenéné vyrabénymi
a naturalnimi viny. Nasleduje popis chemického slozeni vina rozd¢leny na jednotlivé skupiny
latek a moznosti extrakce tékavych latek ze vzorku vina. V experimentalni Casti je vyvinuty
postup extrakce t¢kavych latek z vina metodou mikroextrakce na tuhou fazi s naslednou
analyzou plynovym chromatografem s plamenové-ionizaéni a hmotnostni  detekct.
Optimalizovanou metodou bylo zméfeno 78 wvzori konvenénich a naturalnich vin.
Na naméfenych datech bylo provedeno statistické vyhodnoceni a byl diskutovan model

pro rozliSeni konven¢nich a naturélnich vin na zéklad¢ aroma profilu vina.

KLICOVA SLOVA

Aroma profil vina, t¢kavé latky, mikroextrakce na tuhou féazi, plynové chromatografie,

hmotnostni spektrometrie, ortogonalni projekce do latentnich struktur.



TITLE

Comparison of aroma profiles for white wines produced by conventional and natural methods

ANNOTATION

The subject of the thesis is to determine the aroma profile of white wines. The theoretical part
summarizes the technology of white wine production from grape harvest, treatment before
fermentation, alcoholic fermentation and wine maturation. The individual steps list the factors
that may affect the resulting aroma profile of the finished wine. The difference between
conventionally produced and natural wines is described. The following is a description of the
chemical composition of wine divided into individual groups of substances and the possibility
of extracting volatile substances from a wine sample. In the experimental part is developed
a procedure for the extraction of volatile substances from wine by the method of solid phase
microextraction with subsequent analysis by gas chromatograph with flame ionization and mass
detection. 78 samples of conventional and natural wines were measured by the optimized
method. A statistical evaluation was performed on the measured data and a model
for distinguishing between conventional and natural wines based on the aroma profile of the

wine was discussed.

KEYWORDS

Aroma profile of wine, volatile substances, solid phase microextraction, gas chromatography,

mass spectrometry, orthogonal projection into latent structures.



OBSAH

ANOTACE ... 7
KLICOVA SLOVA ..o 7
TITLE o 8
ANNOTATION ..o 8
KEYWORD S 8
OB S AH L. 9
SEZNAM A TABULEK ... 13
SEZNAM OBRAZKU ... oo 14
SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK ..o 15
SEZNAM PRILOH ... 17
UVOD 17
1 TEORETICKA CAST..........oo oo 18
1.1 Historie VYTODY VINA...........oooiiiiiii e 18
1.2 Vyroba bilych vin konvencni metodou ..........................oo 19
1.2.1 PHPrava MOSTU. ..o 19
1.2.1.1  Sklizeft hrozntll................oooiiiii e 19

1.2.1.2 Odstopkovani a drceni bobuli........................oooii 20

1.2.1.3 Nalezeni rmutu pfed lisovanim .........................coooii 21

L2 14 LASOVANI.......ooooiiiiiii e 21

1.2.1.5 Piidavky oxidu sifiCit€ho .....................ooooi 22

1.2.1.6  Odkalovani moOStU..............coooiiiii e 22

122 Alkoholova fermentace........................cooooi i 23
1221 KVASINKY oo 23

1.2.2.2  Pribéh riastu kvasinek behem kvaSeni moStu............................. 25

1.2.2.3 Faktory ovliviiujici alkoholové kvaseni.................................ooo 26

1.2.2.4 Kontrola prib&hu kvaseni ..........................ccoooi 28

1.23 SKOLENT VINA. ..ot 30
1.23.1  StaCeni VINA ........ccoooiiiiiiiiiii i 30

1.2.3.2 Piidavek oxidu SifiCitého......................ooooii 31

1233 CHEONT VINA ..o oo 31

1.2.3.4  Filtrace .....coooiii e 31

1.2.4 ZTANT VINA ..o e 32

1.2.41 Zrani vina na kvasniénych kalech........................................................ 32



1.3 Vyroba ¢ervenych vin konvencni metodou........................co 32

1.4 Vyrobanaturdlnich Vin.........................cooi 32
1.4.1 Biovina a biodynamickd vina............................ 33
1.42 Naturélni a autentickd vina.....................oooii 34
1.43 OTanZoVA VINA..........ooooiiiiiiii i 35

1.5 Chemicke sloZzeni VIna.................oooiiiiiiiii 36
1.5.1 ATRONOLY ... 36

LS 1T Btanol ..o 36
L5120 Metanol ..o 37
1513  VySSialkoholy ... 37
1.5.1.4 Terpenove alkoholy ..o 37
1.5.1.5  Polyalkoholy..........ooooiiii e 38
L5106 DIOLY oo 38
L1517 POLYOLY (oo 38
1.52 Sacharidy ..........coooi 39
1.5.2.1  Monosacharidy pentOzy ..............cccccoveiiiiiiieii e 39
1.5.22 Monosacharidy heXOzy ...............cccccooiiiiiiiiii e 39
1.5.23  Oligosacharidy................cooiiiiiii e 39
1.5.2.4 Polysacharidy .................cooiiiiiii e 40
1.53 Dusikate sloUCENINY ..............ooooiiiii e 40
1.53.1  Amoniakalni dusik......................c. 40
1.532  AmInoKySeliny................oooiiiiii 40
1533 Peptidy .o 41
1.54 VMY ..o 41
1.5.5 Minerdlni 1AtKy ... 41
1.5.6 KYSEINY ... 41
1.5.6.1  TEkavé KySeliny ..............coooiiiiiiii e 42
1.5.62 Netékaveé Kyseliny..............ccco.coiiiiiiii e 42
1.5.7 Fenolove slouCeniny ... 42
1.5.7.1 Fenolové kyseliny a jejich derivaty ... 43
1.57.2  Flavonoidy............ooooiiiiiiii e 43
1.573  ANtOKYANY .......ooooiiiii e 43
1574 THSIOVINY ..o 44
1.5.7.5 Polyfenoly vina ajejich vlivna zdrvi ... 44
1.5.8 EStery (oo 45

1.5.8.1 Biologickd esterifikace........................cooooiiiii 45



1.5.8.2  Chemicka eSterifiKace ... 45

1.6 Extrakce té¢kavych latek....................... 46
1.6.1 Extrakce kapalina-kapalina ..............................o 46
1.6.2 Extrakce tuhou fAzi ... 46
1.6.3 Mikroextrakce na tuhou fazi SPME ... 47
1.6.4 Dal8i mozZnosti Xtrakce ............oocoooiiiii 49

1.7 Stanoveni te¢kavych latek aroma vina metodou plynové chromatografie................ 50
1.7.1 Plynova chromatografie. ... 50

1.7.1.1 Konstrukce plynového chromatografu.....................................ooo 51
1.7.1.2 Plamenovy ioniza¢ni detektor .......................cooocoiiiiii 52
1.7.1.3  Tepelné vodivostni detektor........................ccoooi i 52
1.7.1.4 Hmotnostni spektrometr.......................oooiiii e 53
1.7.2 Headspace vzorkOVANT ... 53
1.7.2.1 Dynamicky headSpace.................cccccoiiiiiiiiiiii e 54
1.7.2.2  Staticky headspace..................coooiiiiiii e 54
1.7.2.2.1 Staticky headspace s plynotésnou stiikackou....................................... 54
1.7.2.2.2 Staticky headspace metodou mikroextrakce na tuhou fazi (HS-SPME) 55
1.7.2.2.3 Staticky headspace metodou vyrovnaného tlaku.................................. 55
1.7.2.2.4 Staticky headspace s davkovaci smy¢kou................................ 56
1.7.3 Olfaktometricka analyza ..........................ccoii 56

1.8 Statisticka analyza dat ... 58
1.8.1 Optimalizace podminek extrakce .........................oooiiiiii 58
1.8.2 Interpretace vztahli mezi naméfenymi soubory dat...............................o 59

2 EXPERIMENTALNI CAST ... 60

2.1 Vzorky a chemikalie......................co.oii 60
2.1.1 Vzorky bilych vin ... 60
212 Pouzité chemikalie. ... 64

2.2 Mikroextrakce tuhou fazi v headspace usporadani ...................................oo 64
221 Volba typu sorbentu SPME vldkna .........................coo 64
222 Optimalizace Gpravy vzorkl pred extrakei ..., 64

2.3 Plynova chromatografie....................oooociiii e 65
231 Podminky GC-FID ..ot 65
232 Podminky GC-MS ... 65
233 Opakovatelnost MEFent .....................ooooi i 66
234 Porovnani reten¢nich ¢ast pfimym nastfikem a headspace SPME technikou. 66

3 Vysledky a diSKUZE ..o 67



3.1 Analyza aroma profilu vina ........................co 67

3.2 Optimalizace teploty a doby extrakce metodou SPME.......................................... 67

3.3 Postup vyhodnoceni vzorkli zmétenych metodou GC-FID................................... 71
3.4  RozliSeni konvenén¢ a naturaln¢ vyrobenych vin statistickou analyzou profilu

tEkavyCh TAtek ... 74

341 Ptiprava dat pro statistické hodnoceni modelem OPLS ................................ 74

342 Tvorba kalibraénitho modelu ... 75

343 Validace kalibracniho modelu....................... 79

3.5  Postup identifikace vyznamnych latek ... 81

4 ZAVER ..o 86

POUZITA LITERATURA. ........o.ooo oo 87

PRILOHEY oo 90



SEZNAM A TABULEK

Tabulka 1: Potfeba zahtivani a chlazeni béhem vinifikace.................................................. 29
Tabulka 2: Zéakladni charakter vin v zavislosti na teploté kvaseni........................................ 30

Tabulka 3: Limity obsahu celkového oxidu sificitého v jednotlivych typech biovin dle

provadeciho natizeni €. 203/2012............cccoiiiiii 34
Tabulka 4: Primérny obsah tékavych latek ve vin€..................................................... 36
Tabulka 5: Hodnoty fenolovych slouenin ve vin€............................cooo 43
Tabulka 6: Typy stacionérnich fazi SPME, extrakéni mechanizmus a polarita...................... 48
Tabulka 7: Seznam vzorkll a zastoupeni odrlid.........................oooiii 62
Tabulka 8: Optimalizace pfipravy vzorku promefeni........................cooocooi 65
Tabulka 9: Optimalizace teploty a ¢asu extrakce ......................coocciiii 68

Tabulka 10: Reten¢ni ¢asy n-alkanii z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 1-30, 3645

Tabulka 11: Reten¢ni Casy n-alkant z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 31-35, 46-5072
Tabulka 12: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 51-60... 73
Tabulka 13: Reten¢ni ¢asy n-alkanti z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 61-78 ... 73
Tabulka 14: Hodnoty korela¢niho koeficientu pro statisticky model..................................... 81
Tabulka 15: Reten¢ni Casy n-alkant z dat GC-MS s reten¢nimi indexy pro vzorky 1-30, 36-45.. 83
Tabulka 16: Reten¢ni Casy n-alkant z dat GC-MS s reten¢nimi indexy pro vzorky 31-35, 46-50 83
Tabulka 17: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-MS s retenénimi indexy pro vzorky 51-60.... 84
Tabulka 18: Reten¢ni Casy n-alkanii z dat GC-MS s retenénimi indexy pro vzorky 61 - 78 .. 84

Tabulka 19: Tabulka identifikovanych tékavych latek z obou druhii vin metodou GC-MS ... 85



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Schéma dil¢ich chemickych reakei v kvasinkové butice ..................................... 24
Obrazek 2: Rustova kiivka kvasinky ....................ccoooo i 26
Obrazek 3. Kvevri - tradi¢ni gruzinska nadoba z palené hliny na vyrobu vina...................... 35
Obrazek 4: Plynovy chromatograf model 154-B vyrobce PerkinElmer z roku 1956.............. 50
Obrazek 5: Headspace technika metodou vyrovnaného tlaku ............................................. 56
Obrazek 6: Schéma konfigurace instrumentace pro olfaktometrickou analyzu..................... 57
Obrazek 7: Sestava zafizeni pro olfaktometrickou analyzu..................................... 58

Obrazek 8: Optimalizace teploty a ¢asu extrakce na kombinaci maximalniho poctu a plochy

DI 69
Obrazek 9: Graf vhodnosti poctu a plochy pikti v projekci 3D...................ooooo 70
Obrazek 10: Graf vhodnosti pro pocet a plochu pikii v projekci 2D.....................ooooe 70
Obrazek 11: Graf Hottelingovy statistiky vysledného kalibracniho modelu......................... 76
Obrazek 12: Graf skori kalibracniho modelu (software SIMCA) ..................coccoooii 77

Obrazek 13: Logaritmus pravdépodobnostniho poméru (LLR) pro zadané hodnoty k hodnotam

predikovanym pro konvenéni vina z kalibra¢niho datasetu................................. 77

Obrazek 14: Logaritmus pravdépodobnostniho poméru (LLR) pro zadané hodnoty k hodnotam

predikovanym pro naturalni vina z kalibracniho datasetu. ................................. 78
Obrazek 15: Validace statistického modelu Score Scatter Plot ................oooo il 79

Obrazek 16: Zavislost predikovanych hodnot LLR na pozorovanych hodnotach pro konvené¢ni

vina na grafu vlevo a naturalni vina na grafu vpravo................................ 80



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CAR
CDD
Cw
DVB

El

FID

GC
GC-FID

GC-O

GCMS

HS
HS-SPME

LLE
MS
NIPALS

NIST
OPLS

PA
PDMS
RSM
SBSE

Carboxen

Central Composite Design - Centralng kompozitni planovani
Carbowax

Divinylbenzen

Electron Ionization - Elektronova ionizace
Flame-Ionoisation Detector - Plameno ionizacni detektor

Gas chromatography - Plynova chromatografie

Gas Chromatography - Flame ionization Detector - Plynova chromatografie

s plameno-ionizacni detekci

Gas Chromatography-Olfactometry -Plynova chromatografie s detekci
¢ichem

Gas chromatography-Mass Spectrometry - Plynova chromatografie s
hmotnostni detekci

Headspace

Headspace Solid Phase Microextraction - Headspace mikroextrakce na

tuhou fazi
Liquid-Liquid Extraction, extrakce kapalina-kapalina
Mass spectrometry - Hmotnostni spektrometrie

Non-linear Iterative Partial Least Squares - ¢asteCné regrese nejmensich

¢tverci pomoci nelinearniho iteracniho algoritmu
National Institute of Standards and Technology

Orthogonal Projections to Latent Structures - Ortogonalni projekce do

latentnich struktur

Polyacrylate - polyakrylat

Polydimethylsiloxan

Respond Surface Methodology - Metoda odezvové kfivky

Stir-Bar Sorptive Extraction - Sorp¢ni extrakce na michadle



SPE Solid Phase Extraction - Extrakce na tuhou fazi

SPME Solid Phase Microextraction - Mikroextrakce na tuhou fazi



SEZNAM PRILOH

Pfiloha 1: Chromatogram konven¢niho vina VZ34A naméfeny metodou GC-FID
Ptiloha 2: Chromatogram naturalniho vina VZ50A naméfeny metodou GC-FID

Ptiloha 3: Chromatogram konvenc¢niho vina VZ34 naméfeny metodou GC-MS (5,5-16 min.)



UvVoD

Vino provazi lidstvo po tisice let a je nedilnou soucasti jeho kulturnich déjin. Vino se pije nejen
pii béznych setkanich a rodinnych oslavach, ale doprovazi rizné slavnostni a spolecenské
udalosti, pouziva se pro formalni piipitky, je soucasti cirkevnich obtadii. Vino neni vniméano

jen jako jeden z napojli s obsahem alkoholu, ale jako soucast dé&jin a kulturni fenomén.

Vinafstvi a produkce vina spolu s navazanym prodejem vina tvofi nedilnou slozku svétové
ekonomiky. V roce 2018 byla celosvétova plocha vinic 7,4 milionti hektarti s produkci 77,8
miliontl tun hroznl révy vinné. Z toho 57 % tvoti hrozny pro vyrobu vina, 36 % produkce pro
hroznové vino jako ovoce a 7 % pro hrozinky. V Roce 2019 byla celkova svétova produkce
vina 292 milionti hektolitri s celosvétovou obchodni hodnotou exportu vina v hodnoté 30
miliard euro [1]. V Ceské republice byla v roce 2018 osazena plocha vinic 18,1 tisic hektart,
z kterych bylo sklizeno 103,7 tisic tun hrozntl. Vyroba vina v Ceské republice byla v objemu
645 tisic hektolitrli, 2/3 produkce jsou bila vina, 1/3 produkce Cervend vina. Celkova spotieba
vina v Ceské republice za vinafsky rok 2018/2019 byla 2052 tisic hektolitri. Vlastni produkei
je v Ceské republice mozné pokryt okolo 30 % spotieby vina [2].

Kvalita vina je uréena jeho celkovymi organoleptickymi vlastnostmi. V soucasné dob¢ stale
neexistuje instrumentalni analytickd metoda, kterd by dokézala popsat vino ve stejné
komplexnosti, jako senzoricka analyza. Senzorické analyza vina je analytickd metoda, do které
fadime hodnoceni organoleptickych znakt: vhledu, viin¢ a chuti. Znalec pro senzorické

hodnoceni vina musi splnit pozadavky podle metodiky Ministerstva zemé&d&lstvi CR.

Cilem této prace bylo zisténi vhodnych podminek pro stanoveni aroma profilu bilych vin
metodou plynové chromatografie s plameno-ioniza¢ni a hmotnostni detekci. Jako metoda
pro extrakci tc¢kavych latek byla zvolena mikroextrakce na pevnou fazi. Vybér vzorkl
pro analyzy byl omezen na bila vina vyprodukovana v Ceské republice z moravské i Geské
oblasti. Pro vétsi variabilitu vzorkt byly analyzovany vina z konvenéni produkce, ale také vina
oznacovana jako naturalni, pfi jejichz vyrob¢ vinaf pouziva upravené postupy pestovani hroznii
a vyroby vina. Naturalni (autenticka, biodynamicka) vina nemaji legislativné danou definici. Je
mozné je obecné popsat poptavkou spotfebitell po ving z Setrného zeméedélstvi s menSim

mnozstvim pouzitych nebo pfidanych pfipravkii ve vinohradé 1 ve sklepé.
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1 TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti diplomové prace bude popsana technologie vyroby bilého vina a vliv
jednotlivych technologickych krokli na vysledny aroma profil. Dale bude popsano chemické
slozeni vina a skupiny tékavych organickych latek pfitomnych ve vinu. Na zavér budou
popsany moznosti stanoveni aroma profilu vina metodou plynové chromatografie, vCetné

extrakce tékavych organickych latek.

1.1 Historie vyroby vina

Vino, jako néapoj vyrabény spontanni fermentaci mostu z bobuli révy vinné (Vitis vinifera),
provazi lidstvo minimalné od 6000 let pf. n. . V Iranu byla nalezena nadoba z keramiky,
datovana mezi 5400-5000 pf.n.l., s pfitomnosti sodné soli kyseliny vinné. Ta je pfitomna
ve vét§im mnoZstvi v hroznech révy vinné a v kefi Redik terebintovy (Pistacia terebinthus),

jehoz pryskyfice byla pfidavana do vina pro inhibici rustu bakterii [3].

Pocatky vyroby vina se situuji do oblasti Kavkazu s naslednym rozsifeni do Palestiny, Syrie,
Egypta a Mezopotamie. Egyptané, ktefi zvladli technologii vyroby vina, péstovali Sest az osm
odrid révy vinné. Ve starovéku jsou u Sumert pisemné zminky o réve vinné a vinu vytesané
do hlinénych tabulek datovanych do 3. tisicileti pf.n.l. V Recku se vinafstvi pravdépodobné
zacalo rozvijet v obdobi 2000 let pt.n.l. a spolu s FéniCany rozsifili poznatky o péstovani vina
do oblasti zapadniho Stfedomofi. Zminka o révé vinné je i v Bibli, kde je ve Starém zakong
v knize Genesis zapsano, ze Noemova archa skryvala i sazenice révy, protoze po vysuseni zeme

praotec Noe ,,obiraje se zemi, zacal d¢lati vinice™ [4, 5].

Také Italové zaCali péstovat vinnou révu a vyrabét vlastni vino. Jednim z center vinafstvi byly
Pompeje. Po vybuchu sopky Vesuvu rozSifovali vinafstvi po celé fisi a postupné zakladali
vinice ve svych vychodnich provinciich v oblasti Mosely a Dunaje, které byly zékladem
pro soucasné vinice v Némecku nebo v Rakousku. K Sirokému rozsiteni doslo béhem 17. stoleti
diky pouziti siry jako konzerva¢niho prostfedku v sudech, kterym se podafilo prodlouzit

trvanlivost vyrobeného vina a moznosti jeho pfevazeni na vétsi vzdalenosti [S].

V oblasti Ceské republiky se pocatky znalosti vinaistvi datuji do obdobi Keltii, ktefi mohli
vinnou révu donést do oblasti Moravy. Dale jizni ¢4st Moravy patfila do oblasti fimské
provincie, kde m¢li fimsti vojaci zdkladnu pod Palavou a vysadili zde prvi révu. DalSim
rozsiteni vinic probihalo pod vlivem kiestanstvi v obdobi Velkomoravské fise, kdy se vinafstvi
roz§ifuje 1 na Ceské tizemi. Zakladateli vinohradi byly kifest'anské klastery. V 13. a 14. stoleti

zakladaji vinohrady méStané z Brna a Znojma, kdy se plochy vinic zacaly zvySovat. V roce
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1358 cisat Karel 1V vydal nafizeni o zakladani vinic pro Prahu a Ceské kralovstvi. V obdobi
mezi 15. — 16. stoletim bylo vinafstvi velice rozvinuté a vymér vinic dosahoval okolo 15 000 ha.
V obdobi tiicetileté valky (1618-1648) dochazi k upadku Ceského vinatstvi. V 18. stoleti doslo
k postupné obnové vinic. Na Moravé bylo roku 1748 okolo 16 600 ha. V 19. stoleti zacala
plocha vinic na Moravé klesat na 15000 ha a v Cechach bylo jen 1800 ha. V obdobi
primyslové revoluce vzristala preference v piti piva a destilati a zemédélei se zaméfili
na péstovani prumyslovych plodin, jako cukrova fepa. Po prvni svétové valce doslo
k vyraznému poklesu plochy vinic na 3 790 ha na Moravé a v Cechach 377 ha. V roce 1949
mély Morava a Cechy celkem 6 200 ha vinic. V&tsi obnova vinic za¢ala v druhé poloving

Sedesatych let s rozvojem vétSich zeméd¢€lskych druzstev [5].

Po zméné spoleCenského zfizeni vroce 1989 dochazi k postupnému rozvoji a renezanci
vinafstvi. V roce 2004 byl vydan novy zakon o vinohradnictvi a vinafstvi ¢. 321/2004 Sb. s jeho
naslednou novelou z roku 2017. Vlivem zlepSujici se technologie vyroby vina, vzdélavani
vinai a vzrustajici spotfebé vina dochdzi ke zlepSovani kvality produkovanych vin

a rozsifovani jejich nabidky.

