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ABSTRAKT

Diplomova préce je zamétena na stanoveni mastnych kyselin a jejich esterti pomoci plyno-
vé chromatografie ve vybranych vzorcich ¢erveného vina. Byla vyzkouSena moZznost tpra-
vy vzorki a nalezeny optimalni chromatografické podminky pro jejich analyzu. Bylo sta-
noveno mnoZzstvi mastnych kyselin a jejich estert ve vybranych vzorcich a ziskané hodno-

ty byly porovnany s publikovanou literaturou.

Kli¢ova slova: Réva vinnd, vino, mastné kyseliny, plynovéa chromatografie.

ABSTRACT

The master thesis is focused on the determinantion of fatty acids and their esters by gas
chromatography in selected samples of red wine. The posibility of samples treatment was
tested and optimal chromatographic conditions for their analysis were found. The quantity
of fatty acids and their esters in selected samples was determined and the values obtained

were compared with the published literature.

Keywords: Vitis Vinifera, Wine, Fatty Acids, Gas Chromatography.
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UvVOoD

Hroznové vino je alkoholicky i nealkoholicky napoj typicky vznikajici kvasenim mostu z
plodu révy vinné pomoci vinaiskych kvasinek. Vino je cenéné nejen pro svoji chut’, ale pii
stiidmé konzumaci jsou diky jeho nutri¢ni hodnoté znamy i jeho pfiznivé ucinky na lidsky
organizmus.

oy e

nejstar$i kulturni plodiny. K rozsifeni vinic na uzemi Ceské republiky doglo v obdobi Vel-
komoravské fiSe v 9. a 10. stoleti a velky rozkvét nastava za vlady Karla IV., ktery dal do
Cech piivézt révu z Burgundska a Poryni. Nyni se réva vinna péstuje v Ceské republice ve
vinaiskych oblastech Cechy a Morava, pfi¢emz rozhodujici je pro vinohradnictvi oblast
Moravy, kde se nachazi pies 96% vinic CR. Nejpéstovanéjii bilé odriidy jsou zde tradiéné
Miiller Thurgau, Veltlinské zelené, Ryzlink vlassky a Ryzlink rynsky. Nejvice zastoupeny

modré odridy jsou Svatovaviinecké, Frankovka, Zweigeltrebe a Rulandské modré.

Hlavni slozkou vina je voda, které je zde kolem 83 %. Dale jsou zde obsazeny etanol, gly-
cerol, zkvasitelné cukry, minerdlni, dusikaté a buketni latky, tfisloviny, vitaminy, oxid
uhlicity a kyseliny vinnd, jable¢nd, mlécna a dalsi.

Vino obsahuje 1 tukové latky. Ty vznikaji v hroznech a postupnym zranim se jejich obsah
zvySuje. Jejich hlavnim zdrojem jsou semena, ve kterych se nachazi olej v mnozstvi od 4
do 20 %. Pfevazna cast tohoto oleje zlistdva v hroznovych vyliscich, takze v mostu uz je
jen malé mnozstvi tohoto oleje. Vina z modrych odriid hroznG obsahuji vétsi mnoZzstvi
tukovych latek, je to zptisobeno nalezenim semen pii nakvaseni. Hlavnimi slozkami tohoto
oleje jsou kyseliny stearova, palmitova, linolenovéa a maselna. Vino po prokvaseni obsahu-
je vzdy vice tukovych latek nez most, jelikoz se do né¢j tuky dostavaji jak z mostu, tak z

kvasinek, které obsahuji az 7 % lipidi.

Plynovéa chromatografie je analytickd a separatni metoda, ktera ma vysadni postaveni v
analyze t¢kavych latek. Chromatograficka analyza zahrnuje prichod smési molekul ptes
kolonu, kde je smés molekul rozdélena a jednotlivé koncentrace molekul jsou detekovany

na vhodné zvoleném detektoru.
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I. TEORETICKA CAST
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1 REVAVINNA A PRIPRAVA VINA

Réva vinna (Vitis vinifera) je lidnovita, svétlomilna rostlina, s mohutnym kotfenovym sys-
témem, pattici do Celedi Vitacea - révovité. Rod Vitis se rozd€luje podle piivodu do tii eko-
logickych skupin: severoamerickd, vychodoasijska a euroasijska skupina, jez ma jediny
druh - Vitis vinifera - ktery se d¢li na dva podruhy, a to révu vinnou lesni a révu vinnou
pravou. Odridy révy vinné pravé se rozdé€luji na odriidy mostové pro bila vina, moStové
pro Cervend vina, moStové pro vyrobu tokajskych vin a stolni, pficemz nékteré mostové

odrtdy Ize vyuzit i jako stolni [1].

1.1 SlozZeni hroznu

Hrozen révy vinné je sloZen z tfapiny a bobule, a ta se sklada ze slupky, duziny a semen.
Pro kvalitu vina jsou dilezité jejich hmotnostni poméry, technologicka vyzralost a che-

mické slozeni [1, 2, 3].