1.2 Vyroba bilych vin konvenéni metodou

V této kapitole bude uveden obecny postup vyroby bilého vina s popisem jednotlivych
technologickych krokli a popisem faktord, které mohou mit vliv na vini hotového vina.
Konvenéni metodou je oznacovana technologie vyroby vina, ktera se uplatiiuje jako soucasny
vyrobni standard pro malé vinafe 1 prumyslové producenty vina. Popsand metoda vyroby
odpovidd modernim ucebnicim technologie vyroby vina, vcéetn¢ aktualnich trendil
v mechanizaci a automatizaci a pouzivani riznych pfipravka. Vyrobni postupy vinaiii se vSak
mohou lisit podle péstovanych odrid, ro¢niku sklizn€, druhu vyrabéného vina, pouzivané

techniky a strojti, zkuSenosti sklepmistra atd.

1.2.1 Priprava moStu
1.2.1.1 Sklizenr hrozna
Vlastni vyroba vina za€ina sklizni hrozni z vinné révy. Na vysledné aroma hotového vina maji
vliv podminky a vinohradnické postupy béhem péstovani révy ve vinohradu, napt. odriida révy,

pocet hroznil na ket, sloZeni pudy (terroir), vliv pocasi v daném roce, zkusenosti vinate a atp.

Rozhodnuti o pocatku sklizn¢ hrozni se provadi na zéklad¢ fyziologické zralosti hroznt
a technologickych znakli. Fyziologicka zralost se posuzuje senzoricky, hodnocenim zabarveni

bobuli, jejich konzistence a chuti. Pti fyziologické zralosti ziska slupka bobule odriidoveé

19



typické vybarveni a u bilych odrtid se bobule stava prithlednou a proti svétlu jsou patrna semena
vybarvujici se do hnéda. Bobule postupné meknou, ztraceji na pruznosti a lehce se oddéluji
od stopky. Béhem zrani se snizuje bylinny projev chuti a zvysuje se typické aroma hroznti dané
odridy. Technologické znaky se stanovuji fyzikalné-chemickymi metodami pro zjiSténi
cukernatosti hroznii, dale obsah celkovych titrovatelnych kyselin, pH mos$tu. Tyto analyzy se
provadi na dostatecné reprezentativnim vzorku mostu ziskané¢ho z odebranych 500 az 800
bobuli, coz odpovida asi 1-1,5 kg. Mezi nejdilezitéjsi faktory pro rozhodnuti o zahjeni sklizné
z hlediska chemického slozeni hroznli patfi obsah cukrii a kyselin. Minimalni cukernatost
hroznil je déna legislativou a urcuje 1 budouci kvalitativni zafazeni vina. Spolu s cukernatosti
je také dulezity obsah kyselin (kys. jablecna a vinnd a jejich vzajemny pomér), ktery ovliviiuje
nasledné technologické kroky a podili se na chuti vina. Cukernatost se ve vinafstvi méfi
sklenénym areometrem, ktery stanovi hloubkou svého rovnovazného ponoru v métené kapaling
za predepsanych podminek jeji hustotu (hustoméry) nebo pifimo obsah zkvasitelnych cukri
v hroznovém mostu (mosStoméry). V Ceské republice se nejCastéji pouziva areometr
oznaCovany jako normalizovany mosStomér. Jeden stupet °NM udava, kolik kilogramii
zkvasitelnych cukrt je v 100 litrech mostu. Pro vyrobu tichych bilych vin je optimélni obsah
cukernatosti 20 az 23°NM pfi souCasném dostatecném mnozstvi kyselin. Optimalni mnozstvi
celkovych titrovatelnych kyselin v mostech pro bild vina je 6,5-9,0 g/l a pH 3,00-3,35.
Negativnimi vlivy béhem dozravani hroznii patii rizné faktory jako mechanické poSkozeni
hroznt, napadeni hnilobou, octénim, vyskytem padli. Negativni vlivy mizou urychlit zahéjeni

sklizng [6].

Sklizen hroznii v Ceské republice probiha od poloviny srpna u velmi ranych odrtd (Irsai Oliver,
Solaris) do za&atku listopadu u pozdnich odriid (Ryzlink vlassky, Frankovka). Setrny sbér
vcetn¢ dopravy hroznil je zdkladem pro vyrobu kvalitniho vina. Veskeré pouzivané nadoby
a zafizeni musi byt pfedem vymyté a musi byt dodrzovana hygiena behem celé sklizné. Vlastni
sklizeti probiha manuéln¢ do riizné velkych plastovych beden o objemu od 10 do 700 1, nebo
do vétsich navésnych kontejnerti. Pii ruénim sklizeni dochazi k minimalnimu poSkozeni
hroznii. Pouzitim mechanizovanych sklizeci hroznti dochazi k uspote ¢asu a pracovni sily.

Béhem sklizné je nutné vytfazovat poskozené, nahnilé, nebo jinak nevyhovujici hrozny [6-8].

1.2.1.2 Odstopkovani a drceni bobuli
Po sklizni hroznl se v mlynkoodzriiovaci provadi odstopkovani hroznt, pfi kterém se odd¢li
bobule od trapin. Bobule se dale pomackaji mezi valci a ziska se hroznova drt’, hroznovy rmut.

Mlynkoodzriiovac se sklada ze dvou casti, odstopkovavaci a drtici. Odstopkovani probihé
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unaSenim hroznli $nekovym dopravnikem v bubnovém situ, kde dochézi k odtrzeni bobuli
ajejich propadnuti. Moderni horizontalni mlynkoodzriiovace maji moznost volby priméru
koSi, otvorii v nich, vzdalenosti mezi valci a rychlosti ota¢ek podle velikosti bobuli a stavu
ttapiny. Takto je mozné Setrn¢ odd¢lit bobule s minimem zlomkil tfapin a nasledné je optimalné
podrtit. Ttapiny jsou vynaSeny ven jako odpad. Nasleduje pomackani bobuli mezi drticimi

valci. Zbytky tfapin nebo listi mohou byt zdrojem hotkych a sviravych latek [6, 9].

1.2.1.3 Nalezeni rmutu pied lisovanim

Predfermentaéni macerace hroznii pred lisovanim muze ménit vysledny aroma profil bilych
vin. Nalezeni rmutu je €asovou prodlevou mezi odstopkovanim a lisovanim hroznli, pii niz
dochazi k aktivaci pfirozené se vyskytujicich hydrolytickych enzymi v hroznech, které zvySu;ji
tekutost rmutu a vylisnost hrozni. Béhem piedfermenténich operaci se uplatiiuji enzymy
pektinazy, hemicelulazy, celulazy, glykoziddzy, glukanazy. Délkou nalezeni (0-24 hodin) se
omezuje nebo podporuje moznost uvolnéni odriidového aroma, zvysi se mnozstvi extraktivnich
slozek, dusikaté vyzivy pro kvasinky, nebo chutové sviravé polyfenoly. Zvlastnim druhem je
studena macerace rmutu s chlazenim na 5 °C s délkou trvani 2—19 dnti. Pro tento typ macerace
jsou vhodné pouze zdravé vyzralé hrozny v jednotné kvalité a s omezenim piistupu vzduchu
napt. v celouzavienych kosich pneumatickych listi s nizkym ptetlakem dusiku pro zamezeni
oxidace. Pfidané hydrolytické enzymy zkracuji dobu nalezeni rmutu a zvySuji vylisnost hroznii
zejména v suchych rocnicich, kdy je v hroznech vyssi obsah pektinli a méné ptirozenych
hydrolytickych enzymu. Pi pouziti enzymovych preparatl je nutna teplota alespont 10 °C, jinak
je aktivita enzyml mala. Pti vys$Sich teplotach nad 20 °C miize dojit k intenzivnimu rozbiednuti

hroznii [6, 8].

1.2.1.4 Lisovani

Utelem lisovani je oddéleni mostu od slupek bobule. Typy list mohou byt od jednoduchych
Sroubovych lisi s dfevénym koSem, pfes malokapacitni vertikdlni hydrolisy az
po velkokapacitni horizontalni lisy s mechanickym, hydraulickym nebo pneumatickym
pohonem. Moderni lisy pracuji podle riznych programii podle stavu hroznli a dosahuji
vysokych lisovacich vykonil pti zachovani kvalitniho produktu. Kvalitni mo$t ma po vylisovani
nizky obsah fenolickych latek a nizky obsah kalii do 250 NTU (Nephelometric Turbidity Unit,
zakalovych jednotek) [6, 10].

Postup pfi lisovani hrozni nebo bobuli miize ovlivnit vyslednou chut’ a viini vina. Lisovat se

muzou celé hrozny nebo rmut. Lisovanim celych hrozni se snizuje celkova kapacita lisu,
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ale s vyhodou velmi nizkého obsahu kalti a niz$iho uvolnéni polyfenoli do mostu. Vice
vyuzivané je lisovani rmutu. Na zacatku se z n¢j odd¢li samotok, samovolné vytékajici most,
kterého muze byt az 60 % zcelkového vytézku. Prvni moStové podily obsahuji nizsi
koncentrace polyfenolt a dusikatych latek, maji nejvyssi obsahy cukrii, kyselin a kalovych
castic. S vysSSim lisovacim tlakem se zvySuje obsah tfislovin a snizuje se podil kalii v mostu.
Posledni podily lisovani jsou nejvice €iré, ale ve vin¢ se mohou projevit hrubosti v chuti a
neharmonickym cizim aroma. Celkové mnozstvi vylisovaného mostu se pohybuje od 60 do 80
procent. Horizontalni nebo mechanické lisy pracuji pfi tlaku 0,2—-0,5 MPa se 75 % vylisnosti.
Pneumatické lisy dosahuji stejné vylisnosti pii tlacich mezi 0,02-0,20 MPa. Pneumatické lisy
tedy za nizSich tlaki dosahuji vysSich vylisnosti pfi zachovani vysoké kvality mostu a s nizkym

obsahem kalt [6, 9, 11].

1.2.1.5 Pfidavky oxidu sifi¢itého

Oxid sifi¢ity se ve vinaf'stvi pouziva pro zabranéni mnozeni nezadoucich mikroorganismu, jako
octovych a mléénych bakterii a nezddoucich kvasinek. Ma tedy antimikrobidlni a dale
antioxida¢ni ucinky. Jeho dalsi funkci je zpomaleni enzymatické oxidace a hnédnuti, které
zpusobuji polyfenoloxidazy. Rozvoj nezadoucich mikroorganismt, a také enzymatické oxidace
mohou meénit aromatické vlastnosti vina. V soucasné dob¢ se upousti od pridavani oxidu
sifi¢itého k zdravym hroznim nebo rmutu. To je nutné pouze pii pouziti poSkozenych hroznii
(octéni, hniloby). Do vylisovaného mostu je obvykly pfidavek oxidu sifi¢itého je 20-50 mg
na litr. U kyselych rmutt staci dolni hranice davky. Pfi nizkém obsahu kyselin v mostu je nutny
pfidavek az k horni hranici. Pro snizeni davky oxidu sifi¢itého se pouziva kombinovany
ptipravek s kyselinou L-askorbovou. Funkci kyseliny L-askorbové v pfipravku je snizeni

oxidace mostu. Nepiisobi tedy proti nezadoucim mikroorganismim [6, 12].

1.2.1.6 Odkalovani moStu

Pro vyrobu bilych vin je dal§im technologickym krokem odkalovani moStu. Provadi se pred
fermentaci s cilem snizeni obsahu Skodlivych mikroorganismt, rezidui pesticidli, mineralnich
necistot a rostlinnych ¢astic ze slupek a duzniny. Tyto nezddouci soucdstt moStu mohou

negativné ovlivnit aromatickou a chut'ovou ¢istotu vyrabéného vina [6, 11].

Odkalovani je mozné provést sedimentaci v nerezovych nadobach, kdy se necistoty nechaji
usazovat na dno nadrZze. Pf1 sedimentaci je lep$i most podchladit na 10 °C pomoci aktivniho
chlazeni, nebo umisténim nadrze v chladném sklep&. Cisty podil nad kaly se odebira bdhem

10-24 hodin [6, 11].
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Pfidani cificich prostfedkli do mostu urychluje sedimentaci nezadoucich ¢astic a zkracuje
celkovou dobu odkalovani. Jako ¢ifici prostiedek se pouziva bentonit, ktery také omezuje
pusobeni pfirozen¢ ptitomnych enzyml. Mnozstvi piidaného bentonitu je asi 100 g na hektolitr.
Dalsi latkou pro odkaleni muze byt ptidavek Zelatiny. Ta vyznamné snizuje obsah tiislovin,
¢imz zlepSuje senzorickou kvalitu mostu. Pfidavek Zelatiny se pohybuje mezi 50-100 ml

na hektolitr [6, 7].

Pouzitim strojového vybaveni je mozné provadét dynamické odkaleni. Pro néj se pouziva
vakuova filtrace, odstredivky nebo flotace, pii které se moStem prohani vzduch nebo dusik
v malych bublinkach, které vynaseji kalové ¢astice na hladinu mo$tu. Ve spodni ¢asti nadrze se
odebird cisty podil mostu. Dynamické odkaleni mize mit negativni vliv na vyslednou

senzorickou kvalitu vina nezddoucim odebranim aromatickych latek [7].

Optimalni odkaleni moStu je na uroven 200 NTU (zékalovych jednotek). Pii odkaleni na nizsi

hodnotu NTU mtiZe nastat problém s nastartovanim fermentace a jejim prubchem [6].

1.2.2 Alkoholova fermentace

Alkoholova fermentace je anaerobni biochemicky proces, pii kterém je vylisovany most
kvasinkami pfeménén na vino, népoj sobsahem alkoholu. Kvasinky v postupnych
enzymatickych reakcich pfeménuji cukry glukozu a fruktézu na etanol a oxid uhlicity, ktery

unika do okolniho prostfedi. Schéma alkoholového kvaseni popisuje rovnice 1.
CsH1206 — 2 C2HsOH + 2 COz + teplo (1)

CsH120s ptedstavuje jednoduchy cukr glukozu nebo fruktézu. Teoreticky by mélo ze 100 g
glukézy vzniknout 51,11 g etanolu a 48,89 g oxidu uhli¢itého. Prakticky vytézek etanolu se
pohybuje okolo 47-48 g se vznikem dalSich produkti fermentace. Krom¢ etanolu a CO»

vznikaji senzoricky aktivni latky, které maji vliv na budouci chut’ a viini vina [6, 7].

1.2.2.1 Kvasinky

Kulturni kvasinky jsou nenahraditelnym faktorem pro vyrobu vina. Kvasinky jsou
jednobunééné mikroorganismy, pfirozené se vyskytuji na hroznech, listech, v ptid¢ vinice
1 v prostorech pro zpracovani hroznt [13]. Z téchto zdroju se dostavaji do vylisovanych mostu,
kde se mohou se dale rozmnozovat. V piirodnim prostiedi i v mostu se pfirozen¢ nachazi smés
uslechtilych a divokych kvasinek. Pro usp&Snou vyrobu vina je nutnd prevaha kulturnich
kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae. PoCet divokych kvasinek v mostu mnohonasobné

pfevazuje nad kulturnimi kvasinkami. Mezi divoké kvasinky tadime apikuldarni Kloeckera,
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Candida, Metschnikowia, Hansenula, Pichia. Tyto divoké kvasinky vytvareji produkty, které

mohou mit pozitivni vliv napf. vy3si obsah glycerolu, nebo negativni vliv tvorbou kyseliny

octové [14]. Zabranit rozvoji divokych kvasinek Ize malym pfidavkem oxidu sifi¢itého. Jsou

také citlivé na pritomnost etanolu a pfi koncentraci nad 4 % jejich ¢innost ustava [6, 7, 15].

Vnéjsi prostredi

(most)
Gukoza

Frukt6za

Etanoi

Vnitfni prostredi

(cytoplazime)
Transport hexéz Glukéza
ATP
| Hexokinazd
Glukozo-6-fosfat
Fruktoza )
Fosfogtukozoizomeraza
Frukt6zo-6-fosfat
Fosfofruktokmaza
Hexokmaza

Fruktoz<H6-difosfat

Fruktézodifosfataldolazd

Dihydroxyacetonfosfat 3-fosfoglyceraldehyd

Fosfotriozoizomeraza
Etanol NAD Triosofosfat-
| Alkoho NADH+ H dehydrogenaza
defydrogenaza 1,3-difosfoglycerova kyselina
Acetaldehyd Fosfogylcerova kmaza

3-fosfoglycerova kyselina
Fosfoglyceromutazd
2-fosfoglycerova kyselina

Pyruvatdekarboxylaza
Enolaza

Fosfoenolpyrohroznova kyselina

. Pyruvatkinaza

Pyrohroznova kyselina

Obrazek 1. Schéma dil¢ich chemickych reakci v kvasinkové bufice (pfevzato z [6])

PFi samovolném kvaSeni uSlechtilé kvasinky postupné pFevaZzuji nad divokymi a mezi

uSlechtilymi kmeny se selektuji odolInéjsi k vysSi koncentraci etanolu. Proto se pro urychleni
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procesu dominance kulturnich kvasinek pouziva pfidani cistych kultur kvasinek k mostu.

Schéma priub¢ehu dil¢ich chemickych reakei v kvasinkové burice je na obrazku €. 1 [6].

Kulturni kvasinky maji dale schopnost prokvasit most s vysokym obsahem cukrii 23 °NM (23
kg/hl) az do nizkého obsahu zbytkového cukru 4 g/l. Déle se rizné kvasinky se li$i v schopnosti
produkovat senzoricky aktivni latky, napt. t¢kavé organické kyseliny, tékavé fenoly, sirovodik,

vyssi alkoholy, glycerol, estery, vonné tioly, terpeny [6, 13].

Kulturni kvasinka vhodna pro vyrobu vina je napt. kmen Saccharomeces cerevisiae var. bayanus
LEO5. Tato Cista kultura se ziskd izolaci a rozmnoZenim jediné bunky. Jednotlivé druhy
selektovanych kvasinek se mezi sebou lisi v technologickych vlastnostech, jako napt. kvasinka
snasejici vyssi obsah cukrli v mostu, jiny psychrofilni kmen dokaze prokvaset rmut od 10 °C,
alkohol tolerantni kmen snasi vys$si koncentrace etanolu nez 10 %. Dale se pouZzivaji kvasinky
s vysokou aktivitou enzymu beta-lyazy, které jsou schopné na pocatku alkoholového kvaSeni
z pivodné netékavych aminokyselinovych prekurzorii hroznii uvolnit vonné tioly, které
ve vinech podporuji projevy angrestu, zimostrazu, vyhonkt ¢erného rybizu nebo tropického

ovoce [6, 15].

Ve vinai'ské technologii se experimentuje 1 s pouzitim nesaccharomycetnimi druhy kvasinek,
které svymi biochemickymi schopnostmi dokazou vytvaret jiné sloZeni vina a tim 1 jiny
aromaticky profil. Napfiklad kmeny kvasinky Torulaspora delbrueckii vytvareji méng
tékavych kyselin béhem prokvaseni mosti s vysokym obsahem cukrii (ledové, slamové
a botrytické vybéry) a kmeny kvasinek Metschnikowia pulcherrima maji vysokou
enzymatickou glykozidazovou aktivitu s vy$§im uvolfiovanim odriidového aroma ze slupek

hroznu [6, 16].

1.2.2.2 Prub¢h rustu kvasinek béhem kvaseni mostu
KvasSeni mostu probiha v nékolika fazich, které kopiruji jednotlivé faze ristu kvasinek. Prubch

fazi zavisi na druhu kvasinek a podminkach kvaseni.

Mezi podminky ovliviiyjici kvaSeni patii obsah cukrli v moStu, pfitomnost asimilovatelného
dusiku, teplota, pH prostiedi, mnozstvi kysliku, tlak v kvasné nadob¢, mechanické vlivy,
hodnota zakalu mostu. Jednotlivé faze mnozeni kvasinek popisuje rastova kiivka, viz. obrazek
¢. 2. Zacatek kiivky se nazyva lag-faze. Pii ni dochazi k adaptaci kvasinek na prostiedi
anedochazi kjejich rozmnozovéani. Pfi této fazi mize dojit k rozmnozeni nezadoucich
kvasinek, a proto je dobé vytvofit takové podminky, aby se kvaSeni zahajilo do 24 hodin.

Tomuto pocatecnimu rozvoji mnozeni kvasinek napomahé provzdu$néni mostu a jeho vyssi
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teplota. Déale nasleduje faze zrychleného rlstu, pfi kterém se spusti rozmnozovani kvasinek.
KFivka pokraCuje exponencialni fazi, kdy probih& rychlé mnoZeni kvasinek, az se pres fazi
zpomaleného ristu dostane do stacionarni faze. Stacionarni faze je hlavni ¢ast kvaseni, pfi
kterém odumird stejné mnozstvi kvasinek, jako pribyva novych a rychlost fermentace se
neméni. Pocet kvasinek v jenom mililitru v této fazi je vice neZ sto miliond. Cim je tato faze
kratSi, tim rychleji kvaSeni probé&hlo, a tim je tato Cast kfivky kratSi. PFili§ kratka stacionarni

faze mlze znamenat problém pfi kvaseni, které se predCasné zastavilo. Posledni je faze

odumirani, kdy probih& dokvaseni a postupné se zastavuje kvasny proces [6, 11, 15].

Obrazek 2: Ristova kfivka kvasinky [6]

1.2.2.3 Faktory ovliviujici alkoholové kvaseni

Alkoholové kvaSeni mostu je komplex biologickych, fyzikalnich, chemickych abiochemickych
procest, jejichZ spravnym priibéhem se vyrobi kvalitni vino ze sklizenych hroznl. Dulezitymi
faktory kvaSeni jsou kondice kvasinek, mnozstvi pfitomného kysliku, mnozstvi kyselin
a souvisejici hodnota pH a obsah asimilovatelného dusiku. PFi mnoZeni kvasinek je nutna
pfitomnost kysliku. Vhodné je provzdu$néni béhem prvotni faze kvaSeni (6-8 mg/l), kdy je
prokvaseno jen 10-30 % objemu cukrl. V této fazi nevznika nebezpeci oxidace jednotlivych
slozek vina. V pocate€ni fazi rozmnozovani uSlechtilé kvasinky vyuZzivaji kyslik pro syntézu

sterol a nenasycenych mastnych kyselin, které jsou ddlezité pro stavbu bunéénych membran
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transportujicich cukry do buiiky. Provzdusiovani v pozdé¢jsich fazich kvaSeni je zbytecné

a miiZe zpusobit ztratu aroma vysledného vina [6, 7].

Optimélni mnozstvi kyselin v moStu pro kvaSeni je 6,5-9,0 g/l. Hodnoty kyselosti mostu
v tomto rozmezi pomahaji spolu s oxidem sificitym udrzet mikrobidlni stalost mostu a CistSimu
pribéhu alkoholového kvaseni. V Ceské republice je legislativné zakéazano navySovat obsah
kyselin v mo$tu. Minimélni doporucené hodnoty obsahu kyselin lze dosdhnout pouze
sledovanim mnozstvi kyselin v hroznech a podle prubéhu jejich dozravani zahjjit,
nebo pozdrzet sklizen. V nékterych ro¢nicich s obecné nizkym mnozstvim kyselin v hroznech
muze nastat legislativni vyjimka a dokyselovani mostu je povoleno. Dokyselovani se provadi
v povoleném mnozstvi pomoci kyseliny vinng, jable¢né nebo mlécné. V rocnicich 2009, 2011,
2012 a 2015 bylo povoleno zvySeni obsahu kyselin 0 2,5 g/l za ptesn¢ stanovenych podminek.
Pokud koncentrace kyselin v mo$tu ptesahne 11 g/l, je mozné uvazovat o chemickém
odkyseleni o 1-2 g/l, které pomaha procesu jable¢no-mlécné fermentace v mladém cerveném
ving. Legislativni ptedpisy povoluji jakékoliv snizeni kyselosti. Pro sniZeni kyselosti se pouziva
pfidavek uhli¢itanu véapenatého, jehoz reakci s kyselinami v mo$tu vznikne krystalicky vinan
vapenaty a oxid uhlicity se uvoliiyje jako plyn. Pfidavek 0,67 g uhli¢itanu vapenatého reaguje

s 1 g kyseliny vinné [6, 7].

Zdravé a nepoSkozené hrozny maji vétSinou dostatek vSech vyzivovacich latek pro rist
a rozmnozovani kvasinek behem fermentace. U zdravych hrozni neni nutné ptidavat vyzivové
latky jako asimilovatelny dusik, mineralni latky, vitaminy. Pro ptezralé, poSkozené nebo hrozny
napadené botrytidou je vhodné kvasinky podpofit ptidavkem zivnych soli. V Zivné soli mohou
obsahovat hydrogenfosfore¢nan diamonny, siran amonny, thiamin, kyselinu pantothenovou.
Dusikaté latky jsou nutné pro rozmnoZovani kvasinek, stavbu jejich bunék, a pro tvorbu
enzymil alkoholového kvaSeni. Pii jejich nedostatku muze dochazet k pomalejSimu
rozmnozovani kvasinek nebo k uplnému zastaveni kvaSeni pted spotfebovanim vSech cukri
z mostu. Problémy s nedostatkem asimilovatelného dusiku jsou ¢astéji u bilych vin vyrobenych
z hrozni suchého ro¢niku. Jako optimalni mnozstvi asimilovatelného dusiku v mostu se uvadi
hodnota v rozmezi 150-250 mg/l. Mnozstvi piidavku dusikatych latek a vitamint je legislativné
omezeno na maximalné 100 g/hl siranu amonného nebo hydrogendifosfore¢nanu diamonného

nebo jejich kombinace a ptidavek 0,06 g/hl thiaminu hydrochloridu (vitamin B1) [6, 11].
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1.2.2.4 Kontrola prib¢hu kvaSeni

Pro optimalni prubéh kvaseni je nutné proces kontrolovat a v pfipadé¢ nezadouciho vyvoje
provést opravné opatfeni. V pribéhu kvaseni se sleduji fyzikalni, chemické a biochemické
parametry jako snizujici se cukernatost, koncentrace vznikajicitho alkoholu, procento Zivych
bunck kvasinek, tvorba oxidu uhlicitého, teplota v kvasnych nadobach. Teplota pii kvaseni je
vyznamny fyzikalni faktor, kterym miizeme fidit délku a intenzitu kvasného procesu, ale také
senzoricky charakter budouciho vina. Pro €isty aromaticky profil bilych, rosé i ¢ervenych vin
je dulezité rozbc¢hnout kvasny proces nejlépe do 24 hodin po vylisovani hroznii. Brzké
nastartovani kvasného procesu lze podpofit ohfatim mostu na 20 °C. Pro ohfivani se pouzivaji
ruzné elektrické ohfivace od nerezovych ponornych, infracervenych az po moderni kvasné
dvouplastové nadoby nebo nadoby s ponornym deskovym vymeénikem, s moznosti chlazeni
nebo ohfivani kvasu. Pocate¢ni teplota mostu pied zahgjenim kvaseni ma velky vliv na dobu
pottebnou pro nastartovani kvaseni. Pii teploté mostu 10—14 °C dochézi k zahajeni kvaseni az
po 5-6 dnech, pfi teplot¢ 17—18 °C se doba urychli na 1-2 dny a pti 20 °C se kvaseni rozb¢hne
za 12-24 hodin. V prub¢hu vlastniho kvaseni dochazi k produkci tepla, proto je nutné
monitorovat a fidit teplotu kvasu. Je doporucené neptesahnout teplotu kvasu 25 °C pro bila vina
a 32 °C pro Cervena vina. V pfipad¢ zvySujici se teploty se musi pouzit aktivni chlazeni,
pfi¢emz snizovani teploty musi byt maximalné o 4 °C za hodinu pro zamezeni teplotniho Soku
kvasinek s diisledkem mozného zastaveni kvasného procesu. Volba teploty, pfi které se bude
udrzovat kvaSeni, mé pii vyrobé bilych a rosé vin vliv na typ a charakter budouciho vina.
Pfi pouziti niZ8i teploty se podpofi Cisty a aromaticky projev a vyssi zisk alkoholu diky niz§imu
vyparu béhem fermentace. Zustane také zachovan vyssi obsah vznikajicich aromatickych latek
vlivem méné bouflivého unikéni oxidu uhli¢itého. Pro dokvaseni je vhodné udrzovat teplotu
na 20 °C. Béhem dokvaseni dochézi k vyssi aktivité enzymu s glykozidazovou aktivitou, které
uvolniyji aroma z nékterych prekurzori vina vazanych na sacharidy. Udrzovanim vyssi teploty
na konci kvaseni muzeme zvysit jejich aktivitu a pfispét k intenzivnéj§imu aroma. Potieba
zah¥ivani a chlazeni bdhem vyroby vina je uvedena v tabulce &. 1. Uéinek teploty na odriidové
aroma neni doposud objasnény. Projev viné je silné ovlivnén 1 produkci tékavych tiolii
(merkaptani), které se uvoliiyji Cinnosti vybranych kment kvasinek. Né&které tyto sirné
slouCeniny jsou pfii¢inou aromatickych defekti vina, pfiCemz jiné pfispivaji pozitivné
k aromatické pestrosti vin pfipominajici ¢erny rybiz nebo grapefruit. Ovlivnéni charakteru vina

v zavislosti na teploté kvaSeni shrnuje tabulka ¢.2 [6, 7, 11].
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Tabulka 1: Potfeba zahfivani a chlazeni béhem vinifikace

Technologické stadium Teplota

Studena macerace rmutu Ochlazeni na 5 °C

Nastartovani kvaSeni Ohftev na 20 °C

Kvaseni Chlazeni na 10-29 °C podle stylu vin
Dokvaseni Ohftev na 20 °C

Nastartovani jablecno-mlécné fermentace Ohfev na 19-22 °C

u ¢ervenych vin

Cifeni vin Ohiev nad 15 °C

Priimérna doba fizeného alkoholového kvaseni u mostii a rmutii s cukernatosti od 19 °NM do 23
°NM je deset dnli. Na konci kvaSeni by vina méla obsahovat do 4 g/l zbytkového cukru. Doba
kvaseni pod 7 dnu je pfili§ kratkd z divodu nizké cukernatosti nebo piili§ vysoké teploty
kvaSeni. Délka kvaSeni nad 14 dni je povazovéana za pfili§ dlouha s vice moznymi pfi¢inami.
ProdlouZzeni kvaSeni mtize zpusobit piiliSné odkaleni mostu, pfili§ nizk4 teplota kvaSeni, vysoky

obsah oxidu sificitého nebo vysoky obsah cukru [6].
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Tabulka 2: Zéakladni charakter vin v z&vislosti na teplot¢ kvaseni

Druh vina Teplota kvaSeni Podporované vlastnosti

Pomalé kvaseni, intenzivni

12-15°C tvorba kvasnych esterti

Podpora odridového
charakteru a odpovidajici
plnosti, vys$si uvoliiovani
Bila vina terpentl a vonnych tiolli

17-21°C

Vice glycerolu, vysSich
alkoholt, fermentacénich
22-25°C kyselin, pfedpoklad SirSiho
aromatického a chutového
profilu

Podpora ovocnosti
Do 24 °C a odridovosti s jednodussim
chutovym projevem

Cervena vina
Ptedpoklad télnatéj$iho vina
26-30 °C se slozitejsi strukturou viiné a
chuti

1.2.3 Skoleni vina

Skolenim vina nazyvame soubor operaci a technologickych postupti, kterymi sklepmistr
finalizuje vino a tim ho pfipravi pro lahvovani. Pro $koleni vina neni jednotny technologicky
postup, vzdy zélezi na zkuSenostech sklepmistra, nacasovani jednotlivych krokli, na druhu
vyrabéného vina, na upraveni postupl podle aktudlné zpracovavané Sarze vina a zda se vyrabi
konvenéni vina nebo biovina. Nekteré kroky jako staceni, filtrace nebo ifeni mohou mit pfimy

vliv na aroma profil vina [8].

1.2.3.1 Staceni vina

Staceni vina patii mezi zakladni Skolici operace, pfi kterém se odd¢€luje vino od usazenych kalt.
Podle rozsahu kontaktu sta¢eného vina se vzduchem se také ovliviiuje jeho oxidaéné redukéni
stav. StaCeni vina je mozné provést nckolika postupy. Mize se pouzit techniky otevien¢ho
staceni, uzaviené staCeni, nebo staceni srozstfikem vina. Kazdy druh staCeni je vhodny

pro rizny aktualni stav vina. N¢kdy je zadouci vysoké provzdusnéni a naopak [10].
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1.2.3.2 Ptidavek oxidu sificitého

Ptidavek oxidu sificitého se uz po staleti pouziva pro ochranéni a oSetfeni vina pfi vyrob¢ vina
reduktivnim zptsobem. Thned po pfidavku zacne oxid sificity reagovat s okolnimi latkami
ve vinu, jako karbonylové sloudeniny, oxokyseliny zbytkové cukry. Cast oxidu sifi¢itého
reagujiciho s jinymi slouceninami nazyvame jako vazany, nespotiebovany se nazyva volny.
Soucet volného a vazaného oxidu sificitého se nazyva celkovy oxid sifi¢ity. Volny oxid sificity
se ve ving postupné spotiebovava a pro zachovani antioxida¢niho Uc¢inku se musi pfi poklesu
ve znamych davkach dopliiovat. Z legislativniho hlediska je oxid sifi¢ity oznacovan za alergen.
Vyrobci biovin a naturalnich vin se snazi pozivani oxidu sifi¢itého co nejvice omezit nebo zcela

vynechat jeho ptidavek k viniim [6, 12].

1.2.3.3 Cifeni vina

Cifeni vina se pouziva k odstranéni zakalovych &astic, které by mohly zptisobovat zakaly nebo
sedimenty. Zakal se mé&fi nefelometrem a hodnota zékalu se vyjadiuje v jednotkach NTU
(Nephelometric Turbidity Unit). 1 NTU se rovna zakalu 2,3 mg oxidu kiemicitého v 1 1 vody.
Pro jiskrng ¢ista vina maji tyto hodnoty zakaleni v NTU mén¢ nez 1,1 pro bila vina, méné nez

1,2 pro rizova vina a méné nez 2,0 pro ¢ervena vina [7].

Cifeni vina je mozné provadét nékolika raznymi zptsoby. Nejéastdji se pouZiva bentonit,
zelatina nebo kfemicity sol. Bentonity jsou bobtnatelné jily slozené z oxida hliniku a kifemiku.
Na svlij povrch vazou bilkoviny, skodlivé biogenni aminy, enzymy a ¢ast mikroorganismd,
barviv a chutovych a vonnych latek. Zelatina je rozpustna bilkovina pivodem z Zivodiiné
vyroby. Obvykle se pouziva v kombinaci s kfemicitym solem. Kiemicity sol je suspenze
obsahujici oxidy kifemiku se zasaditou reakci. VétSinou se do vina nejprve piida kiemicity sol
a po né¢kolika hodinach vodna suspenze Zelatiny, aby prevaha zaporného néboje vina vytvoftila

okamzity srazeci povrch pro kladné nabitou zelatinu [6, 9].

1.2.3.4 Filtrace

Filtrace vina se pouziva pro oddéleni pevnych Castic suspenze od kapalné ¢asti prutokem pies
filtracni material. V zavislosti na vyrobnim stavu vina a na divodech pro filtraci 1ze zvolit
néktery typ filtrace, nejCastéji kiemelinovou nebo celulézové vlozky. Krmé pozitivnich
vlastnosti filtrace jako jiskrnost vina a mikrobiologicka stalost se miizou projevit negativni
vlivy jako ochuzeni aroma vina. Do dvacétého stoleti nebylo nutné vina pfili§ filtrovat. Prodej
vina probihal ze sudu pfimo ze sklepa a vina byla prokvasena do sucha, nehrozilo tedy spusténi

sekundarni fermentace. Nedochazelo k vysrazeni termolabilnich bilkovin, protoze diivé)si vina
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byla vice polyfenolicka, a proto se Cistila [épe sama a byla tak stabilnéj$i [6]. K tomuto postupu
vyroby se v soucasné dob¢ pfiblizuji vyrobci naturalnich vin, ktefi Casto pouzivaji jen hrubou

filtraci a kalové Castice jsou bézn¢ pritomné v lahvi [6, 11].

1.2.4 Zrani vina

Béhem zréani vina dochézi k ovliviiovani jeho vlastnosti vlivem kysliku. Béhem celé vyroby
muze byt bilym vinem absorbovano az 80 mg/l kysliku a ¢ervenym vinem az 800 mg/l.
Hlavnimi sloudeninami odpovédnymi za vazani kysliku jsou polyfenoly. Cervena vina jich
obsahuji desetkrat vice. Kyslik se do vina dostava béhem vyroby (filtrace, staeni, lahvovani),
nebo pres korkovou zatku. Kyslik se ve viné nejvice spotiebovava oxidem sificitym,

polyfenoly, etanolem a acetaldehydem [6, 11].

1.2.4.1 Zrani vina na kvasni¢nych kalech

Neéktera vina se nechavaji po prokvasSeni zrat na kalech, procesem zvanym batonaz, po dobu
nejmén¢ 6 mesicl. Vysledkem jsou plnd vina, s dlouhou dochuti a komplexnim aroma.
Vyhodou této metody je moznost pouziti niz§ich davek oxidu sifi¢itého ve srovnani s viny,
ktera na kalech nezraji. Vina urena pro zrani na kalech museji pochazet jen ze zdravych hroznti

a s omezenym pouzitim piidavnych latek [6].

1.3 Vyroba ¢ervenych vin konvenéni metodou

Zakladni odli$nost mezi vyrobou ¢ervenych a bilych vin spociva v tom, ze se lisovani provadi
az po ukonceni procesu macerace, tzn. po vyluhovani Cervenych barviv ze slupek bobuli
hroznl. Predfermentacni procesy zpracovani hroznt, zptisob zékvasu a regulace alkoholového
kvaseni jsou shodné s vyrobou bilych vin. Rozli$uji se tfi zakladni postupy vyroby ¢ervenych
vin. Vyroba vina se soucasn¢ probihajici alkoholovou fermentaci a maceraci rmutu, nebo
vyroba vina zahfivanim hroznt, pfi které je oddéleny proces macerace od kvaSeni a poslednim
postupem je vyroba Cervenych vin karbonickou maceraci. Dalsi z technologickych odlisnosti
vyroby Cerveného vina je bakterialni nebo biologické odbouravani kyselin, nebo jable¢no-
mlécné kvaSeni ¢i malolakticka fermentace. V tomto technologickém procesu dochéazi k zméné
senzoricky vyrazné kyseliny jable¢né na kyselinu chutové jemnéj$i kyselinu mlécnou.
Rozhodnuti o vyuziti bakteridlniho odbouravani kyselin mé& vyznamny vliv na senzoricky

charakter vyrabéného vina [6, 7, 17].

1.4 Vyroba naturalnich vin
Vyroba naturalnich, pfirodnich, biovin a biodynamickych vin probiha rlznymi

technologickymi kroky ve vinohradé i ve sklepég, které se vice ¢i méné odliSuji od konvencni
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vyroby vina. Sife pojatym spoleénym cilem vyroby téchto vin je udrZitelna produkce hroznii
na vinohrad¢ s respektem k okolnimu ekosystému a somezenym pouzivanim postiikl,
naslednym Setrnym zpracovanim hroznti a vyrob¢ vina s omezenym nebo zcela eliminovanym
pouzitim aditivnich latek, vCetn¢ omezovani sifi¢itanli. Po pfirodnich vinech postupné vzriista
poptavka nejen od koncovych spottebiteltl, ale pro své specifické senzorické vlastnosti nalézaji
uplatnéni 1 v oblasti luxusni gastronomie. Uvedené skupiny nekonven¢nich vin lze rozdélit
mezi takova, ktera jsou produkovana podle legislativnich pozadavkl nebo spliiuji pozadavky
nckteré certifikacni autority (bio vina, biodynamicka vina) a vina, ktera jsou vyrabéna zcela
mimo jakakoliv nafizeni a producenti je deklaruji jako zemska vina (naturalni, autentickad) [6,

18].

Trh s pfirodnimi bio viny zaziva celosvétove vzrustajici trend. Vzhledem k nejednoznacné
klasifikaci se v nabidce ve svété objevuji vina s oznacenim bio, biodynamicka, naturalni, bez
ptidavku oxidu sifi¢itého, vina s malym dopadem na Zivotni prostifedi, veganska nebo
vegetarianska. Z hlediska spotiebitele je sjednocujicim prvkem téchto vin benefit zdravého vina

bez ptidavnych latek a preparatii ze zemeéd&lske produkcee Setrné k Zivotnimu prostiedi [19].

1.4.1 Biovina a biodynamicka vina

Biovina jsou vyrabéna z certifikovanych hroznli, vypéstovanych podle zasad ekologickych
procesti a postupt v zeméd¢lstvi, podle zdkona ¢. 242/2000 Sb., nafizenim Rady (EHS)
€. 2092/92 a provadécim nafizenim Evropské komise 203/2012. Jednim z pozadavkl
na biovina jsou niz$i limity pro celkovy obsah oxidu sifi¢itého ve ving, viz. tabulka ¢. 3. Dal$imi
vyrobnimi postupy, které jsou zakazané, patii Castecné zahusténi chladem, odsifovani, pouziti

kyseliny sorbové. Biovina jsou oznacovana logem ekologického zeméedé&lstvi [6, 18].

Vina oznacovana jako biodynamickd museji mit nejen kvalitu biovina, ale je nutné spliiovat
také dalSi piisnéjsi pozadavky na hospodateni ve vinici, jako nepouzivani anorganickych hnojiv
a pesticidli [18]. Réva se oSetfuje pouze pfipravky na pfirodni bazi, riznymi vyluhy z bylin,
které si vinaf sam sbira a pfipravuje vyluhy. Soucasti biodynamické produkce je 1 celkova
filozofie péce o vinici s respektovanim pfirodnich vlivii jako faze mésice a planet a jinymi
spiritualnimi a esoterickymi podnéty. V roce 1927 byla zalozena spole¢nost Demeter, ktera
v soucasnosti funguje jako celosvétoveé nejvétsi certifikaéni organizace pro biodynamické

zemedélstvi [6, 19].
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Tabulka 3: Limity obsahu celkového oxidu sificitého v jednotlivych typech biovin dle

provadéciho natfizeni ¢. 203/2012

Typ biovina Limit obsahu SO; (mg/1)
Cervené biovino (do 2 g/l zbyt. cukru) 100

Bil¢é a rosé biovino (do 2 g/l zbyt. cukru) 150

Bil¢é a rosé biovino (od 2 g/l zbyt. cukru) 170

Bil¢é a rosé biovino (od 2 g/l zbyt. cukru) 220

Pozdni sbér 270

Vybér z hroznli 320

Vybér z bqbuli, vybér z cibéb, ledové a 370

slamové biovino

Sumivé vino jakostni 155

1.4.2 Naturalni a autenticka vina

Naturalni vina patii do skupiny vin, které spojuje pfirodni, autenticky proces vyroby
a tradi¢niho vinohradnictvi, jehoZz postupy byly pouzivany po staleti pfed nastupem priamyslové
produkce vina sintenzivnim zeméd€lstvim a vyuZzivanim chemickych pfipravki
a selektovanych kvasinek. Pro naturdlni vina neexistuje zadna legislativni klasifikace ani
pozadavky na kvalitu, ani n¢jaky druh ufedni certifikace. Néktefi vinafi, produkujici naturalni
vina, se pro jasnou identifikaci na trhu sdruzuji pod marketingové zvolenym nazvem, jako napt.
Autentisté¢ a dodrzuji sva vnitini pravidla zapsand v Chart¢ Autentistl. Ve svych zasadach
pro péstovani révy pozaduji upfednostiiovat ekologické zeméedélstvi se zakazem veskerych
herbicidi, syntetickych insekticidi a systémovych fungicidi a syntetickych hnojiv. Dale se
stanovuje maximalni pocet 5000 jedinct révy na hektar pfi nové vysadbé a maximalni vynos
50 hl na hektar. Vylucuji jiny nez rucni sbér. Ve sklep¢ se vylucuje pouziti geneticky
modifikovanych organismu, upfednostiiuji biologické, fyzikalni a mechanické postupy pred
chemickymi s vylou¢enim flotace. Ve sklepé nepouzivaji selektované kvasinky, a proto mosty
kvasi spontanné pomoci autochtonnich kvasinek pfitomnych na hroznech a ve sklepé.
Vontrobova E. a kol.[13] popisuji druhy autochtonnich kvasinek pfitomnych na hroznech
a zménu jejich zastoupeni béhem fermentace vina. Nesmi se pfidavat taniny do Cervenych

1 bilych vin, preferuje se fermentace v dievénych, keramickych nebo sklenénych nadobach.
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Nesmi se pouZivat ostra filtrace vin a veSkery obsah oxidu sifi¢itého nesmi pfekrocit 100 mg/I
v bilych vinech a 80 mg/l v Cervenych vinech. Jako naturdlni vino je moZné oznacit vino
z ekologické produkce srespektovanim mistniho terroir, bez pouzivani chemickych postfikd

a pfidanych aditiv a s minimalnim nebo Zadnym pfidavkem oxidu sifi¢itého[19].