1.1.1 Trapina

Predstavuje 3 - 4% z hmotnosti hroznt, je zelena a po dosazeni zralosti dfevnati a hnédne.
Z nevyzralé tfapiny se do vina mohou vyluhovat tfisloviny a chlorofyl, které poskozuji
jeho senzorické vlastnosti [1, 4]. Chemické slozeni jednotlivych ¢asti hroznu je uvedeno v

Tab. 1.

1.1.2  Slupka

Je pokryta voskem, ktery chrani bobuli pfed infekci, ptiliSnym odparem vody ¢i rozmoce-
nim pii deStich. Podil slupky na hmotnosti bobule je v rozmezi 9 - 11%, dle odridy a zra-
losti [1]. SloZeni je zavislé na odriidé a ma vliv na barvu, vini, chut’ a celkovy odridovy
charakter vina. SuSina slupky obsahuje cukry, organické kyseliny a jejich soli, barviva,
tiisloviny, dusikaté a mineralni latky a jiné slozky. Ve slupkach bilych hroznt je obsazen
chlorofyl a jeho rozkladné produkty - flavonové barviva. V ¢ervenych a modrych odradach
jsou antokyany, jejichz jednotlivy pomér zavisi na odridé. S vyjimkou barvirek (odrady,
jejiz hrozny maji Cervenou duzinu) jsou antokyany jen ve slupce, a tak lze z modrych od-
rud vyrobit i1 bild a rizova vina. Antokyany se uvoliluji z bunék slupky az uc¢inkem alko-

holu, tepla nebo atmostéry CO; [5, 6].
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1.1.3 Semena

Semena jsou dal$i pevnou soucasti hroznd. Byva jich 1 - 4 v bobuli a predstavuji 3 -4 % z
celkové hmotnosti. Pokud bobule semena neobsahuje, byva mal4, tzv. hraskovita (miran-
dage). Pouze nékteré stolni odriidy jsou vysSlechtény na produkci bezsemennych plodd.
Vyznamné slozky jsou tfisloviny (3-6%) a olej (10-20%), ktery obsahuje glyceridy kyseli-

ny stearové, palmitové a linolové [3, 4].

1.1.4 Duzina

DuzZina je nejvyznamnéjsi soucasti. Tvoii 85 - 90 % hmotnosti bobule. Z toho je 5 - 8 %
suSina, zbytek most [1]. Obsahové vyznamny je podil cukrt - hlavné glukézy a fruktdzy,
dale jsou zde kyseliny vinna a jable¢nd a to jak volné, tak vazané ve form¢ draselnych a
vapenatych soli. Z dalSich latek je zde podil dusikatych sloucenin, pektint, enzym, mine-
ralnich latek a vitaminii. Barviva, tfisloviny a aromatické latky se v duzin€ nachézeji jen se

stopovych mnozstvich [5].

Tab. 1 Chemicke slozeni jednotlivych ¢asti hroznu [3]

Tiapina | Slupka | Semena | Duzina
Slozka
[v%] | [v%] | [v%] | [v%]
Voda 35-90 | 53-82 | 30-45 | 55-92
pentosy a pentosany 1-2.8 1-1,2 {3,9-4510,2-0,5
Monosachari-
hexosy (glukoza a frukto-
dy stopy stopy - 10 - 30
za)
Sachardza - - - do 1,5
Pektiny 0,7 0,9 - 0,1-0,3
Kyseliny 0,5-1,6|0,1-0,7 - 0,1-0,8
Ttisloviny 1,3-3,210,01-23| 1,8-5 stopy
Barviva - 1-154 - stopy
Enzymy stopy stopy stopy stopy




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14
Vitaminy stopy stopy stopy stopy
N - latky 0,7-2,2108-1,910,8-1,2]1,4-22
Aromatické latky - stopy stopy -
Oleje - 1,5 10-20 -
Popeloviny 6-10 | 2-3,7 2-5 |0,1-1,1

1.2 Technologie vyroby révového vina

Zakladni surovinou pro vyrobu vina jsou Cerstvé vinné hrozny, které se sbiraji v naSich
podminkach zhruba v obdobi konec srpna (velmi ranné odrtidy) az konec listopadu (pozdni
odridy). Vyjimkou je sbirani v zimnich mésicich za mrazu pfi vyrobé ledového vina. Od-
rady pro vyrobu vina se mohou zjednodusen¢ rozdélit na bilé (pro vyrobu bilych vin) a
modré (pro vyrobu Cervenych vin) [26]. Vyroba vina zahrnuje pfipravu rmutu drcenim
hroznt, lisovani rmutu a jeho upravu pro kvaSeni, jeho kvaseni, Skoleni vina a lahvovani

1,2, 3].