1.4.3 Oranzova vina

Mezi naturalni vina lze zaradit i oranzova vina. Tyto vina se vyrabi z bilych hrozn{ s pouzitim
odliSné technologie. Pfi vyrobé téchto vin dochéazi k delSimu kontaktu slupek s moStem
na rozdil od bézné konventni vyroby bilych vin, kdy se slupky oddéli ihned po lisovani.
Pfi delSi maceraci se ze slupek uvolni vice latek a dosahne se syt&jSi barvy moStu. Béhem
nasledné fermentace s CasteCnym pfistupem kysliku se barva vina méni na oranZovy odstin.
OranZzova vina se Casto vyrabéji v tradiCnich keramickych nédobach nazyvanych kvevri
plvodem z Gruzie, viz. obrazek ¢.3. Zakladem technologie je dlouhodoby kontakt vina
s pevnymi Castmi bobuli a kald po dobu nékolika mésicd. Zdravé bobule jsou umisténé do
kvevri, kde doch&zi k dlouhé maceraci, spontanni fermentaci s nasledné dlouhodobé leZeni
s minimalnim mnoZstvim zasah(. Barva takového vina je tmavsi az oranZzova. Objem kvevri je
nejbéznéji 200-2000 litrG aje obvykle aZ po hrdlo zakopana v zemi. Takto vyrobena vina maji
vy$si obsah polyfenoll, zejména flavonoidl. Jejich koncentrace je kolem 2000 mg/l, coZ
odpovida svétlym cervenym vindm. Diky vysokému obsahu flavonoidl je provadéno
redukované nebo zcela vynechané sifeni vina pfed lahvovani. Termin oranZova vina pouZzil

poprvé David Harvey, britsky znalec vin, v roce 2004 [20, 21],

Obrézek 3. Kvevri - tradi€ni gruzinskd nddoba z pélené hliny na vyrobu vina. Foto ©
www. qvevriwein.at
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1.5 Chemické sloZeni vina

Vino je slozita smés tékavych a netékavych latek rozpusténych ve vodé, jejichz pfitomnost
a vzajemné pomery tvoii chut’ a aroma vina. Ve vinu je pfitomnych nékolik stovek riznych
sloucenin [22]. Jejich koncentrace zavisi na jejich slozeni v hroznech a je ovlivnéno naslednym
alkoholovym kvasenim. Tékavé latky se ve vin€ vyskytuji v koncentracich od ng/L az do mg/L.
Jejich pfispévek na vysledné aroma je riizny, zavisly na prahu ¢ichu pro jednotlivé slouc¢eniny
ajejich koncentraci. Aroma vina je ovliviiovano ¢tyfmi faktory: genetikou révy, sklizni hroznii,
alkoholovou fermentaci a zranim vina [23]. Podle obsahu nékterych slozek se hotova vina
rozliSuji do rlznych kategorii podle obsahu zbytkového cukru, nebo mnozstvi alkoholu.
Nejvetsi podil podle objemu vina mé voda piivodem z hroznli v mnozstvi 70-90 %. Dalsi
slouCeninou je etanol v mnozstvi 7-15 %. U vin se zbytkovym cukrem je jeho obsah v rozmezi
0-100 g/l a podle n& se rozliSuji vina do kategorii suché, polosuché, polosladké a sladké.
Ledova a slamova vina maji obsah zbytkovych cukri jesté vyssi, az 300 g/l. U vina dale
muzeme rozli§it obsah tékavych anetc¢kavych slozek. Mezi tckavé slozky, které jsou
oddélitelné z vina varem, patii alkoholy, aldehydy a ketony, té¢kavé kyseliny, oxid sifiCity.
Priimérny obsah t¢kavych latek ve viné je uveden v tabulce ¢. 4. Netckavé latky ve ving tvoti

extrakt, jez je ve viné v rozmezi 1-15 % [6, 9, 10].

Tabulka 4: Primérny obsah t¢kavych latek ve ving

Tékava slozka Obsah ve viné (g/l)
Alkohol 55-120
Vyssi alkoholy 0,2-9,8
Aldehydy a ketony 0,01-0,10

Jiné latky tvofici aroma 0,001-0,100
Tekavé kyseliny 0,1-2,1

Oxid sificity 0,01-0,40

1.5.1 Alkoholy
1.5.1.1 Etanol

Etanol je hlavni produkt alkoholového kvaSeni a ma mezi alkoholy pfitomnymi ve vinu
dominantni zastoupeni. Vznikd alkoholovou fermentaci kvasinkami z glukosy a fruktdzy

na etanol a oxid uhlicity. Vyslednd hodnota koncentrace etanolu ve viné zavisi na pocatecni
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cukernatosti moStu. Ze 100 g glukdzy teoreticky vznikne 51,11 g alkoholu. Primérny obsah
alkoholu ve ving se pohybuje mezi 7-15 %. Jeho vysledné mnozstvi zavisi na kvalité sklizenych
hroznii, jejich zralosti a obsahu cukrii. Vysledny obsah alkoholu lze ovlivnit i fizenym
kvasenim, kdy Ize fermentaci zastavit diive, pro vyssi obsah zbytkového cukru ve viné. Beéhem
zrani vina v dievénych sudech miize koncentrace vlivem odparu klesat roné o0 0,2 %. Ve vin¢
také miize dochazet k prodychavani etanolu kiisovymi kvasinkami, které vytvareji podminky
pro oxidaci etanolu na acetaldehyd a dal na kyselinu octovou za pusobeni bakterii octového

kvaseni. [10, 24].

1.5.1.2 Metanol

Pfitomnost metanolu ve vin¢€ je spojena s hydrolyzou pektini, kterd probiha vlivem enzymu
behem alkoholové fermentace. Metanol neni ptfimym produktem alkoholové fermentace. Jeho
mnozstvi ve viné zavisi na délce macerace pevnych casti sklizenych hroznt, zejména slupek.
Celkovy podil metanolu v bilych vinech je 17-100 mg/l a v Cervenych vinech v rozmezi 60—

230 mg/1 [10, 24].

1.5.1.3 Vyssi alkoholy

Vys$§i nasycené alkoholy se ve vin¢ nachazeji v malém mnozstvi 200600 mg/l. Maji ale
dilezity vliv na vysledné aroma vina. Mezi nejvyznamngj$i vys§i alkoholy patfi
izopropylalkohol, izobutylalkohol, 2-metylalkohol a 3-metylalkohol. Vys$si alkoholy se
nevyskytuji v bobulich, ale vznikaji reakcemi doprovazejicimi fermentaci, které jsou spojené
s metabolizmem kvasinek. Tvorbu vys$§ich alkoholl je mozné vysvétlit Ehrlichovou reakci,
probihajici jako dekarboxylace a nasledna deaminace s pfechodnym meziproduktem

ketokyselinou, viz. rovnice 2 [10, 24].

0
HSC \\I\ . Hzo ji/
HAC MH4
valin isobutanal

1.5.1.4 Terpenové alkoholy

Ve ving jsou pfitomné Ctyfi terpenoly v dostateCném mnozstvi, aby se mohly podilet na aroma
vina. Jsou to linalol, geraniol, nerol a a-terpineol. U musSkatovych vin se nachazeji v fadu
miligramt na litr. Linalol je terpenoidni alkohol, ktery se vyskytuje v mnoha kvétinach a kofeni

a tvofi aroma popisované jako viné kvéth. Jeho koncentrace v révé Muskat alexandrijsky je
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v mnozstvi 0,2-0,8 mg/l, kdy €ichovy préh je fadoveé 0,1 mg/l, proto se podili na aroma vina.
Geraniol, Nerol a a-terpineol nejsou povazovany za vyznamné slozky aroma vina, kviili jejich

nizkym koncentracim [10, 24].

1.5.1.5 Polyalkoholy
Polyalkoholy jsou vicesytné alkoholy s dvéma a vice hydroxylovymi funkénimi skupinami.
Jejich koncentrace ve viné je velmi riznd, v zavislosti na stupni vyzrani hroznl a vlivu

klimatickych podminek ro¢niku [10, 24].

1.5.1.6 Dioly

Dioly jsou dvojsytné alkoholy, které obsahuji dvé hydroxylové skupiny. Ve vinech je
detekovana ptitomnost butan-2,3-diol a propan-1,3-diol. Butan-2,3-diol vznik4 jako sekundarni
produkt alkoholové fermentace pochéazejici z redukce acetoinu vytvotreného kondenzaci dvou

molekul etanolu. Propan-1,3-diol se ve vin¢ vyskytuje jen ve stopovém mnozstvi [10, 25].

1.5.1.7 Polyoly

Ve slozeni vina je vyznamnou slozkou glycerol. Jeho primérny obsah je ve ving v rozmezi 5—
25 ¢/, proto je ve viné tfeti slozkou v potadi podle koncentrace za vodou a etanolem. Ve své
struktufe obsahuje tfi hydroxylové skupiny, které jsou odpovédné za jeho rozpustnost
a hygroskopickou povahu se sladkou chuti a nizkou toxicitou. Sladkou chut’ vinu dodévé jen
velmi malo, ale pfispiva k jemnosti vina. Prah vnimani je od 5,2 g/ a ideédlni pomér glycerolu
k alkoholu ve ving je 7 %. Glycerol vznika v pocatcich alkoholového kvaseni a je produkovan
divokymi kvasinkami. Jeho tvorba zavisi na pocate¢nim mnozstvi cukrti, charakteru kvasinek

a podminkéch fermentace. Tvorba glycerolu se zvySuje pii niz§im zasiteni [10, 25].

Erytrol je polyol se ¢tyfmi hydroxylovymi skupinami, ktery se pfirozen¢ vyskytuje v nékterych
druzich ovoce a fermentovanych vyrobcich. Ma sladkou chut’ a nizkou kalorickou hodnotu.
Koncentrace ve vinech je v rozmezi 10-200 mg/l. Je nejspiSe druhotnym produktem kvasinek

[10].

Mezi pentoly, polyalkoholy s péti hydroxylovymi skupinami patii arabitol, xylitol, ribitol.
Arabitol a xylitol se ve vin¢ vyskytuje v koncentracich 15-50 mg/l, ribitol jen ve stopovém
mnozstvi. ZvySend koncentrace pentolll v moStech zavisi na vyskytu plisné Sed¢ a uslechtilé

plisn¢ [10, 24].

Hexoly ptfitomné ve ving jsou mannitol a sorbitol. Pfitomnost mannitolu ve vin¢ nad 100 m/l

neni normalni a sv&d¢i o pfitomnosti bakterii mlééného kvaSeni a zastaveni normalniho prubchu
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kvaseni kvasinkami. Sorbitol je isomerem mannitolu a je pfitomny ve vétSim mnoZzstvi
v riznych druzich ovoce jako jsou jablka, hrusky, broskve a $vestky. V malém mnozstvi je
pfitomny i v hroznech a ve vin¢ by nemél presahnout 100 mg/l. Je-li zji§téné mnozstvi vyssi, je
pravdépodobné, ze vino vzniklo ze smési hroznil a jiného ovoce, €ili jde o podvodnou kupéaz

vina s jinym typem mostu, nejcastéji jablecnym [10, 24].

1.5.2 Sacharidy

Sacharidy jsou organické molekuly patiici do skupiny polyhydroxyderivati karbonylovych
sloucenin. Obsahuji bud’ aldehydickou nebo ketonickou skupinu. Podle poctu uhliklii ve
struktufe je d€lime na tridzy, tetrozy, pentdzy a hexozy, pficemz pro vino jsou diilezité pentdzy
a hexo6zy. Podle poctu jednotek ve struktuie je mozné je rozdélit na monosacharidy, neboli
jednoduché cukry, disacharidy, které jsou slozené z 2—10 monosacharidii, a polysacharidy,

které jsou slozeny z vice nez 10 monosacharidi [9, 10, 26].

1.5.2.1 Monosacharidy pentozy

Monosacharidy pentozy (CsHi0Os) jsou ve viné pfitomné ve vyznamném mnozstvi 0,5-1,0 g/l.
Kulturni kvasinky rodu Saccharomyces pentdzy nezkvasuji, proto nejsou pii alkoholovém
kvaseni vyuzivany a zlstavaji ve vin¢ a ovliviiji jeho chut. Ve vinech mlizou byt pfitomné

pentozy L-arabin6za, D-riboza, D-xyloza a L-rhamnoza [10, 26].

1.5.2.2 Monosacharidy hexozy

Hexozy (CsHi20s) jsou pro vino nejdulezitéj$i monosacharidy. Hexdzy jsou metabolizovany
kvasinkami rodu Saccharomyces za vzniku etanolu a oxidu uhli¢itého. Mezi dulezité hexozy
pfitomné ve vinu patii D-glukoza, D-fruktoza a D-galaktoza. Pomér glukozy a fruktdzy
v hroznovém mostu byva stabilni v poméru glukoza:fruktéza 0,95:1,00. Kvasinky pfi
fermentaci prednostné metabolizuji D-glukozu, proto jeji obsah klesa rychleji nez fruktdzy
nebo galaktdzy a pii prokvaseni vina do sucha byva podil zbytkové fruktozy vyssi nez glukozy

[10, 26].

1.5.2.3 Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou tvofeny dvéma az deseti monosacharidovymi jednotkami.
Z oligosacharidii jsou dilezité disacharidy, které jsou slozeny ze dvou monosacharidi
spojenych glykosidickou vazbou. Disacharidy se ve vinech nachazeji jen ve stopovém
mnozstvi. V mostu je v malém mnozstvi 2-5 g/l pfitomny disacharid sacharéza, slozeny z D-

glukozy a D-fruktézy. Béhem alkoholového kvaseni se sacharoza hydrolyzuje na D-glukézu
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a D-fruktozu, a tyto monosacharidy jsou metabolizovany kvasinkami. V hotovém vinu by

sacharoza nem¢la byt pfitomna [10, 26].

1.5.2.4 Polysacharidy

Polysacharidy jsou fetézce vice nez deseti monosacharidii. Mohou byt linearni, vétvené nebo
heterogenni. Ve viné je 2—4 g/l polysacharidi. Tvofi podstatnou ¢ast koloidnich sloucenin,
a proto jsou nezadouci pro potize pfi filtraci. Mezi polysacharidy se fadi slizy, gumy a pektiny.
Cisty pektin je vytvafen linearnim fetézcem metanolem esterifikovanych polygalakturonovych
jader. Pravy pektin se nachdzi v mladych vinech po skonceni fermentace v koncentracich az
500 mg/l. Po roce lezeni vina obsah pektinu rychle hydrolyzou klesa, se vznikem
galakturonovych kyselin, metanolu, arabindzy, galaktdzy, ramnozy a xylozy. DalSim zdrojem
polysacharidii ve viné mohou byt kvasinky. Ty maji ve svych bunécnych sténach velké
mnozstvi mannoproteini, které jsou tvoreny asi ze 70 % D-manno6zou, z 10-20 % bilkovinami
a 10 % glukézou. Tyto polyglykosidy jsou vyluCovany kvasinkou béhem alkoholové
fermentace s koncentraci ve viné¢ 100-150 mg/l. Mannoproteiny maji technologicky vyznam,
nebot’ pravdépodobné inhibuji bilkovinné zakaly a vypadavani vinného kamene, a proto maji

vyznam pro stabilitu vin [10, 26].

1.5.3 Dusikaté slouceniny

Dusikaté slouceniny se ve vin¢ vyskytuji v nevelkém mnozstvi 0,5-5,0 g/l ve vSech formach.
Z tohoto obsahu je 5-10 % bilkoviny, které se postupné ztraceji, 25-50 % tvoii polypeptidy,
25-30 % volné aminokyseliny, 3—10 % amoniakalni dusik a zbytek jsou aminy a amidy. Volné
aminokyseliny jsou prekurzory aromatickych latek a maji vyznam pfi vzniku buketu. Béhem
kvaSeni dochazi k asimilaci riiznych dusikatych latek kvasinkami (amoniak a jednodussi
aminokyseliny) a soucasné se dusikaté latky vylucuji, zejména aminokyseliny. Naproti tomu
peptidy pochazeji hlavné z tfapin a semen, proto ¢im vice je most v kontaktu s témito ¢astmi

hrozni, tim vice obsahuje peptidovych latek [10, 24].

1.53.1 Amoniakélni dusik
Amoniakalni dusik je kvasinkami vyuZzivéan jako Zivina. V mostu je pfitomné 20-240 mg/l
amoniakalniho dusiku a v prubéhu fermentace se jeho mnozstvi rychle snizuje az pod 10 mg/l

v bilych vinech [10].

1.5.3.2 Aminokyseliny
Ve vin¢ se vyskytuji vSechny znamé aminokyseliny. Hlavnimi jsou prolin, arginin a glutamin,

které spolu tvoii 80 % vSech aminokyselin. Nejvétsi podil z nich zaujimé prolin. Ten kvasinky
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neasimiluji bez pfitomnosti kysliku. Pomér jednotlivych aminokyselin se béhem fermentace
meéni. V prvnich 16-24 hodinach dochazi k prudkému poklesu. Nasleduje stabilizace a dale se
muze obsah nékterych aminokyselin prudce zvysit. Piikladem miZe byt jiz zmifiovany prolin,
ktery je obtizn¢ asimilovatelny kvasinkami a jehoZz koncentrace se mize ve vin¢ zvysit

i nad obsah zaznamenany v mostu. U argininu probihé proces opacné [9, 10, 24].

1.5.3.3 Peptidy

Obsah peptida ve ving az 4 g/l zavisi na celkovych faktorech pfitomnosti dusikatych latek jako
odridy, vinifikace. Puvod polypeptidii je vysvétlovan polymerizaci aminokyselin, nebo
rozkladem bilkovin. V bilém viné¢ je dvakrat méné polypeptidii nez v ¢erveném. Pfitomnost
peptidi miize zpuisobovat hotkost vina. Jako ptiklad tripeptidu je glutation. Tvofi ho kyselina
glutamova, jeden cystein a glycin. Glutation je bézné pfitomny v mostu v rizném mnozstvi

v zavislosti na odradé (az 100 pg/1) [10, 24].

1.5.4 Vitaminy

Ve ving jsou pfitomné vitaminy rozpustné ve vod¢, tj. vitaminy C a skupiny B. V hroznech
a mostu se nachazi asi 50 mg/l vitaminu C, kyseliny askorbové. Béhem alkoholové fermentace
se ztraci a v hotovém vin¢ je obsazeno 1-10 mg/l. Vitamin C ve vin¢ zabrafiuje vzniku
zelezitého zakalu a brani oxidaci aromatickych latek a tim udrzuje jeho senzorické vlastnosti.
Je povoleny ptidavek kyseliny askorbové do vina, ale ten se rychle spotfebovava v oxidacné-

redukénich reakcich. Ze zdravotniho hlediska je obsah vitaminl ve vin¢ nepodstatny [6, 10].

1.5.5 Mineralni latky

Kofteny révy piijimaji s vodou i mineralni latky, které jsou potfebné pro rist rostliny. Ty se dale
ptenaseji do hrozni a tim 1 do mostu. Jejich mnozstvi a slozZeni zavisi na pad¢, klimatickych
podminkach, hnojeni a vyzralosti hrozni. Primérny obsah mineralnich latek ve viné je 1,3—-4,0
g/l a vyjadfuji se jako obsah popela, ktery vznikne po vysuseni a spaleni vina. Nejvétsi podil
na prvkovém sloZzeni vina ma draslik, dale vapnik, hoi¢ik a dalsi prvky. Mineralni prvky

ovliviiuji chut’ vina [6, 9].

1.5.6 Kyseliny

Ve ving je obsazeno mnoho riiznych organickych kyselin. Celkové mnozstvi kyselin se sklada
z t¢kavych a netékavych kyselin. Celkovy obsah kyselin v mostu zavisi na klimatickych
podminkach jako délka slune¢niho svitu, priimérna teplota a vlhkost, charakteru odridy révy
vinn€. Na charakter a podil kyselin ve vin€ maji vliv 1 dal$i faktory jako rizny metabolizmus

ruznych kvasinkovych kmeni béhem fermentace.
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1.5.6.1 Tckavé kyseliny

Tekaveé kyseliny jsou tvofeny nizS$imi mastnymi kyselinami, zejména kyselinou octovou.
kyselina octovd miize v malé mife vznikat i béhem alkoholové fermentace. Jeji vyssi
koncentrace vSak vznikaji oxidaci etanolu za pfistupu vzduchu octovymi bakteriemi
na nahnilych hroznech a béhem vyroby nebo skladovani vina znehodnocuji jeho kvalitu. Obsah
tékavych kyselin ve vin¢ je legislativné omezen a nesmi ptfesahovat u bilych vin 1,35 g/l,
u Cervenych vin 1,50 g/l, v pfepoctu na kyselinu vinnou. Obsah kyseliny octové se ve ving
pohybuje v rozmezi 0,3-0,6 g/l, pficemz kyselina octova tvofti az 95 % tékavych kyselin [6, 10,

27].

1.5.6.2 Netckavé kyseliny

Kyselost vin tvoii nejvice kyselina vinna (0,5-5,0 g/l) a kyselina jable¢na (0-9,0 g/1), které
pochdzi pfimo z hrozni. Dale je pfitomné malé mnozstvi kyseliny citronové (0,05 — 0,5 g/l).
Béhem kvasného procesu se v mostu a viné vyskytuji dalsi netékavé kyseliny jako mlécna
(0,05-6 g/), jantarova (0,2—1,5 g/l), pyrohroznova (0,01-0,1 g/l) a dal$i. Mnozstvi kyseliny
mlééné kvasinky neovliviuji. Casem jeji obsah klesa z diivodu vysraZeni vinanu draselného,
nazyvaného vinny kamen. Kyselina jable¢nd muize byt nejCastéj$i ve viné z nevyzralych
hroznli. Kyselina jable¢na je zkvasitelna, mohou ji rozkladat nckteré druhy kvasinek
Saccharomyces a vSechna druhy Schizosaccharomyces. Toto kvaSeni se oznaCuje jako
jable¢no-alkoholové. Kyselinu jableénou mohou dekarboxylovat také bakterie mlééného
kvaseni (JableCno-mlécné kvaseni). Tento proces se vyuziva pii vyrob&é Cervenych vin

na preménu kyseliny jable¢né na mlé¢nou, ¢imz se vino zjemni [6, 9, 10].

Neté¢kavé kyseliny jsou hlavni soucasti celkovych kyselin titrovatelnych louhem do neutralni
reakce. Bézny obsah titrovatelnych kyselin se ve vinech pohybuje mezi 4-9 g/l. Bil4 vina
obecn¢ obsahuji vice kyselin nez Cervena vina. Podle pravnich ptedpisti je minimalni obsah
celkovych titrovatelnych kyselin ve viné vyjadienych jako kyselina vinna stanoven na 3,5 g/l

[6, 24].

1.5.7 Fenolové sloueniny

Fenolové slouceniny, které obsahuji jedno nebo vice fenolovych jader ovliviiyji barvu vina,
pusobi na organoleptické vlastnosti vina a podileji se na procesech uchovani a lezeni vin.
Krom¢ barvy ovliviiuji hotkost, sviravy pocit v chuti, zadrzeni kysliku a pribéh starnuti vina.

jejich obsah je u Setrné zpracovanych bilych vin do 0,25 g/l, u Cervenych vin az do 4,5 g/l.
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Fenolové slouCeniny je mozné rozdélit do Ctyfech skupin na fenolové kyseliny, tfisloviny

(taniny), flavony a flavonoly, antokyany [10, 28, 29].

Tabulka 5: Hodnoty fenolovych sloucenin ve viné

Sloucenina Bila vina (mg/1) Cervena vina (mg/l)
Fenolové kyseliny 1-10 100-200
Ttisloviny 1-100 1000-5000
Flavony a flavonoly stopy do 15
Antokyany stopy 200-500

1.5.7.1 Fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny se déli do dvou skupin na hydroxylové derivaty kyseliny benzoové a derivaty
kyseliny skoficové. Nekteré fenolové kyseliny a hydroxylové derivaty kyseliny skoficové
mohou byt prekurzory nékterych tékavych fenold, napt. kyselina p-kumarovd a kyselina
ferulova. Fenolové kyseliny jsou z hlediska aroma neutrélni, ale po transformaci na tékavé
fenoly obohacuji aroma vina pfijemnymi projevy. Vinylfenol ma vini hvozdiku ¢i karafiatu
s prahem vnimani 0,8 mg/l, vinylguajakol vini hiebicku s prahem 0,6 mg/l, etylfenol ma
zivoCi$ny pach konského potu s prahem 0,6 mg/l a etylguajakol ma pach spaleného dieva
s prahem vnimani 0,1 mg/l. Pfitomnost kyseliny chlorogenové (ester kyseliny kavové) se podili

na buketu starych vin svoji pronikavou a intenzivni viini [9, 10, 28].

1.5.7.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou slouCeniny, které obsahuji jako zékladni strukturu fenylbenzopyran, neboli
flavan. Dal$i dv€ mozné struktury flavonoidi jsou chalkony a aurony. Tyto struktury jsou mezi
sebou v rovnovaze zejména podle hodnoty pH. Flavonoidy jsou Casto vazany s jednou nebo
vice molekulami glukézy do sloucenin zvanych glykosidy. Pfitomnost glukézovych jednotek
zajiStuje vetsSi rozpustnost flavonoidi ve vodné-alkoholovém prostiedi, jakym je vino.

Flavonoidy zptisobuji ve vinu hotkost [10, 28].

1.5.7.3 Antokyany
Antokyany jsou Cervené pigmenty hroznil pfitomné ve slupce bobule hroznu, ale vyskytuji se

1 v jiném ovoci nebo listech rostlin. V mladych ¢ervenych vinech je pfitomno 200-500 mg/l
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antokyant, ale jen stopové mnozstvi v bilych vinech. Termin antokyany se pouZzivd pro
oznaCeni antokyanidini (centralni struktura bez navazanych cukernych jednotek)
a antokyanint, které oznacuji slou€eniny antokyanidinii s riznym poctem cukernych jednotek.
Mezi antokyanidiny pfitomné ve viné patii kyanidin, peonidin, delfinidin, malvidin, petunidin.
Z téchto péti antokyanidini bylo identifikovano v jednotlivych odriidach az sedmnact riznych
Cervenych pigmenti, antokyanind. V hotovych cCervenych vinech se antokyany slucuji
s tiislovinami, a tim maji stabilngj$i barvu z mirné ztraty antokyanti. Ztraty volnych antokyanti
behem prvnich tif mésici mohou dosahnout 10-50 %. Tak ¢ervené vino kazdorocné ztréaci

mnozstvi volnych antokyantl, az se hodnota ustali na 10-20 mg/1 [10, 28].

1.5.7.4 Tiisloviny

Ttisloviny hroznil a vina tvofi rliznorodou skupinu sloucenin, vzniklych prevazné kondenzaci
katechinl. Katechiny jsou monomery flavonoly, vyskytujici se v hroznech ve strukturach
(+) katechinti a (-) epikatechinli. Jsou to prekurzory tfislovin, které vzniknou jejich kondenzaci.
V mladych vinech byvaji spojené dvé az tii jednotky flavanolti. Ve starych vinech jsou
v dusledku naslednych kondenzaci pfitomné fetézce tiislovin az desitek jednotek. Ttisloviny
jsou obsazeny v semenech hroznu. Ttisloviny piindSeji z organoleptického hlediska stavbu
vina, jeho télo a strukturu. Z negativnich projevi sviravost a hotkost. Vysledny dojem zéavisi
na kvalit¢ a kvantité¢ tfislovin. Slu€ovéni tfislovin s polysacharidy zplisobuje zjemmnovani

ttislovin [10, 28].

1.5.7.5 Polyfenoly vina a jejich vliv na zdrvi

Intenzivni vyzkum polyfenolti ve ving probiha pro zjisténi jejich vlivii na lidsky organizmus.
Fenolové slouceniny plisobi antioxidacné proti volnym radikallim, a proto jsou zkouméany
z hlediska terapeutického vyuziti. Kromé pozitivniho plisobeni polyfenolovych sloucenin pti
prevenci kardiovaskularnich chorob a zlepsSeni krevniho ob&hu maji tyto slouceniny pozitivni
vliv na zpomaleni mozkového starnuti a prevenci Alzheimerovy nemoci. Fenolové slouceniny
maji déale protizanétlivé, protirakovinné vlastnosti a pusobi na zlepSeni ucinnosti latek
snizujicich cholesterol v krvi. Polyfenoly extrahované z hroznovych semen jsou soucasti 1éciv,
jako slozka kosmetickych a léCivych kréml, zatimco polyfenoly extrahované z hroznovych
slupek jsou uzivany k ptipravé napojii pro sportovce. Dalsi polyfenol z vina, trans-resveratrol,
vykazuje protirakovinné vlastnosti. Trans-resveratrol je protifungicka latka, kterou réva
vylucuje jako ochranu proti nékterym mikroorganismiim a houbam vyvolavajicim hnilobu.
Tento difenol se koncentruje ve slupce bobule hroznt, ale mize byt i semenech. V ¢ervenych

vinech je v rozmezi 1-10 mg/l [10].
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1.5.8 Estery

V hroznovém mostu nejsou estery témer pfitomné. Ve viné se vznikajici alkohol za pfitomnosti
kyselin esterifikuje na tékavé etylestery, které se podileji na tvorb¢ aroma vina. Estery ve ving
vznikaji dvojim zplisobem. Prvni je chemicky esterifikaénimi reakcemi a druhy biologicky,
ktery vznika ¢innosti kvasinek nebo bakterii. Na zacatku lezeni vina maji vétsi zastoupeni estery
biologického piivodu nad estery chemickymi. Casem se v§ak pomér obrati, nebot podil
biologickych estert hydrolyzou kles4 a vznikaji z nich alkoholy a kyseliny, které se mohou
transformovat chemickou cestou na estery. Celkové je problematika tvorby esterti ve ving velice

komplexni proces s obtizn¢ kvantifikovatelnym ovétenim slozeni [9, 10].

1.5.8.1 Biologické esterifikace

Biologické esterifikace je navazdna na cinnost kvasinek bcéhem alkoholové fermentace,
pii které vznikd velmi malé mnozstvi esterti biologického pivodu v mnozstvi nékolik
miligramt na litr vina. Riznorodost vzniklych esterti je navazana na rizné kmeny kvasinek.
Dal$imi vlivy na druhy vznikajicich esterti jsou podminky fermentace, teplotou, sifenim,
dusikatym slozenim hroznii a charakteristikou a stupném =zralosti odridy. Zastupcem
biologické esterifikace je etylacetat. Je produkovany kvasinkami i1 bakteriemi. Miize se
vyskytovat v pomérné velkém mnozstvi mezi 100-150 mg/l, coz je hranice ¢ichového prahu.
Nakyslost se projevuje zapachem po laku nebo rozpoustédlu. Dalsi piiklad biologické
esterifikace je mlécnan etylnaty, etyllaktat, ktery vznika b&hem jable¢no-mlécného kvaseni
v mnozstvi 40-60 mg/l. Vina, ve kterych neprobéhlo jablecno mlééné kvaseni, obsahuji pouze
5-10 mg/l etyllaktatu. Etyllaktat méa vini masla az kyselého mléka a zjemnuje aroma vina.
Dal$imi zastupci jsou etylestery mastnych kyselin. Etylhexanoat (etylkapronat) ma cichovy
prah vnimani 0,5 mg/l a tvoti jablkovou nebo bananovou vini. Etyloktanoat (etylkaprylat) ma
¢ichovy prah 1 mg/l a jeho viné pfipomina hruSkové nebo ananasové aroma. Etyldekanoat ma
¢ichovy prah 0,2 mg/l. Ackoliv jsou tyto estery ve ving pfitomné na hranici ¢ichového prahu,

mohou ovliviiovat celkovy aroma profil vina a dodavat mu ovocné nebo medové tony [10].

1.5.8.2 Chemicka esterifikace

Ve viné s 10 % alkoholu se vyskytuje maximalné 12 % volnych kyselin schopnych esterifikace.
Monokyseliny jsou reaktivné]$i nez polykyseliny a dosahuji rovnovéahu esterifikace v jednom
roce nebo v nékolika letech a vytvareji neutralni estery. Polykyseliny za stejnych podminek
vytvareji neutralni rovnovahu az po nékolika desitkach let a tvofi neutralni, kyselé a smiSené

estery [10].
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1.6 Extrakce tékavych latek

Z prumérného sloZeni vina je zfejmé, Ze etanol a dalsi t¢kave latky tvofi jen mensSi ¢ast obsahu.
VeétSinu tvoii voda a netékaveé slozky. Technika plynové chromatografie je uréena pro analyzy
tékavych latek. Netékavé latky by mefeni na GC rusily, nebo dokonce znemoznily, kvili
zaneseni uzkée kapilary analytické kolony slozkami matrice vzorku. Jako pfipravu vzorku pted
meétfenim aromatickych latek je nutné provést jejich izolaci od matrice nékterou z extrak¢énich
technik. Nestar§Sim a nejpouzivanéj$im zpusobem extrakce je v systému kapalina-kapalina,
jinak zvana extrakce rozpoustédlem. Pro stanoveni aromatickych latek z vina ma tento typ
extrakce nevyhody, jako jsou spotieba velkych objemt rozpoustédel a jejich nasledna likvidace,
soucasna extrakce 1 netékavych latek, ¢asova naro¢nost. Proto je pro tento typ analyzy
vyhodnéj§i pouzit jiné typy extrakce, které nepouzivaji organickd rozpoustédla. Mezi
alternativni extrak¢ni techniky fadime extrakci na tuhou fazi, mikroextrakci na tuhou fazi,
techniku odbéru vzorku headspace a kombinaci technik mikroextrakce na tuhou fazi
s headspace technikou. Existuji 1 dal$i metody jako extrakce nadkritickou tekutinou a sorpcni

extrakce na michadle.

1.6.1 Extrakce kapalina-kapalina

Podstatou extrakce systémem kapalina-kapalina, LLE) je distribuce slozek mezi dvé
nemisitelné kapaliny, asto vodny roztok vzorku a organické rozpoustédlo. Hydrofilni
slouceniny setrvavaji ve vodné polarni fazi, kdezto nepolarni slouceniny se piemistuji do
hydrofobniho nepolarniho rozpoustédla. Pro zachovani dostatecné ucinnosti extrakce je nutné
optimalizovat vybér rozpoustédla s preferenci jeho omezené rozpustnosti v matrici vzorku, dale
kompatibilitu rozpoustédla s analytickou koncovkou, nizky bod varu rozpoustédla. Nejcasteji
se pouzivaji organické rozpoustédla dichlormetan, diethyleter, pentan, hexan. Vlastni extrakce

Casto probiha v tfepackach, pro zajisténi lepsiho kontaktu obou kapalin.

Perestrelo R. a kol. [30] extrahoval metodou kapalina-kapalina té¢kavé latky z ¢erveného vina
odridy Tina Negra Mole z Madeiry dichlormetanem, s naslednym zakoncentrovanim latek
v proudu dusiku. Stanovenim plynovym chromatografem bylo identifikovano 86 sloucenin
s uspokojivym uréenim 80 sloucenin s koncentraénim rozpétim od nékolika mikrogrami na litr

po 259,1 mg/l.

1.6.2 Extrakce tuhou fazi
Extrakce tuhou fazi (Solid-Phase Extraction, SPE) je zaloZena na pouziti kolonky s naplnénym

lozem ze sorbentu, ktery se vyuzivd pro zachyceni analyti ze vzorku nebo také k jeho
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ptecisténi. Existuje mnozstvi riznych typt kolonek liSicich se materidlem (polypropylen, plast)
objemem kolonky, mnozstvim sorbentu v kolonce, maximalnim mnozstvi zadrzeného analytu.
SPE kolonky mohou byt vyuzivané pro rtizné metody extrakce jako odstranéni interferujicich
latek, zakoncentrovani analytu, zména rozpoustédle vzorku nebo odsoleni. Kolonky jsou
umisténé ve specialnim drzaku, ktery je pfipojeny k vakuu, pomoci n¢hoz dojde k ptefiltrovani
vzorku ptes loze kolonky. Selektivni extrakce zadrzi analyty a ostatni slozky matrice
se nezachyti. Selektivni eluce je pouzivana pro zadrzeni analytd 1 ostatnich slozek matrice
s naslednou eluci pouze cilenych analytt. Selektivni promyvani zachyti analyty 1 ostatni slozky
matrice, poté se vymyji nezaddouci latky, a nakonec se vymyji analyty. Dal§i moznosti vyuziti
SPE je odstranéni matrice, pfi kterém se zachyti nezadouci slozky vzorku a analyt prochéazi bez
zadrze. Pfi SPE se pouzivaji faze podle druhu vzorku. Poléarni faze jsou silikagel, oxid hlinity,

nepolarni faze je modifikovany silikagel (C8, C18), a iontoménice anexy a katexy [31].

1.6.3 Mikroextrakce na tuhou fazi SPME

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid-Phase Microextraction, SPME) je technika pfipravy vzorku
pfedstavend v roce 1990 [32] jako alternativa k extrakci kapalina-kapalina nebo extrakci tuhou
fazi. Konstrukce SPME sestava z pouzdra s jehlou podobnému stiikacce pro GC, ktery ma
na konci pistu kemenné vlakno s povlakem sorbentu. SPME je technika, ktera izoluje
a zakoncentruje tékavé analyty ze vzorku v jednom kroku. Vzorkovat je mozné ponofenim
vlakna pfimo do kapalného vzorku nebo metodou headspace z plynné faze nad vzorkem. Podle
matrice vzorku a stanovovanych analytl se zvoli sorbent vldkna vhodny pro polarni nebo
nepolérni latky. Pouzitelnost extrakce metodou SPME zavisi na vybéru vhodné stacionarni faze
vlakna. Pfi potfeb¢ extrahovat Siroké spektrum latek od t¢kavych po polotékavé, polarni nebo
nepolérni, je nezbytné pouzit SPME vlakno s povlakem stacionarni faze, ktery bude extrahovat
pozadovanou skupinu latek [33]. Mezi nepolarni sorbenty patii polydimethylsiloxanova vlakna
(PDMS) s pouzitim pro extrakci nepolarnich latek. Vice poléarni je sorbent polyakrylat (PA)
s vyuzitim pro vice polarni latky jako fenoly nebo alkoholy. Dale je mozné zvolit vlakna
s kombinovanymi sorbenty jako divinylbenzen (DVB) spolecné s PDMS, Carboxen (CAR)
s DVB, Carbowax (CW) s DVB, které se pouzivaji pro extrakci tékavych latek s nizkou
molekulovou hmotnosti a pro polarni analyty [34]. Typy stacionarnich fazi a jejich extrakéni
mechanizmus a polarita je uveden v tabulce ¢.6. Extrakéni SPME vlakna je mozné opakované

pouzivat az pro stovky extrakci, v zavislosti na typu vzorka [35].

47



Tabulka 6: Typy stacionérnich fazi SPME, extrakéni mechanizmus a polarita

Typ stacionarni faze SPME mfcxlg?lli(zé:llll;ls Polarita
7-mm PDMS Absorbent Nepolami
30-mm PDMS Absorbent Nepolami
100-mm PDMS Absorbent Nepolami
85-mm PA Absorbent Polarni

60-mm PEG Absorbent Polarni

15-mm carbopack Z-PDMS Absorbent Bipolarni
65-mm PDMS-DVB Adsorbent Bipolarni
55-mm/30-mm DVB/carboxen-PDMS Adsorbent Bipolarni
85-mm carboxen-PDMS Adsorbent Bipolarni

Principem SPME vzorkovéani je absorpce nebo adsorpce analyti vlaknem s povlakem

stacionarni faze do dosazeni rovnovazného stavu. Kdyz je dosazeno rovnovazného rozd¢lent

mezi matrici a povlakem stacionarni faze vlakna, je extrakce povazovana za dokoncenou.

Rovnovazny stav je mozné popsat rovnici 3, kde » je mnozstvi extrahované povlakem

stacionarni faze, Ks je distribu¢ni koeficient mezi vlaknem a matrici vzorku, V7 je objem

povlaku stacionarni faze, Vs je objem vzorku a (s je pocate¢ni koncentrace analytu ve vzorku

[33].

)

SPME technika je vhodna pro vzorkovani pevnych, kapalnych i plynnych vzorka a nachézi

uplatnéni v ruznych analyzdch od environmentalnich vzorkd, analyzu tékavych latek

v potravinach az po techniky biologické vzorkovani a in vivo aplikace [36]. Postupnym

48



rozvojem SPME se vyvijeji dalsi geometrie SPME techniky jako ,,coated-tip* miniaturizované
vlakno s délkou 150 um s priimérem 10-30 um; modifikované vldkno ve tvaru Sipky; sorbent
umistény na vnitini sténu duté jehly; sorbent ve tvaru tenkého filmu; tenky film na formatu 96

Cepeli; uvnitt pipetovaci Spicky nebo na magnetickych nanocasticich [36].

Technika extrakce HS-GCMS je Siroce vyuzivana pro analyzu tékavych organickych latek
ve ving [22, 37-39]. Od roku 1997 je vzrustajici trend védeckych ¢lanki pouzivajici techniku

HS-GCMS pro analyzu aroma vina [33].

Studie Robinsona a kol. [40] ukazala, ze matrice ma vliv na rozd¢lovaci koeficient, specificky
pro danou slouceninu a ovliviiuje slozeni té¢kavych latek v headspace prostoru. Tyto vysledky
vedou k zavéru, ze pro pouziti techniky SPME pro analyzu vina je dulezité co nejlépe
optimalizovat podminky pro extrakci, aby cilené analyty mohly byt spravné identifikovany a
nenastavalo vzajemné ovliviiovani slozek. S jakoukoli slozitou matrici jako je vino, nebo kde
je Siroka tada analyti, jako jsou aromatické slouceniny, by mélo byt nalezeno kompromisni

feSeni pro volbu podminek extrakce metodou SPME.

Spravna optimalizace extrakénich podminek zajistuje presnost a spravnost meéteni, spolecné
s nizkymi detekénimi limity. Pfi analyze aroma vina metodou SPME je obvykle vhodné
optimalizovat dobu extrakce, teplotu pii extrakci, vysolovaci efekt, tfepani a typ sorbentu na

vlakng [41, 42].

Citlivost extrakce SPME vlaknem se zvySuje proporéné s tloustkou stacionarni faze. Velmi
tenky povlak je mozné vyuzit u aplikaci, pii kterych neni dulezita citlivost metody a pfinosem

muze byt kratsi extrak¢ni Cas [43].

1.6.4 DalSi moZnosti extrakce

Mezi dal§i moznosti extrakce patii sorpéni extrakce na michadle (Stir-Bar Sorptive Extraction,
SBSE). Magnetické michadlo je pokryté 0,5-1,0 mm silnou vrstvou polymerniho filmu
tvofené¢ho polydimethylsiloxanem. PDMS vykazuje nizkou afinitu k alkoholu, proto je
vyuzivan k extrakci tékavych organickych latek z alkoholovych napoju [44]. Vzorek se
michadlem extrahuje po dobu 30-240 minut [45]. Vyhodou pouziti extra na michadle je siln¢jsi
vrstva PDMS filmu, kterd zvySuje extrakeni kapacitu, zvySuje citlivost a snizuje detekeni limity

[45, 46].
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1.7 Stanoveni tékavych latek aroma vina metodou plynové chromatografie

1.7.1 Plynové chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography, GC) je dllezitou analytickou technikou
pro identifikaci a kvantitativni stanoveni chemickych latek. Prvni plynovy chromatograf
stavajici konstrukce byl sestrojen v laboratofich Britské lékafské rady v Londyné pracovniky
A.T. Jamesem a A.J.P. Martinem jiZ v roce 1952 [47]. SouCasn& analyza modernim plynovym
chromatografem je separaCni technika, pomoci které je mozné stanovovat sloZité smési
tékavych latek z rdznych matric pevnych, kapalnych i plynnych
stanovovanych latek probiha v kapilarni koloné, jejich interakcemi snavazanou stacionarni
fazi. Mobilni fazi, ktera zajistuje pohyb vzorku kolonu, je protékajici plyn, nejCastéji helium,

dusik nebo vodik.

0 #0

Obrézek 4: Plynovy chromatograf model 154-B vyrobce PerkinElmer z roku 1956 [47].

PFi unéSeni vzorku kapilarni kolonou se opakované ustavuje rovnovédha mezi stacionarni
a mobilni fazi. Vlivem rlzné retence unasenych latek k stacionarni fazi, vzdy specifické
pro danou latku, dochazi kjejich separaci. Podle typu analyzovanych slou€enin se voli kapilarni
kolona s vhodnou stacionarni fazi pro jejich separaci. Stacionarni faze rozliSujeme nepolérni,
polarni ajejich rlizné modifikace navazanymi funkénimi skupinami. Podminkou méfeni
na plynovém chromatografu je dosazitelnost uvedeni vzorku nebo extraktu vzorku do plynného
stavu, nejCastéji pomoci zahfati a vypafeni alikvotni €asti vzorku v néastfikovém portu pfistroje.
Kapalny vzorek je davkovéan do nastfikoveho portu stfikackou. Pomoci techniky plynové
chromatografie je moZné stanovovat nékolik stovek tisic latek od koncentraci v Fadu jednotek
procent aZ po stopova mnozstvi. Technika plynové chromatografie je vhodna pro méreni
tékavych organickych latek, véetné aroma profill potravin a napojd [34]. Metodu je mozné

vyuZzit pro stanoveni aromatickych latek tvoficich senzorické vlastnosti vin.
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1.7.1.1 Konstrukce plynového chromatografu

Konstrukce plynovych chromatografl je jiz standardizovand a sestava z nékolika soucasti.
Pfistroj ma piivod nosného plynu, vyhiivany port pro nadavkovani vzorku (injektor), prostor
pro umisténi analytické kolony s moznosti termostatovani a detektor pro zaznamenani

separovanych latek.

Jako nosny plyn se nejéastdji pouziva helium, dusik nebo vodik. Cistota nosného plynu musi
byt vysokd, aby nedochdzelo k zvySovani pozadi méfeni necistotami piitomnymi v plynu.
Tlakovéa lahev s plynem je pomoci regulacniho ventilu spojena kapilarou se vstupem nosného

plynu do plynového chromatografu, kde je dale pratok fizen regulacnim prvkem.

Vyhtivany port pro nadavkovani vzorku je termostatovany uzavieny prostor (injektor), kterym
protéka nosny plyn do analytické kolony. S vnéj$im prostfedim je injektor odd¢€len silikonovym
tésnénim (septum), ptes které lze mikrostiikackou nadavkovat alikvotni objem vzorku dovnitf
injektoru, ve kterém dojde k jeho vypareni a transportu nosnym plynem do analytické kolony.
Standardné je injektor vyhiivan na teplotu vyssi, nez je nejvyssi bod varu kazdé slozky vzorku,

pro zabranéni kondenzace vzorku v injektoru a jeho kontaminaci.

Analyticka kolona, nyni nejcastéji kapilarni, se nachazi v termostatovaném prostoru, ve kterém
lze ftidit prub&h teploty. Analyzy jednodusSich vzorkli lze provadét izotermicky,
ale pro komplexni analyzu vzorkl s n€kolika desitkami latek je vyuzivan teplotni program
termostatu, pro ovlivnéni separace eluovanych latek. Kapilarni kolony se rozliSuji podle
navazané stacionarni faze a jeji tloustky, délky a priméru. Kolona je vyrobena z kiemenné
kapilary potazené vrstvou polyamidu pro jeji vétsi mechanickou odolnost. Délka kapilary je
obvykle mezi 5-100 metry, o vnitfnim pruméru 50-530 um a tloust’ce filmu stacionarni faze
0,1-3,0 um. Stacionarni faze se lisi podle polarity od nepolarni dimetyl polysiloxanové
po poléarni polyetylen glykolovou. Mezi nimi existuji stacionarni faze s riznymi modifikacemi

funkénimi skupinami vhodné pro separaci specifickych skupin sloucenin.

Konec kapilarni kolony je tésné piipojen do detektoru, ktery zaznamendva separované
slouceniny opoustéjici kolonu. Detektory se d€li na univerzadlni a specifické, destruktivni
a nedestruktivni. Specialnim druhem je hmotnostni detektor, ktery kromé zaznamenani odezvy
jednotlivych sloucenin poskytuje i podrobnéjsi informace o chemické struktute latky v podobé

zaznamenani hmotnostnich spekter.

Identifikace sloucenin detekovanych plynovym chromatografem je zaloZena na porovnani

retenéniho ¢asu stanovované latky sretencnim casem standardu latky. Jedna se tedy
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o srovnavaci metodu, pfi které je vzdy nutné naméfeny vysledek vztahnout k zméfenym
vysledkim znamého standardu. Protoze detektory pro plynové chromatografy nejsou
specifické, mohou mit dvé rizné latky za danych podminek méfeni stejny retencni Cas (koeluce
pikil). Pro identifikaci neznamych latek, ke kterym laboratof nema standardy a k vé&tsi
spolehlivosti konfirmace identity je vyuzivan systém zalozeny na zji$téni retencnich indexti
jednotlivych latek. Pro vytvoreni indexu se s neznamymi vzorky zméfi homologicka tada
nerozvétvenych n-alkant a kazdému uhliku je pfifazena hodnota 100. Pro neizoterméalni prib¢h
meéteni je pouzivan Den Doollv a Kratziiv retenéni index, jehoz vypocet se provadi podle

rovnice 4.

RI =100 22 4 100- 2 (4)

z+1— bz

kde t’x, t’,, t’z+1 jsou redukované retencni Casy latky, n-alkanti se z uhliky a n-alkanli se z+1

uhliky

1.7.1.2 Plamenovy ionizacni detektor

Plamenovy ionizacni detektor (FID) je univerzalni destruktivni typ detektoru, ktery patii mezi
nejpouzivangj$i. Jeho pfednosti je jednoduché konstrukce, univerzalni citlivost k organickym
slouceninam a velky dynamicky rozsah pte sedm tadii. V detektoru hoti vodikovy plaminek,
do kterého je vnittkem trysky zasunuty konec kapilarni kolony, ze které vychazeji separované
slouCeniny, které se v plaminku spali za vzniku oblaku ionti. Na trysku je vloZen potencial
a pfes oblak nabitych iontl se pfenese proud na elektrodu kolektoru. Zméfeny proud je umérny
mnozstvi iontd. Kim H.M. a kol. [48] vyvinuli a zvalidovali jednoduchou metodu pro stanoveni
11 tékavych organickych latek v pivu, ovocnych vinech, vinech a destilatech pomoci plynové

chromatografie s plameno ionizaéni detekci.

1.7.1.3 Tepelné¢ vodivostni detektor

Tepelné vodivostni detektor byl pouzivany v plynovém chromatografu jako prvni. Jedna se
o univerzalni nedestruktivni detektor, ktery poskytuje odezvu nejen na organické slouceniny,
ale je pouzitelny i pro detekci plynit Ha, Oz, N2, CO2, uhlovodiki C1—Cs nebo H2O. Princip
detektoru je zaloZen na dvouvldknovém Wheatstoneoveé mustku, jehoz jedna ¢ast je umisténa
v analytické cele s priitokem nosného plynu z kolony a druha Cast je v referen¢ni cele s Cistym

nosnym plynem. Vlivem pfitomnosti separované latky v proudu nosného plynu se zméni
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vodivost v Wheatstoneove muistku v analytické cele a je zaznamenéna vychylka proti referenéni

cele.

1.7.1.4 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je unikétni detektor pro plynovou chromatografii, protoze poskytuje
nejen kvantitativni informaci o detekované sloucening, ale také informace o chemickeé strukture,
kterd je zaznamenana v podob¢ hmotnostniho spektra. Podle hmotnostniho spektra je mozné
zpétnou rekonstrukci ze zaznamenanych fragmentti jednotlivych hmot identifikovat piivodni
slouc¢eninu, a pro potvrzeni ho porovnat se spektrem zméteného standardu latky, nebo ho pro

konfirmaci identity porovnat s komeréni knihovnou spekter.

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, analyzatoru ionti a detektoru. Cely
detektor je ve vysokém vakuu (103 az 10!! Pa), které vytvafi turbomolekularni pumpa
podporovana rota¢ni vakuovou pumpou. V iontovém zdroji vznikaji z neutralnich molekul
nabité ionty. Pro spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim detektorem (GC-MS) se
nejCastéji pouziva tvrda ionizacni technika (elektronova ionizace), pii které jsou molekuly
analytl vstupyjicich do iontového zdroje vystaveny proudu elektronti z wolframového nebo
rheniového vldkna, nebo rheniového vlakna s povlakem oxidu yttritého. Molekuly pfi interakci
s elektrony ziskaji prebytek vnitini energie, ktery vede k rozpadu molekuly na molekularni
fragmenty. Pfi pouZiti ionizacni energie 70 eV je ziskané hmotnostni spektrum opakovatelné
a porovnatelné mezi riznymi GCMS analyzami, proto je mozné vyuzivani rozsahlych databazi
namétenych spekter latek, napt. NIST Mass Spectral Library — National Institute of Standards
and Technology, nebo Wiley Registry of Mass Spectral Data. Vznikl¢ ionty jsou fokusovany
do kvadrupolového analyzatoru pomoci extrakénich Cocek. V kvadrupolovém analyzatoru
dochéazi k pruletu nabitych iontd mezi tyCemi kvadrupolu a jejich tfidéni podle pomeéru
hmotnosti k naboji. Na kvadrupdl je vloZeno vysokofrekvencni stiidavé a zaroven stejnosmérné
napéti, pomoci které¢ho se reguluje cileny prilet iontii do detektoru elektronového nasobice,

ktery registruje kvantitativni zastoupeni detekovanych ionti.

1.7.2 Headspace vzorkovani

Headspace (HS) je technika vzorkovani, pfi které se pro métfeni vyuziva plynné faze s obsahem
tékavych latek uvolnénych ze vzorku. Vzorek v kapalném nebo tuhém skupenstvi se umisti
do uzaviené nadobky a temperuje se pii konstantni teplot¢ do ustaveni rovnovahy mezi
koncentraci latky vtuhém nebo kapalném vzorku a plynném prostorem nad vzorkem.

Z plynného prostoru se poté odebere alikvotni ¢ast, kterd se pfenese do nastiikového portu
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plynového chromatografu, kde probiha chromatografickda separace a detekce sloucenin.
Headspace je idealni technika pro pouziti s plynovym chromatografem, protoze ob¢ techniky
spojuje urceni pro analyzu tékavych, nebo stfedn¢ tékavych latek [49]. Velkou vyhodou
headspace je minimalni nebo zadna ptiprava vzorku pted analyzou. Vzorek vétsinou staci pouze
odvazit nebo odméfit do nadobky bez dalsich uprav a zahajit temperaci, pii které se uvolni
tékavé slouceniny ze vzorku. Dal§im efektem je eliminace matrice vzorku, ktera dale spolu
s netékavymi latkami neovliviiuje naslednou analyzu. Pro posunuti rovnovéahy vice do plynné
Casti je mozné vyuzit efekt vysolovani. Pfidanim NaCl ke kapalnému vzorku v nadobce se snizi
rozpustnost analytll v matrici, a tim se zvysi koncentrace v plynné fazi. Tento efekt neprobiha
stejn¢ pro vSechny slouCeniny [49]. Pro vétSinu analytli plati, Ze s rostoucim mnozstvim soli
ptidané k matrici se zvySuje citlivost metody [50]. Pro analyzu aroma profilu vina v této praci

byl ptidavek NaCl pro efekt vysoleni ke vzorku pouzivan.

1.7.2.1 Dynamicky headspace

Dynamicky headspace je proces kontinualni extrakce a separace tckavych latek inertnim
plynem nebo probublévanim vzorku metodou v zafizeni ,,purge and trap“. Uvolnéné tekavé
latky jsou unaseny inertnim plynem do sorp¢niho loze (cold trap), kde se zachyti. Pti nasledném
rychlém zahtati sorbentu se tckavé latky najednou uvolni a spolecné jsou pfeneseny
do plynového chromatografu. Pouziva se hydrofobni adsorbent typu tenax, carbopack,

carbotrap, a jiné [49].

1.7.2.2 Staticky headspace

Pro techniku vzorkovani statickym headspace se vzorek (kapalina nebo pevna latka) uzavie do
plynotésné nadobky s ponechanim prostoru pro plyn nad vzorkem. Nadobka se temperuje
za konstantni teploty pro dosazeni rovnovazného stavu mezi dvéma fazemi. Po ustaveni
rovnovahy se odebere alikvotni ¢ast plynné faze pro analyzu v plynovém chromatografu.
Alikvotni ¢ast vzorku muze byt pfenesena manualné€, napt. pomoci plynotésné stiikac¢ky, nebo
automatizovanym autosamplerem na principu plynotésné stiikacky, nebo natlakovanim vialky

inertnim plynem a pfesunem alikvotni ¢asti na kolonu, nebo pomoci SPME [51].

1.7.2.2.1 Staticky headspace s plynotésnou stiikackou

Odbér alikvotni ¢asti vzorku plynotésnou stitkackou je mozny provést manualné, nebo pomoci
automatizovaného zatizeni. Manualni pfenos alikvotu mé nevyhodu v nekontrolované teplote
stiikacky a tim riziku kondenzace analytii. Manualni i automatizovany transport ma dale

nevyhodu ve zméné vzorku v diisledku expanze pies jehlu stiikacky na atmosféricky tlak [49].
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1.7.2.2.2 Staticky headspace metodou mikroextrakce na tuhou fazi (HS-SPME)

Princip funkce mikroextrakce na tuhou fazi je popsan v kapitole 6.3. Pii vzorkovani pomoci
SPME je vzorek uzavien v plynotésné nadobce vickem se silikonovym stfedem (septum).
Sorpéni vlakno je uchycené v pouzdie modifikované stfikacky pro GC a pfipevnéno na pist.
Jehla pouzdry se zasune ptes septum do termostatované nadobky a vysune se sorp¢ni vlako. Pti
vzorkovani technikou headspace je vlakno umisténo v plynném prostoru nadobky nad vzorkem
a nechd se exponovat t¢kavymi latkami do ustaveni rovnovahy. V ptipadé SPME vzorkovani
vznika tiifdzovy systém mezi matrici vzorku, plynnou fazi nad vzorkem a sorbentem na vldkn¢.
Nastavaji tedy dva rovnovazné systémy, a to mezi vzorkem a plynnou fazi a mezi plynnou fézi
a sorbentem vldkna. Po uplynuti potfebné doby se vlakno zasune zpét do jehly, pouzdro
s vlaknem se vytdhne z nadobky a premisti se do horkého nastfikového portu plynového
chromatografu, kde se nasorbované latky zvldkna uvolni a jsou mobilni fazi unaseny

do analytické kolony [51, 52].

Kolb B. a Ettre L.S. [49] porovnavali citlivost techniky statického headspace s SPME
headspace. Prestoze porovnani je obtizné z riiznych diivodi jako diskriminace viici nékterym
slouceninam, tékavosti latek, jejich polarit¢ a rozpustnosti, provedli vypocet absolutniho
pfeneseného mnozstvi latky do GC pro obé techniky. S teoretickym modelem 2 ml vodného
roztoku 5 mg/mL benzenu v 10 mililitrové vialce pro HS-SPME s pouzitim vlakna s tloustkou
filmu 30 um spocitali absorpci 23,7 ng benzenu a pro staticky headspace s odebranym objemem

50 ul spocitali nadavkové mnozstvi benzenu 30 ng.

Bajer T. a kol. [53] optimalizovali metodu HS-SPME s analytickou koncovkou GC a GCMS
pro zji$téni rozdilli mezi aroma profily ovocnych destilati ptivodem z riiznych druht ovoce.
Statistickou analyzou naméfenych dat identifikovali signifikantni slou¢eniny pro uréeni druhu

ovoce pouzitého pro vyrobu destilatu.

1.7.2.2.3 Staticky headspace metodou vyrovnaného tlaku

Ve headspace metod¢ vyrovnaného tlaku (Pressure Ballanced Systems) neni alikvotni Cast
z plynného prostoru nadobky odebrana nasatim, ale natlakovanim nadobky. Po dokonceni
termostatovani je nadobka se vzorkem natlakovana plynem mobilni faze na tlak, ktery je shodny
s tlakem na hlavé kolony v GC. Nasledné¢ je ventilem do¢asné uzavien piivod nosného plynu
do systému (0,04—0,10 minuty) a smés nosného plynu a headspace plynné faze z natlakované

nadobky expanduje pfes spojovaci kapilaru do analytické kolony GC. Alikvotni mnozstvi
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odebraného vzorku je zavislé na tlaku mobilni faze a dobé uzavfeni pfivodu plynu. Pfednosti
této headspace metody je vyrovnani tlaki mobilni faze v nadobce a na hlavé kolony, ¢imz
nedochazi pfi transportu vzorku z nadobky do GC k tlakovym zménam. Touto technikou je
mozné plynule fidit mnoZstvi nadavkovaného vzorku v zavislosti na dobé odebirani alikvotni

Casti vzorku [49].

Termostatovani Tlakovani Nastrik

Oplach jehly

Kolona

Obréazek 5: Headspace technika metodou vyrovnaného tlaku [49]

1.7.2.2.4 Staticky headspace s ddvkovaci smyckou

V headspace systému s davkovaci smyckou je nddobka po dosazeni rovnovazného stavu také
natlakovdna nosnym plynem, jako v systému svyrovnanym tlakem, ale v dalSim kroku se
otevie cesta do davkovaciho ventilu, ve kterém se naplni smycka plynné fazi z nddobky.
V poslednim kroku se rotor davkovaciho ventilu oto¢i a obsah smycky se nastfikne

do plynového chromatografu [49].

1.7.3 Olfaktometrickd analyza

V soucCasné dobé neni dostupnad instrumentalni technika, kterd by dokazala nahradit
senzorickou analyzu pomoci lidskych smysl. Proto je senzoricka analyza viné a chuti vina
stdle nepostradatelnou soucasti hodnoceni kvality vina. Stanoveni tékavych organickych latek
metodou plynové chromatografie dokdZze detekovat a identifikovat jednotlivé pfitomné
slou€eniny pfitomné ve vzorku, nedokaze ale popsat jejich vnimani lidskymi smysly. Jedna

v

z moZnosti, jak rozs§ifit vypovidaci hodnotu analyzy aroma metodou plynové chromatografie je
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pouziti olfaktometrické analyzy (GC-O). PF¥i olfaktometrické analyze je vyuZivana stejna
konfigurace GC nebo GCMS, jako pro bézné méfeni aroma, tj. néjaky typ headspace
vzorkovani snaslednou separaci na analytické koloné. Pfi olfaktometrické analyze se
na vystupu z kolony efluent rozdéli do dvou proudl. Jeden sméfuje do klasického FID nebo
MS detektoru, zatimco druhd Céast je zavedena do zafizeni mimo plynovy chromatograf,
do olfaktometrického portu pomoci tenké vyhfivané kiemenné kapilary. Kapilaraje zakoncena
rozSifujicim se nastavcem pro nosni dil. V nastavci je efluent promichdn se zvlhienym
vzduchem pro prevenci vysychani nosni sliznice. Pomoci paralelniho zapojeni Ize
zaznamendavat signdl z GC detektoru a soucasné senzoricky hodnotit aroma pfichéazejici
do olfaktometrického portu. Nékteré systémy pro olfaktometrickou analyzu jsou vybaveny
mikrofonem pro zaznamenani hlasu hodnotitele ajoystickem pro zaznamenani intenzity aroma.
Po skonceni méfeni je moZzné navzajem pfekryt chromatogram z GC svizualizovanym audio
zdznamem pro propojeni obou technik [54]. Na zékladé prekryvu signall se pfiradi latky
z chromatogramu k audio Pfiklad konfigurace GC-O analyzy a olfaktometrického portu jsou na

obrazcich ¢. 6ac. 7.

Olfactometry

port
Headspace GC déli¢ toku MS detektor
mobilni faze olfakometricky port

Obrazek 6: Schéma konfigurace instrumentace pro olfaktometrickou analyzu [55]
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Obrazek 7: Sestava zafizeni pro olfaktometrickou analyzu [55]

Villiere, A. akol. [56] vyuZivali spojeni GC s olfaktometrickym portem pro analyzu aromavina
odrddy Cabernet Franc. Byla pouzita technika HS-GCMS a FID ve spojeni s olfaktometrickym
portem. byly testovany rlGzné zpUsoby zapojeni pomoci Deanova piepinace nebo splitteru

mobilni faze.

1.8  Statisticka analyza dat

1.8.1 Optimalizace podminek extrakce

Vybér podminek extrakce tékavych organickych latek z vin pomoci SPME byl optimalizovan
pomoci metody centrdlné kompozitniho planovéni (Central Composite Design, CDD) zaloZené
na metodé odezvové krivky (Respond Surface Methodology, RSM) véetné Gty replikatd
na centralni bod [57]. Metoda RSM sestava ze skupiny matematickych a statistickych metod,
které jsou zaloZeny pfizplsobeni empirickych modeld na experimentadlné naméfena data.
K tomu jsou vyuzivany line&rni nebo Ctvercove polynomické funkce, které popisuji studovany
systém a nasledné slouZi k Upravé experimentéalnich podminek pro jeho finalni optimalizaci.

Touto metodou byl testovdna optimélni hodnota teploty a doby extrakce tékavych latek vzorku.
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Po zméfeni vzorkli za modelovych podminek byla statisticky vypocitana jejich optimalni

hodnota, ktera byla dale pouzita po méfeni sady vzorki vin [31].

1.8.2 Interpretace vztahii mezi naméirenymi soubory dat

Pro interpretaci vztahi mezi naméfenymi daty pro sadu vzorkii konvenéné vyrobenych vin,
vuéi sadé¢ naturalnich vin byly provedeny statistickou metodou ortogonalni projekce
do latentnich struktur (Orthogonal Projections to Latent Structures, OPLS). Metoda OPLS je
vyuzivana pro hodnoceni multivaria¢nich dat s cilem popsat vztah mezi souborem nezavisle

proménnych X a zavisle proménnych Y a maximalizovat mezi nimi korelaci [58].

Naméifené chromatogramy tvorily otisk prstu aromatickych latek pfitomnych ve vzorcich.
Pro popsani vztahli mezi otiskem prstli a typem konvenéniho nebo naturalniho vina byla pouzita
metoda postupné vicenasobné regrese s redukci rozmérnosti metodou ortogonalni projekce
do latentnich struktur. Tato metoda je zaloZena na principu Castecné regrese nejmensich ¢tvercl
pomoci nelinearniho iteraéniho algoritmu (NIPALS - Non-linear Iterative Partial Least
Squares). Metoda OPLS byla navrzena spole¢nosti Trygg a Wold (Trygg and Wold 2002).
Jedna se o upravu algoritmu NIPALS PLS. Jeho cilem je zlepsit interpretaci PLS modelt
oddélenim systematické variace ze vstupniho datového souboru X (matice s prediktory
a subjekty), ktera nesouvisi se sadou odpovédi Y (matice se zavislymi proménnymi a subjekty)

[53].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni Cast prace byla zamétfena na vyvoj metody stanoveni aroma profilu vina.
Podle reSerSe méteni aromatickych latek potravin a napoji byla zvolena technika plynové
chromatografie s plameno ionizacnim detektorem pro stanoveni kvantitativnich parametrii
a dale pomoci hmotnostniho detektoru pro identifikaci sloucenin. Pro vzorkovani byla zvolena
metoda mikroextrakce na pevnou féazi, ktera spojuje pifinos minimalni piipravy vzorku,
vyhovujici citlivost a moznost automatizace méteni velkého mnozstvi vzorkil autosamplerem

plynového chromatografu.

Celkem 78 vzorkli konven¢né vyrobenych a naturdlnich vin byly nakoupeny v bézné
maloobchodni siti a pfimo od vinail. Kolekce vzorkli byla zacilena na lahvovand vina
v kvalitativnich urovnich , Jakostnich vin odridovych™ a |, Jakostnich vin s ptivlastkem® [59].
Naturalni vina od byla od vinaii prevazné klasifikovana jako ,,Zemska™ vina, i kdyz v cenové

hladin€ odpovidaji skupiné vin ,,Jakostni s pfivlastkem®, nebo i1 vyssi.

Vyvinutou analytickou metodou byly zméteny vzorky vSech vin, vzdy tfi méfeni na vzorek.
Dveé méteni byla provedena metodou GC-FID a tfeti métfeni bylo s detekci hmotnostnim
spektrometrem. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a byl okomentovan vysledek

experimentalni ¢asti.

2.1 Vzorky a chemikalie
2.1.1 Vzorky bilych vin

Vsechny vzorky vin pochazeji z Ceské republiky. Vzorky bilych vin vyrobenych konvenéni
metodou lze zatiidit podle Zakona o vinohradnictvi a vinafstvi €. 321/2004 Sb. s navazujicimi
vyhlaskami do jednotlivych skupin. Vina byla zakoupena v bé&zné maloobchodni siti,

aby reflektovala béznou nabidku na trhu.

Naturalni vina, které vinat z pohledu vinatského zakona zatadi do skupiny Zemskych vin, musi
splnit pouze zakladni parametry minimalni cukernatosti 11 °NM a pfirozeny obsah alkoholu
8,3 % obj. Techto kritérii dosahuji 1 bézna zakladni vina na trhu. Pro potieby této prace byly
do skupiny naturédlnich vin zafazena takova vina, kterd vinaf sém oznacuje jako naturalni nebo
autenticka, nebo u kterych se pouzivaji technologické postupy, které nejsou obvyklé
v konvenénim postupu vyroby (eliminace postiikili, dlouhodoba macerace, minimalni ptidavky
oxidu sifi¢itého, pouze hruba filtrace). VEétsina naturalnich vin v této studii byla od vinait, ktefi
se této produkcei vénuji vice let a 1ze predpokléadat, Ze v ¢eské republice zastupuji reprezentativni

vzorek vina, které lze oznaCovat jako naturalni. Podrobnéjsi tfidéni, jako material nadoby
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pro kvaSeni nebo zrani vina nebyly v této praci zohlediiovany. V kolekei naturalnich vin jsou 3
vina vyrobend metodou kvevri, dale vina s riznou dobou macerace a nckterd vina zréla

v dubovém nebo akatovém sudu.

V souboru 78 vin je 49 zatfazeno do konvenc¢ni vyroby a 29 do naturdlnich vin. Z vinai'ské
oblasti Cechy bylo 17 vin, a z oblasti Morava 61. Zastoupené byly ro¢niky 2013, 2015-20109.
Kvuli mensi nabidce naturalnich vin na trhu byly do studie zatazeny rizné odrudy vin se
zamérem pokryt co nejvice variabilitu v aroma profilu metodou otisku prstu. Soupis vzorkl vin

a zastoupeni jednotlivych odrid je uvedeno v tabulce €. 7.
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Tabulka 7: Seznam vzorkll a zastoupeni odrid

Vzorek ¢. Konvelrlcnrl v’mo (K) Oblast Cechy (C) Odruda vina
Naturalni vino (N)  Oblast Morava (M)

1 K M Miiller Thurgau
2 K M Miiller Thurgau
3 K M Miiller Thurgau
4 K M Chardonnay
5 K M Veltlinské zelené
6 K M Ryzlink rynsky
7 K M Ryzlink rynsky
8 K M Veltlinské zelené
9 K M Veltlinské zelené
10 K C Rulandské Sedé
11 K C Miller Thurgau
12 K C Ryzlink rynsky
13 K C Ryzlink rynsky
14 K C Muskat moravsky
15 K C Ryzlink rynsky
16 K C Miller Thurgau
17 K C Ryzlink rynsky
18 K C Ryzlink rynsky
19 K C Miiller Thurgau
20 N C Ryzlink rynsky
21 K M Ryzlink rynsky
22 K M Ryzlink rynsky
23 K M Chardonnay
24 K C Miller Thurgau
25 K C Bacchus
26 K C Muskat moravsky
27 K C Sylvanské zelené
28 K C Rulandské bilé
29 K M Ryzlink rynsky
30 K M Veltlinské zelené
31 K M Chardonnay
32 K M Neuburské
33 K M Miiller Thurgau
34 K M Ryzlink rynsky
35 K M Ryzlink rynsky
36 N M Cuvée
37 N M Cuvée
38 N M Cuvée
39 N M Chardonnay
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Konven¢ni vino (K) Oblast Cechy (C)

Vzorek ¢. L Odruda vina
Naturalni vino (N)  Oblast Morava (M)

40 N M Tramin Cerveny
41 N M Chardonnay
42 N M Sauvignon
43 N M Cuvée
44 N M Ryzlink rynsky
45 N M Cuvée
46 K M Chardonnay
47 K C Ryzlink rynsky
48 K M Veltlinské zelené
49 N M Rulandské sedé
50 N M Rulandské sedé
51 K M Rulandské sedé
52 K M Veltlinské ¢ervené rané
53 K M Chardonnay
54 K M Miller Thurgau
55 K M Ryzlink rynsky
56 K M Ryzlink rynsky
57 N M Chardonnay
58 N M Chardonnay
59 N M Tramin Cerveny
60 N M Cuvée
61 K M Ryzlink rynsky
62 K M Sylvanské zelené
63 K M Veltlinské zelené
64 N M Sylvanské zelené
63 N M Miller Thurgau
66 K M Veltlinské zelené
67 K M Ryzlink rynsky
68 N M Neuburské
69 N M Veltlinské zelené
70 N M Chardonnay
71 N M Rulandské sedé
72 N M Veltlinské zelené
73 N M Cuvée
74 N M Sauvignon
75 N M Ryzlink vlassky
76 N M Cuvée
77 N M Sauvignon
78 K M Chardonnay
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2.1.2 Pouzité chemikalie

e Demineralizovana voda Mili-Q® (Merc KGaA, Darmstadt, Némecko)
e Roztok standardu n-alkanové smési (C8—C33), CPAchem, Stara Zagora, Bulharsko
e NaC(l, p.a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

e Technické plyny — helium 4.6, vodik, dusik (Linde Gas a. s., Praha, Ceska republika)

a vzduch (z mistniho rozvodu).

2.2 Mikroextrakce tuhou fazi v headspace usporadani

2.2.1 Volba typu sorbentu SPME vlikna

Volba typu SPME vlakna byla zvolena doporuceni vyrobce pro pokryti Sirokého spektra
extrahovanych latek a podle Perestrelo R. a kol. [52], ktefi testovali v techniku analyzy SPME
ve spojeni s GCMS pro analyzu tékavych organickych latek v duznin€ a slupce révy vinné.
Porovnavali tyto typy tuhé faze: PDMS, PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS, CAR/PDMS,
CWDVB. Efektivita extrakce vyjadiend jako plocha GC pikl pro analyty s karbonylovou
skupinou, alkoholovou skupinou a monoterpeny byla nejvys$§i uvldkna stuhou fazi
DVB/CAR/PDMS. Pro dal$i optimalizaéni kroky a vlastni analyzu vzorki bylo zvoleno vlakno
DVB/CAR/PDMS (divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane) StableFlex 50/30 pum.

2.2.2 Optimalizace apravy vzorki pred extrakci

Pro zvoleni optimalnich podminek pfipravy vzorku pro byl proveden experiment s riznou
upravou vzorku pted SPME extrakci. Pro tento test byl pfipraven smésny vzorek ze tii riiznych
bily jakostnich vin, které byly smichany ve stejném poméru po 1/3 z kazdého vina. Pro smésny
vzorek byly pouzity jakostni vina odridy Sauvignon, Ryzlink vlaSsky a Muskat moravsky. Byly
pfipraveny tfi typy vzorku pro méfeni, jeden nefedény a dva tfedéné. Pro prvni typ bylo
napipetovano 10 ml neupraveného smésného vzorku a uzavieno v 20 ml nadobce. Druhy
vzorek byl natfedén demineralizovanou vodou v poméru vino:voda 1:3 a 10 mL nafedéného
vzorku bylo uzavieno v 20 ml nadobce. Treti vzorek byl natfedén 1:3 nasycenym roztokem
NaCl, opét bylo pouzito 10 ml fedéného vzorku. Vzorky byly po SPME extrakci analyzovany
metodou GC-FID a ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny na celkovy pocet pika
v chromatogramu (viz tabulka 8). Pro dal$i méfeni byla zvolena varianta fedéni vzorku
nasycenym roztokem NaCl, kterd poskytovala pfi teploté extrakce 85 °C nejvetsi pocet

detekovanych pikd.
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Tabulka 8: Optimalizace pfipravy vzorku pro méfeni

Uprava vzorku a teplota extrakce Celkovy pocet piki
Vino nefedéné, extrakce 50 °C 65
Vino nefedéné, extrakce 85 °C 74
Vino fedéné vodou 1:3, extrakce 50 °C 62
Vino fedéné vodou 1:3, extrakce 85 °C 68
Vino fedéné 30 % NaC(l 1:3, extrakce 50 °C 64
Vino fedéné 30 % NaC(l 1:3, extrakce 85 °C 92

2.3 Plynova chromatografie

Pro chromatografickou analyzu byly pouzity plynové chromatografy vyrobce Shimadzu, a to
model GC-2010 s detektorem FID a GC Shimadzu model GC-2010 s hmotnostnim detektorem
QP 2010 Plus, oba obsluhované spoleénym autosamplerem PAL-Combi s néstavcem

pro SPME.

2.3.1 Podminky GC-FID

Separace na GC-FID probihala na kapilarni kolon¢ SLB-5MS o délce 30 m, vnitinim pruméru
0,25 mm atloust’ce filmu 0,25 pm. Jako nosny plyn bylo pouzito helium. Teplota injektoru byla
200 °C, teplotni program 40 °C po dobu 3 min., dale zahfivani rychlosti 5 °C za minutu
na konecnou teplotu 200 °C s udrZenim plata 25 min, linedrni rychlost nosného plynu 30 cm/s,
splitovaci pomér 1:20. Celkova doba analyzy 50 min. Plamenové-ionizacni detektor byl
vyhtfivan na 220 °C, pritok vzduchu byl nastaven na 400 ml/min a vodiku na 40 ml/min.
Linearni reten¢ni indexy pro jednotlivé piky byly vypocteny pomoci reten¢nich homologické

fady n-alkanti (C8-C33) analyzovanych za stejnych podminek jako vzorky.

2.3.2 Podminky GC-MS

Separace na GCMS probihala na kapilarni kolon¢ SLB-5MS o délce 30 m, vnitinim priméru
0,25 mm a tloustce filmu 0,25 pum m. Jako nosny plyn bylo pouzito helium. Teplota injektoru
byla 200 °C, teplotni program pece 40 °C po dobu 3 min., déle zahfivani rychlosti 5 °C
za minutu na konecnou teplotu 200 °C s udrzenim plata 15 min., linearni rychlost nosného

plynu 30 cm/s, splitovaci pomér 1:20. Pracovni podminky MS detektoru: solvent delay 0-5,5
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min., scan 35-500 m/z v rezimu elektronové ionizace (EI) 70 eV. Celkovéa doba analyzy 50
min. Linearni reten¢ni indexy (LRI) pro jednotlivé piky byly vypocteny pomoci reten¢nich casii
homologické tady n-alkanii (C8-C33) analyzovanych za stejnych podminek jako vzorky.
Jednotlivé slouceniny byly identifikovany porovnanim primérného spektra piku s referencnimi
spektry z knithoven FFNSC 2, NIST 11. Potvrzeni identity latek bylo provedeno porovnanim
LRI vypoctenych a publikovanych (dostupné v databazi National Institute of Standards and
Technology) [60]

2.3.3 Opakovatelnost méreni
Na optimalizované extrakéni metod¢ byla zmétfena opakovatelnost na péti metfeni stejného
vzorku vina. Byla spocitana vybérova smérodatna odchylka pro plochu piku a spocitana RSD

s vysledkem 1,8 % pro pik s retenénim ¢asem 19,9 min. na chromatogramu z GC-FID.

2.3.4 Porovnani retencnich ¢asii pfimym nastfikem a headspace SPME technikou

Pro stanoveni reten¢nich indexti latek byly prométeny homologické fady n-alkant, které byly
do GC davkovany pifimym nastfikem roztoku. Pro ovéfeni shodnosti reten¢nich Cast pfi
technice pfimého néstiiku roztoku a nastiiku pomoci headspace SPME byl proveden dopliiujici
test. Do uzaviené headspace nadobky bylo mikrostfikackou nadavkovano 100 pl roztoku
n-alkanii a vzorek byl zmeéfeny metodou headspace SPME. Nebyl zaznamenan rozdil

v retencnich Casech alkantl pii pouziti pfimého nastiiku nebo techniky headspace SPME.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V kapitole vysledky a diskuze je popsan souhrn vyvoje a optimalizace analytické metody
pro méfeni tékavych latek v aroma profilu bilych vin pomoci plynové chromatografie
s plamenové ioniza¢ni a hmotnostni detekci. Chromatogramy z GC-FID byly vyhodnoceny
pro zjisténi celkového poctu pikl a jejich ploch. Namétené chromatogramy se spektry z GC-
MS byly pouzity na identifikaci latek, dulezitych pro rozliSeni postupu vyroby vina. Dale jsou
uvedeny a zhodnoceny vysledky statistické metody pro roztfidéni konvenéné vyrobenych

a naturalnich vin na zaklad¢ jejich aroma profilu.

3.1 Analyza aroma profilu vina

Cilem bylo vyvinout metodu méfeni aroma profilu bilych vin pro detekci co nevétsiho poctu
sloucenin ve vzorcich. Vysledkem vyvoje metody mélo byt pokryti co nejvetsi variability
aroma profilli vina. Zamérem vyuziti optimalizované metody bylo rozliSeni vzorkl vin
s odliSnymi vyrobnimi postupy mezi dvé skupiny, a to konvencné vyrobena vina a naturalni
vina. Celkem bylo do experimentu zafazeno 78 vzorkd lahvovych bilych vin, z toho 49 vin
pivodem z konvenéni vyroby a 29 souhrnné oznaované jako naturalni vyroba. Byla
shromazdéna riznoroda kolekce vzorkd, se zastoupenim vin z vinafskych oblasti Cech
1 Moravy, od riznych vyrobcii a se zastoupenim rliznych odriid. Pro extrakci té¢kavych latek ze
vzorkl byla pouzita metoda HS-SPME. Jako analytickd koncovka byla zvolena metoda GC-
FID pro zjisténi celkového poctu piki ve vzorku a jejich ploch a dale metoda GC-MS
pro moznost identifikace cilenych latek pro rozliSeni konven¢nich a naturalnich vin.
Pro analyzu metodou GC-FID byly zméfeny dvé samostatné analyzy z jednoho vzorku vina
a pro identifikaci metodou GC-MS byl pouzity treti replikat stejného vzorku. Nameétené
reten¢ni ¢asy z GC-FID pro jednotlivé latky byly pfepocitany na reten¢ni indexy pro sjednoceni
vSech méfeni a také pro pfifazeni sloucenin k méfeni metodou GC-MS. V souhrnu bylo
ze viech vzorkil detekovano 639 unikatnich pikli, zaznamenanych za danych podminek
metodou GC-FID. Kazdému z detekovanych pikii byl vypocitan retencni index podle Van den

Doola.

3.2 Optimalizace teploty a doby extrakce metodou SPME

Pro optimalizaci vhodné doby a teploty extrakce technikou HS-SPME byla pro navrh
experimentu pouzita metoda centralné kompozitniho planovani (Central Composite Design,
CDD), vyhodnoceni bylo zalozeno na metod¢ odezvové kiivky (Respond Surface
Methodology, RSM). Celkem bylo provedeno 12 analyz vCetné Ctyt replikatli na centralni bod
(viz tabulka €. 9). Teplota extrakce byla testovana od 10 °C do 90 °C a doba extrakce byla
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testovana od 30 min. do 90 min. Po provedeni vSech dvanécti analyz byly vyhodnoceny celkové
plochy a pocty pikii. Do celkové plochy piki nebyly zahrnuty plochy v chromatogramu do ¢asu
3,00 minut, kdy se eluuje pik etanolu, ktery ma oproti ostatnim analytim nasobné vétsi plochu.
Etanol nebyl cilenou latkou této prace, a pro analyzu aroma profilu neni vyznamny. Vysledky

méfeni pro optimalizaci doby a Casu extrakce jsou v tabulce €. 9.

Tabulka 9: Optimalizace teploty a Casu extrakce

C. Pokus Doba | Teplota plf:llll:lor‘)?’;{ﬁ Pocty pikii
1 1 30 10 2 393 963 90
2 2 30 90 3150 124 107
3 5 30 50 2 824 929 101
4 7 60 10 2 665 551 94
5 8 60 90 3428 398 128
6 9C 60 50 3303742 114
7 10C 60 50 3214 841 116
8 11C 60 50 3275721 111
9 12C 60 50 3266 139 115
10 3 90 10 1 453 595 108
11 4 90 90 1677787 136
12 6 90 50 1 602 326 121

Naméiené hodnoty celkové plochy a poctu pikt byly spolu s dobou a teplotou termostatovani
pouzity pro vypocitani optiméalnich podminek extrakce t¢kavych latek. Vyhodnoceni probé&hlo
ve statistickém softwaru Statistica 12 od spolecnosti StatSoft. Z naméfenych dat byly sestrojeny
profily pro predpovédi a vhodnosti pro faktory pocet pikii a celkova plocha pikli. Z profilu
ptedpovédi pro teplotu mira vhodnosti stoupd od 10 °C az do 90 °C, kde je jeji maximum.
Protoze je matrici vzorku voda, nelze dale zvySovat teplotu kvili limitaci bodem varu vody.
Proto byla pro teplotu vyhodnocena jako optiméalni hodnota termostatovani 90 °C. Pro dobu
extrakce vysla nejvhodnéjs$i hodnota 60 minut, pfi které je optimum vhodnosti sestrojen¢ho
profilu. Profily pro pfedpovédi a vhodnost jsou na obrazku ¢. 8. Graf vhodnostniho profilu
v tfirozmérném zobrazeni je na obrazku ¢. 9. Graf vhodnostniho profilu v dvou rozmérném

zobrazeni je na obrazku €. 10.
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Profily pro pfedpovédi a vhodnost
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Obrazek 8: Optimalizace teploty a Casu extrakce na kombinaci maximalniho poctu a plochy

pikl
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Obrazek 9: Grafvhodnosti poctu a plochy pikl v projekci 3D.

Obréazek 10: Grafvhodnosti pro pocet a plochu pikl v projekci 2D.
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3.3 Postup vyhodnoceni vzorkii zméirenych metodou GC-FID
Celkem bylo analyzovano 78 vzorkl bilych vin, ztoho 49 vin z konvenéni vyroby a 29
naturdlnich vin. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech opakovéanich. Dvé méfeni byla

provedena metodou GC-FID a jedno metodou GC-MS.

Pro zmenSeni vlivu ndhodné chyby byla ob& méfeni vzorki z GC-FID zahrnuté do nésledného
statistického vyhodnoceni. Pro statistické vyhodnoceni bylo celkem pouzito 156 méteni z GC-
FID. Vzorky byly analyzovany ve ¢tyfech sadach a ke kazdé byl zméteny standard homologické
fady uhlovodikli C8—C33. Pro jednotlivé piky v chromatogramech byly vypocitany retenéni
indexy podle Van den Doola od ¢asu analyzy 3,00 min do 50 min. V prvni sad¢ byly vzorky
¢. 1-30, 36-46, ve druhé sad¢ vzorky 31-35, 4650, ve tfeti sad¢ vzorky 5-60, a ve Ctvrté sade
vzorky 61-78. Hodnoty reten¢nich ¢ast a reten¢nich indexi jsou uvedeny pro jednotlivé sady

vzorkl v tabulkach ¢. 10, 11, 12, 13.

Po pfepoditani retencnich Casli na retencni indexy byla vypracovana celkova tabulka vzorki
zméfenych metodou GC-FID ze vSech meéfeni, kde vtadcich jsou jednotlivd méfeni
a ve sloupcich jsou vypocitané retenéni indexy pro vSechny piky pfitomné v celém souboru
vzorku s pfisluSnymi plochami. Pokud v chromatogramu z daného méteni nebyl n¢ktery z pikt
detekovan, byla plocha piku oznacena nulovou hodnotou. Vlastni statistické vyhodnoceni

probihalo ve statistickém softwaru, viz kapitola 3 .4.

Priimérny pocet pikli v chromatogramu pro cely soubor dat byl 111. Pro konven¢ni vina byl

primérny pocet pikti 118, pro naturalni vina 99.

Priimérna soucet plochy vSech pikli v chromatogramu pro cely soubor dat byl 1 797 449 mV.
Primérny soucet plochy konvenénich vin byl 1798 698 mV, primérny soucet plochy

naturalnich vin byl 1 798 655 mV.
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Tabulka 10: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 1-30, 36-45

Sada vzorkii 1 (1-30, 36—45)

Nédzev alkanu  Pocet uhlikii  Retencni ¢asy FID (min.) Retenéni indexy

n-oktan 8 7,154 800
n-nonan 9 10,422 900
n-dekan 10 13,806 1000
n-undekan 11 17,058 1100
n-dodekan 12 20,119 1200
n-tridekan 13 22,989 1300
n-tetradekan 14 25,687 1400
n-pentadekan 15 28.23 1500
n-hexadekan 16 30,632 1600
n-heptadekan 17 32,908 1700
n-oktadekan 18 35,07 1800
n-nonadekan 19 37,445 1900
n-ikosan 20 40,499 2000

Tabulka 11: Retencni Casy n-alkant z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 31-35, 4650

Sada vzorki 2 (31-35, 46-50)

Nézev alkanu  Pocet uhliki Retencni ¢asy FID (min.) Retenéni indexy
n-oktan 8 7,157 800
n-nonan 9 10,431 900
n-dekan 10 13,819 1000
n-undekan 11 17,073 1100
n-dodekan 12 20,136 1200
n-tridekan 13 23,008 1300
n-tetradekan 14 25,707 1400
n-pentadekan 15 28,252 1500
n-hexadekan 16 30,655 1600
n-heptadekan 17 32,933 1700
n-oktadekan 18 35,099 1800
n-nonadekan 19 37,486 1900

n-ikosan 20 40,56 2000




Tabulka 12: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-FID s retencnimi indexy pro vzorky 51-60

Sada vzorki 3 (51-60)

Nédzev alkanu  Pocet uhlikii  Retencni ¢asy FID (min.) Retenéni indexy

n-oktan 8 7,191 800
n-nonan 9 10,464 900
n-dekan 10 13,851 1000
n-undekan 11 17,105 1100
n-dodekan 12 20,169 1200
n-tridekan 13 23,04 1300
n-tetradekan 14 25,738 1400
n-pentadekan 15 28,281 1500
n-hexadekan 16 30,684 1600
n-heptadekan 17 32,962 1700
n-oktadekan 18 35,123 1800
n-nonadekan 19 37,511 1900
n-ikosan 20 40,592 2000

Tabulka 13: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-FID s reten¢nimi indexy pro vzorky 61-78

Sada vzorki 4 (61-78)

Nézev alkanu  Pocet uhliki Retencni ¢asy FID (min.) Retenéni indexy
n-oktan 8 7,186 800
n-nonan 9 10,451 900
n-dekan 10 13,834 1000
n-undekan 11 17,087 1100
n-dodekan 12 20,147 1200
n-tridekan 13 23,017 1300
n-tetradekan 14 25,714 1400
n-pentadekan 15 28.255 1500
n-hexadekan 16 30,657 1600
n-heptadekan 17 32,933 1700
n-oktadekan 18 35,094 1800
n-nonadekan 19 37,473 1900

n-ikosan 20 40,535 2000




3.4 Rozliseni konven¢né a naturalné vyrobenych vin statistickou analyzou

profilu tékavych latek

3.4.1 Priprava dat pro statistické hodnoceni modelem OPLS

Pted statistickou analyzou byly vyhodnoceny individudlni chromatogramy GC-FID a byly
vypocitany reten¢ni indexy pro jednotlivé piky. Ziskana data byla pfevedena na matici X (r x
¢) obsahujici fadky r (jednotlivd méfeni) a sloupce ¢ (vypocitané retencni indexy pikl
v chromatogramech s jednotlivymi plochami piki). Matice byla nadhodné rozdé&lena na dvé
Casti: kalibra¢ni dataset a validacni dataset. Ve vysledném modelu bylo 114 méfeni pouzito

pro kalibraci modelu, 42 pro validaci modelu.

OPLS zahrnuje procesy vicendsobné linedrni regrese, které kvantifikuji vztah mezi X (matice s
prediktory a subjekty) a Y (matice se zavislymi proménnymi a subjekty). Jako subjekty jsou
zde vzorky vina, resp. jednotlivé analyzy. V ptipadé matice X jsou prediktory jednotlivé piky
charakterizované retenénim indexem a plochou, to plati pro oba datasety (kalibracni
i valida¢ni). V pfipad¢ kalibracniho datasetu byly jako zéavislé proménné v matici Y zvoleny
logaritmy pravdépodobnostniho poméru (LLR), coz je vyjadieni pravdépodobnosti, ze dany
subjekt (v nasem pfipad¢ vzorek vina) je dany typ vina (bud’ konven¢ni nebo naturalni) nebo
to neni dany typ vina. Do valida¢niho datasetu tato informace vlozena nebyla. Vypocet hodnot
LLR byl proveden podle rovnice (5). Aktualni hodnoty LLR jsou teoreticky rovny —eo nebo +oo,

avSak pro praktické vyhodnoceni byly zvoleny kladné ¢i zaporné Ciselné hodnoty.

ravdépodobnost, Ze se jedna o dany druh vina
LLR =In (L2220 j y ) ©

pravdpodobnost, e se nejedné o dany druh vina

Tustrativni vypocet aktualni hodnoty LLR, pro oba pfipady, zZe se jedna ¢i nejedna napt. o vino
oznacen¢ jako naturalni, je uveden v rovnici (6). Kladna hodnota N _LLR poukazuje na to, ze
se jedna podle skutecnosti o vino naturalniho typu, zapornd hodnota N LLR znamena, Ze se
nejednd o vino naturalniho typu. Tato informace byla vlozena do kalibra¢niho datasetu pro
kazdé méfeni, tzn. u naturalnich vin se jednalo o kladnou hodnotu (vzdy stejnou)
a u konven¢nich vin o zapornou hodnotu (také vzdy stejnou). Podobné bylo postupovano
v ptipadé proménné C LLR (obsahuje informaci o tom, zda se jednd o konven¢ni vino ¢i

nikoliv).

74



N LLR =In (

pravdépodobnost, Ze se jedna o naturalni vino )

pravdépodobnost, Ze se nejedna o naturalni vino

0,999999
0,000001

0,000000001

N—LLR =In ( 0,999999999

)z 13.816 nebo N_LLRzln( )=-20, 723 (6)

3.4.2 Tvorba kalibra¢niho modelu

Pro interpretaci vztahli mezi chromatografickymi daty a konven¢nimi nebo naturalnimi viny
byla pouzita multivariani regrese se snizenim rozmérl - ortogonalni projekce do latentnich
struktur (OPLS). Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci statistického softwaru SIMCA verze
13.0, vyrobce Sartorius Stedim Data Analytics AB (Umea, Svédsko).

Chromatograficka data (viz 3.4.1) byla transformovéna, aby bylo dosazeno symetrické
distribuce. S pouzitim multivariaéniho #-testu (Hotelling's T2 statistics) a statistiky ddlezitosti

proménné (Variable Importance Statistics, VIP) doslo k oddéleni nekorelovanych dat.

Graf Hottelingovy statistiky (obrazek ¢. 11) zobrazuje vzdalenost od pocatku v roviné modelu
pro kazdé vybrané pozorovani. Hodnoty vétsi nez 95% hranice spolehlivosti jsou podezielé
a hodnoty vétsi nez 99% hranice spolehlivosti 1ze povazovat za zavazné. Hodnota daleko nad
kritickymi limity indikuje, Ze pozorovani je daleko od ostatnich pozorovani ve vybraném
rozsahu a muze model negativné ovlivnit. Tato pozorovani byla z kalibra¢niho datasetu
vyjmuta, byla odstranéna informace o typu vina (LLR) a poté byla tato pozorovani za¢len¢na
do valida¢niho datasetu. V grafu sestrojeném pro kalibra¢ni model spadaly vSechny vysledky
krom¢ jednoho méfeni do 95 % hranice spolehlivosti. Jediny vysledek byl tésn¢ za hranici
95 %. Statistika VIP byla pouzita k testovani relevance prediktort. Z celkového poctu 640

prediktort ziistalo ve vysledném modelu 191 prediktort.
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data_wine_classic_natural_training_prediction.M41 (OPLS), M40+classes 1
Colored according to classes in M41 H 2

Obrazek 11: GrafHottelingovy statistiky vysledného kalibracniho modelu

OPLS rozdéluje variabilitu prediktort na dvé skupiny: komponenty vztazené k Y, nazyvané
prediktivni a komponenty kolmé k Y, nazyvané ortogonalni. Informace z prediktor( a zavisle
proménnych, co se tykaly typu vina, byly uloZeny do prediktivni komponenty. Ortogonalni
slozka se vztahuji k variabilité vysoce korelovanych prediktorl. Na obrazku 12 je graf skorl
kalibra€niho modelu prediktivhi komponenta (osa x, popisuje rozliSeni pozorovani) vs.
ortogonalni komponenta (osay, variace mezi jednotlivymi pozorovanimi uvnitf skupiny). Graf
byl sestrojen v softwaru SIMCA z pozorovani, které byly zaclenény do kalibracniho datasetu.
Vzorky konvencénich vin v modelu jsou oznafeny pismenem C (zelené body), naturdlni vina
pismenem N (modré body). Z rozlozZeni jednotlivych bodd v grafu je zifejmé, Ze se modelem
podafilo navzajem rozliSit vzorky konvencnich a naturdlnich vin z kalibra€niho datasetu

do dvou skupin.
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data_wine_classic_natural_training_prediction.M41 (OPLS)
Scaled proportionally to R2X B2
Colored according to classes in M41

Obréazek 12: Graf skord kalibraéniho modelu (software SIMCA)

Na obrazcich 13-14 jsou grafy pozorovanych hodnot LLR vs. pfedpovézenych hodnot LLR.

Tyto zavislosti potvrdily funkénost kalibracniho modelu pro vzorky z kalibraéniho datasetu.

data_wine_classic_natural_training_prediction.M41 (OPLS), M40+classes 1
Colored according to classes in M41 B2

5 0
YPred[1](C_LLR)

RMSEE  3,42218 RMSEcv = 3,82265 SIMCA 13.0 - 23.06.2020 9:26:42 (UTCH

Obrazek 13: Logaritmus pravdépodobnostniho pomeéru (LLR) pro zadané hodnoty k hodnotdm
predikovanym pro konven¢ni vina z kalibraniho datasetu.
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data_wine_classic_natural_training_prediction.M41 (OPLS), M40+classes
Colored according to classes in M41

5 KNGOB
10

-20 -15 -10 5 0 5 10 15 20
YPred[1](N_LLR)

RMSEE = 3,42218 RMSECV = 3,82265 SIMCA 13.0 - 23.06.2020 9:40:54 (UTC+:

Obrézek 14: Logaritmus pravdépodobnostniho poméru (LLR) pro zadané hodnoty k hodnotam
predikovanym pro naturalni vina z kalibracniho datasetu.
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3.4.3 Validace kalibracniho modelu
Pro validaci predikce statistického modelu byl pouzity dataset 42 vzorkl konvencnich
i naturalnich vin, které nebyly zafazeny do souboru kalibraénich vzorkl. Pro predikéni model

byly tyto vzorky neznamé. Vysledny predikovany graf skérd je na obrazku ¢&. 15.

V38echny vzorky konven&nich i naturélnich vin byly rozfazeny do dvou skupin Modelem
vypocitany hodnoty C_LLR aN_LLR pro pozorovani zaclenéné do validatniho datasetu. Poté
byly k jednotlivym pozorovanim pfifazeny také skute€né hodnoty C_LLR aN_LLR a z téchto
hodnot byly vytvofeny grafy (obrézek €. 16). Vzorky, které maji aktudlni LLR i predikovany
LLR v soufadnicich [+,+], jsou modelem spravné zatfidény do skupiny konvencnich nebo
do skupiny naturalnich vin. Vzorky, které maji aktualni LLR i predikovany LLR v soufadnicich
[-,-]1, jsou modelem spravné zatfidény mimo skupinu konven¢nich, resp. naturélnich vin. Pokud
by se v grafech objevily pozorovani v soufadnicich [+,-] nebo [-,+], jednalo by se o Spatné
zarazené vzorky. Z grafli je patrné, Ze Zadny ze zkoumanych objektd validaéniho datasetu nebyl

modelem vyhodnocen jako faleSné pozitivni nebo faleSné negativni.

a_wine_classic_natural_training_prediction.M41 (OPLS), M40+classes, PS-data_w
Scaled proportionally to R2X

1,00126 *tPS[1]
R2X[1] = 0,205 R2x[XSide Comp. 1] = 0,0751
X[1] = o .
Eliipse: HoteTling's T2PS (95%) SIMCA 13.0 - 23.06.2020 9:47:38 (UTC+:

Obrazek 15: Validace statistického modelu Score Scatter Plot
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0
-10 -10
2 -20
C LLR N LR

Obrazek 16: Zavislost predikovanych hodnot LLR na pozorovanych hodnotach pro konven¢ni
vina na grafu vlevo Q a naturdlni vina na grafu vpravo % .

Vhodnost modelu pro predikci naturdlniho vs. konvenéniho zplsobu vyroby bilého vina byla
ovéfena také hodnotami korelaénich koeficientd vysledného OPLS modelu (tabulka 14).
SloZzeny korelacni koeficient pro predikované hodnoty je 0,9188, coZ potvrzuje vysokou
spolehlivost predikce. Vysokad hodnota predikovaného R2 déle ukazuje, Ze model neni tzv.

preplnény. PrepInéni modelu (overfitting) je stav, kdy statisticky model spiSe popisuje ndhodné
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chyby v datech nez vztahy mezi proménnymi. K tomuto problému dochazi, kdyz je model pfilis
slozity. Preplnéné modely produkuji vysoké hodnoty R2, ale nizké hodnoty predikovanych R2
(v tabulce hodnota Q2). Pieplnéni regresniho modelu tedy snizuje jeho zobecnéni mimo

puvodni datovy soubor a model nasledn¢ $patné predpovida nezndmé vzorky.

Tabulka 14: Hodnoty korela¢niho koeficientu pro statisticky model

. 2(cum) progression

Components R2(cum)(;l;1*201g;§(sis;l(:l I; (()plgedikz)\l?anyg RZ, po
cross validaci)

Total Comp[1+1] 0,936654 0,918806
Comp|[1+0] Comp[1+0] 0,912966 0,905297
Comp|[1+1] Comp[1+1] 0,936654 0,918806

3.5 Postup identifikace vyznamnych latek

Chromatogramy se spektry, zmétené metodou GC-MS, byly pouZity pro identifikaci sloucenin,
které mely nejvyznamngj$i vliv na predikci zatazeni vina mezi konvencni nebo mezi naturalni.
Statisticka vyznamnost prediktorti na predikci typu vina byla uréena podle hodnot regresnich

koeficientll z vicenasobné regresni analyzy.

Pro porovnatelnost chromatogramii z GC-FID a GC-MS byly proméfeny homologické fady
uhlovodikit C8—C33, a vypocitany retencni indexy podle Van den Doola, viz. tabulky ¢. 15-18.
Vlastni identifikace latek byla provedena pomoci porovnani MS spektra piku s knihovnami
spekter a soucasné byl kontrolovan retenéni index stanovovaného piku viié¢i reten¢nim indextim
z databaze NIST [60]. Timto zpisobem byly vyhodnoceny latky s nejvétsi dulezitosti pro
predikci konvencnich a naturdlnich vin. Tabulka identifikovanych tékavych latek z obou druhti
vin metodou GC-MS je v tabulce ¢. 19. SloucCeniny statisticky vyznamné pro predikci obou
typt vin byly vybrany podle hodnot regresnich koeficientll vyznamnych prediktorii ve vztahu
k proménné Y, jejichz absolutni hodnota ptedstavuje zménu proménné Y (typ vina), kdyz se

proménna X (prediktor) méni od 0 do 1, v kédovanych jednotkach.

Ze 34 neznamych latek bylo mozné touto metodou identifikovat 30 latek, které patii do skupin
latek esterti, alkoholl, terpenoidi a norisoprenoidii a dalSich. Pro potvrzeni spravnosti
identifikace byly nalezené slou¢eniny porovnany s jinymi pracemi, zkoumajicimi aroma profil

vina.
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V préci Antalick a kol. [41] se zabyvali vyvojem, validaci a aplikaci specifickych metod pro
kvantitativni stanoveni esterti ve viné¢ metodou HS-SPME s analyzou GC-MS. Vzorky pro
analyzu byly pivodem zriiznych ro¢nikti Bordeaux a Cdtes du Rhone. V uvedené praci
stanovovali celkem 32 rliznych esteri v aromatu vina. Pii porovnani nalezenych esterii ve studii
Antalick a kol. s identifikovanymi latkami z této prace byla nalezena shoda u sedmi nalezenych
latek, a to Ethyl isobutyrat, Isobutyl acetat, 1-Hexyl acetat, Ethyl heptanoat, Ethyl oktanoat,
Isoamyl hexanoat, Phenylethyl acetat.

Ve studii od Prestrelo a kol. [52] se zabyvali stanovenim t¢kavych latek v bobulich a hroznech
révy vinné metodou HS-SPME a GC-MS. Stanovovali latky ze skupiny monoterpent,
seskviterpent, norisoprenoidd, alkoholl, karbonylovych slou€enin a organickych kyselin.
Ze skupiny alkoholll byla nalezena shoda u 1-heptanolu a 2-fenylethylalkoholu. Ze skupiny
terpenoidi byl této praci identifikovan limonen, Linalool oxid. Z norisoprenoidi byl v této

préci nalezen TDN izomer.
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Tabulka 15: Reten¢ni Casy n-alkant z dat GC-MS s retenénimi indexy pro vzorky 1-30, 3645

Sada vzorkii 1 (1-30, 36—45)

Nézev alkanu  Pocet uhliki  Retenéni ¢asy MS (min.) Retenéni indexy

n-oktan 8 6,855 800
n-nonan 9 10,12 900
n-dekan 10 13,517 1000
n-undekan 11 16,784 1100
n-dodekan 12 19,858 1200
n-tridekan 13 22,741 1300
n-tetradekan 14 25,451 1400
n-pentadekan 15 28.005 1500
n-hexadekan 16 30,419 1600
n-heptadekan 17 32,707 1700
n-oktadekan 18 34,879 1800
n-nonadekan 19 37,2 1900
n-ikosan 20 40,194 2000

Tabulka 16: Reten¢ni Casy n-alkant z dat GC-MS s retenénimi indexy pro vzorky 31-35, 4650

Sada vzorki 2 (31-35, 46-50)

Nazev alkanu Pocet uhlika Retenc¢ni ¢asy MS (min.) Retenéni indexy
n-oktan 8 6,82 800
n-nonan 9 10,083 900
n-dekan 10 13,483 1000
n-undekan 11 16,75 1100
n-dodekan 12 19,824 1200
n-tridekan 13 22,709 1300
n-tetradekan 14 25419 1400
n-pentadekan 15 27.974 1500
n-hexadekan 16 30,39 1600
n-heptadekan 17 32,677 1700
n-oktadekan 18 34,849 1800
n-nonadekan 19 37,167 1900

n-ikosan 20 40,144 2000




Tabulka 17: Reten¢ni Casy n-alkanti z dat GC-MS s reten¢nimi indexy pro vzorky 51-60

Sada vzorki 3 (51-60)

Nézev alkanu  Pocet uhliki  Retenéni ¢asy MS (min.) Retenéni indexy

n-oktan 8 6,875 800
n-nonan 9 10,144 900
n-dekan 10 13,544 1000
n-undekan 11 16,811 1100
n-dodekan 12 19,885 1200
n-tridekan 13 22,768 1300
n-tetradekan 14 25,478 1400
n-pentadekan 15 28.033 1500
n-hexadekan 16 30,446 1600
n-heptadekan 17 32,736 1700
n-oktadekan 18 34,908 1800
n-nonadekan 19 37,239 1900
n-ikosan 20 40,243 2000

Tabulka 18: Reten¢ni Casy n-alkanii z dat GC-MS s retenénimi indexy pro vzorky 61 - 78

Sada vzorki 4 (61-78)

Nazev alkanu Pocet uhlika Retencni ¢asy MS (min) Retenéni indexy
n-oktan 8 6,833 800
n-nonan 9 10,094 900
n-dekan 10 13,492 1000
n-undekan 11 16,757 1100
n-dodekan 12 19,831 1200
n-tridekan 13 22,715 1300
n-tetradekan 14 25425 1400
n-pentadekan 15 27,982 1500
n-hexadekan 16 30,396 1600
n-heptadekan 17 32,762 1700
n-oktadekan 18 34,856 1800
n-nonadekan 19 37,172 1900

n-ikosan 20 40,155 2000




Tabulka 19: Tabulka identifikovanych tékavych latek z obou druhd vin metodou GC-MS

Retencni
index

RI0766
RIO777
RI0790
RI0878
RI0899
RI0966
RI10969
RI0974
RI1012
RI1018
RI1031
RI1036
RI1057
RI1068
RI1071
RI1089
RI1096
Rn115
RI1167
RI1195
RI1249
RI1257
RI1263
RI1278
RI1282
RI1286
RI1287
RI1290
RI1292
RI1315
RI1325
RI1366
RI1385
RI11426

Slouéenina

Ethyl isobutyrat
P-Methylpropyl ethanoat
2,3-Butandiol
2-Methybutyl acetét
Ethyl 2-hydroxyisovalerat
Geranic oxid
1-Heptanol
Hexyl acetét
Limonen
P-Ocimen
Ethyl2-hydroxyhexanoat
Isoamyl laktat
cis-Linalool oxid
trans-Linalool oxid
Ethyl heptanoat
Phenylethyl alkohol
Ethylfenol
Ethyl kaprylat
Isoamy! caproat
P-Phenethyl acetat
Diethyl malat
p-Ethylguaiacol
Geranyl ethyl ether

Propyl octanoat
cis-Wiskey lacton
Vinylguajacol
trans-Wiskey lacton
TDN izomer
Ethyl 9-decenoét
Ethyl isopentyl succinat

K - konvenéni vina
N - naturalni vina

CAS

97-62-1
110-19-0
513-85-9
624 -41-9
2441 -06 -7
7392-19-0
1n1-70-6
142-92-7
138-86-3
3779-61-1
6946 - 90 - 3
168920 - 35 - 2
5989 -33 -3
34995 - 77 -2
106-30-9
60-12-8
123-07-9
106-32-1
2198 -61 -0
103-45-7
7554 -12-3
2785-89-9
40267-72-9

624 -13-5
39212-23 -2
7786 -61 -0
39212-23 -2
30364-38-6
67233 -91-4
28024 - 16 -0



4 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe zpracovavajici téma
vyroby vina v jednotlivych technologickych krocich, po¢inaje sklizni hroznt, predfermentacni
upravé mostu, alkoholové fermentaci, Skoleni a zrani vina. Byly popsany rozdily mezi
konvenéni vyrobou vin, biovin a naturalnich vin. V dalsi kapitole bylo feSeno chemické slozeni
vina a uvedeny jednotlivé skupiny sloucenin, které jsou pfitomné ve vinech. Nasleduje kapitola
zamé&fena na extrakci t¢kavych organickych latek vina a popsany jednotlivé techniky extrakci
s navazujici kapitolou stanoveni tékavych organickych latek metodou plynové chromatografie
s plameno-ioniza¢ni a hmotnostni detekci ve spojeni s headspace vzorkovanim. V posledni

Casti teoretické Casti je popsano statistické vyhodnoceni chromatografickych dat.

Experimentalni ¢ast prace popisuje vyvoj analytické metody pro stanoveni aroma profilu vina.
Cilem préace bylo vyvinout metodu pro zmeéfeni ,,otisku prstu vonnych latek vzorku vina
a s pomoci statistického modelu predikovat, zda je vino vyrobeno konven¢nimi nebo

naturalnimi technologickymi postupy.

Na shromazdéném souboru 78 bilych vin byla provedena experimentalni ¢ast prace. Ze souboru
bylo 49 vin konvenéni vyroby a 29 naturalnich vin. Byl vypracovan postup extrakce a nasledné
analyzy ~ metodami  HS-SPME/GC-FID a  HS-SPME/GC-MS. Z  namdéfenych
chromatografickych dat byly vyhodnoceny retencni Casy a plochy jednotlivych sloucenin,
ke kterym byl dopocitan reten¢ni index. Takto zpracovanéa chromatograficka data byla nasledné
vyhodnocena statistickym softwarem metodou OPLS. Funk¢nost modelu byla otestovana
validaci predikce neznamou sadou vzorkl se zjiSténou 100 % spolehlivosti a s korela¢nim
koeficientem predpovédi 0,9188. Metodiku je mozné pouzit pro rozliSeni konvencnich

a naturalnich bilych vin.

Dale byla provedena identifikace latek, které maji vyznamny piispévek pro predikci rozdéleni
vina mezi konvenc¢ni nebo naturalni statistickou OPLS metodou. Identifikace byla zalozena
na porovnani namétenych spekter s knithovnou NIST spole¢né s porovnanim retencniho indexu

slouc¢eniny.

V diplomové praci byla vyvinuta metodika stanoveni otisku prstu aroma profilu vina a jeho
naslednym statistickym vyhodnocenim metodou OPLS pro zatiidéni vina mezi konvenéni nebo

naturalni.
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PRILOHY

Pfiloha 1 Chromatogram konvenc¢niho vina VZ34A naméfeny metodou GC-FID

PFiloha 2: Chromatogram naturalniho vina VZ50A naméreny metodou GC-FID
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PFiloha 3: Chromatogram konven¢niho vina VZ34 naméreny metodou GC-MS (5,5-16 min.)

Pfiloha 4: Chromatogram konvenc¢niho vina VZ34 naméreny metodou GC-MS (16-32 min.)
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PFiloha 5: Chromatogram naturalniho vina VZ50 naméreny metodou GC-MS (5,5-16,0 min.)

PFiloha 6: Chromatogram naturalniho vina VZ50 naméreny metodou GC-MS (16,0-32 min.)
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