1.2.1 Drceni hrozni a zpracovani rmutu

Hrozny se po sklizni co nejdiive drti - rmutuji. Tim se usnadni lisovani, zvysi se vylisnost
a zabrani se zapareni. Pfi drceni mé4 kazdéd bobule prasknout, nesméji se ale poskodit pe-
cicky, trapina a slupky. Z nich by se mohly do mostu vyluhovat nezddouci latky, jako ole-
je, chlorofyl a ttisloviny v mnozstvi vét§im neZ je zddouci. Drcenim se ziskd ze 100 kg
hroznti piiblizné 90 litrd rmutu. U nés jsou nejpouzivanéjsim typem drti¢tt mlynky kombi-
nované s odzrilovacim zlabem a pistovym cerpadlem [1]. Rmut pro vyrobu bilych vin se
okamzité lisuje. Modré odridy hroznti na vyrobu Cervenych vin, ale i n¢které bilé odrudy
(napt. Muskat Ottonel, Ryzlink rynsky, Sauvignon, Tramin, Rulandské, apod.) se pted
lisovanim nakvasi 1 - 3 dny, v n¢kterych pripadech 1 - 2 tydny. Kdyby se rmut nakvasel
spole¢né se stopkami, hrozilo by opét vyluhovani nezadoucich latek, ¢cimz by vino ziskalo
trpkou prichut’, proto se stopky z pomletych bobuli odstranuji na vyse zminénych odzriio-

vacich [3].

Vsechny operace, které se s hrozny ¢i rmutem provadi pted lisovanim, sleduji jednak

urychleni a dokonalost vylisovani, jednak 1 zlepSeni chutovych a barevnych substanci v
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budoucim viné. Nakvasenim rmutu se rozklada pektin (zvySeni vylisnosti) a vyluhuji se
barviva a aromatické latky z bobuli. Protoze se tyto latky nachazi ve slupce bobule nebo
tésn¢ pod slupkou, je tieba bobule pied nakvasenim mechanicky rozrusit, ¢imz se vyluho-
vani zintenzivni. Pfi nakvaSeni rmutu spoluptisobi vice Cinitelll, je to jednak mechanické
rozrusSeni bun¢€k, dale alkohol, kyseliny a tfisloviny. Velky vliv mé i sifeni rmutu na zabra-
néni oxidace a jako konzervacni prostfedek proti Skodlivym mikroorganizmiim. Doba
nakvaseni zavisi od efektu, kterého chceme dosahnout. Bil¢ aromatické odrady hroznt se
nakvasi 1 - 2 dny, Cervené 4 - 14 dni podle charakteru budouciho vina [3, 4]. Rmut v za-
sobnicich nemusi kvasit. Podobn¢ se nechavaji nalezet nebo mirné nakvasit rmuty z odrtd,
které maji masitou duzinu. Doba vyluhovani zavisi na vyzralosti hroznd, jejich zdravotnim
stavu a dale na nakvasSeci teploté. Po urCité dobé se vlivem osmotickych tlakli vyrovnaji
koncentrace barviv ve slupce a v kvasicim mostu. Nakvasovani pfi teploté¢ 15°C by nemélo
trvat déle nez 8 dni. Pfili§ dlouhym nakvasenim ziska vino neptijemnou chut’, neptirozené
hnédou barvu a mize dojit k octovému kvaseni. Vznikajici oxid uhli¢ity vynasi na povrch
necistoty, které tvoii pevnou vrstvu, tzv. klobouk. Stykem se vzduchem probiha na po-
vrchu klobouku octové kvaSeni a navic v ¢astech, kde je klobouk nad povrchem kvasiciho
mostu, nedochazi k vyluhovéni barviv - proto je nutné klobouk v pravidelnych intervalech
do kvasiciho rmutu nofit [1, 3, 5]. Podle zptisobu ponotovani klobouku do rmutu se roze-

znava nakvaSovani:

e NakvasSovani v otevienych nadobéach s volné plujicim kloboukem: je to nejjedno-
dussi a u nds zaroven nejpouzivangjsi zpisob. Nadoby se plni do 3/4 objemu a klo-
bouk se ru¢né pomoci hiebel noti v pravidelnych ¢asovych intervalech do rmutu.

Nevyhodou je zna¢nd ¢asova ndrocnost a nutnost ruéni prace.

e Kvaseni v otevienych nadobach s ponofenym kloboukem: pomoci draténého dna je
klobouk ponoten pod hladinu kvasiciho mostu. Tento zptsob neni Casty, jelikoz vy-

luhovani barviv je nedokonalé.

e Kvaseni v uzavienych nadobach s ponofenym kloboukem: je to méné ucinny zpi-
sob, odpada zde vSak potieba ru¢ni prace. Princip spociva v ponoteni klobouku pod

hladinu mostu pomoci tlaku COs.
e Vyluhovéni barviv horkym mostem: je to G¢inny zpusob, jez ale vyzaduje peclivou
provozni kontrolu kvtili nebezpeci ziskani varné ptichuti. Na hrozny se nalije most

zahtaty na 78°C, to zplsobi popraskani hroznl a po zchlazeni na 20°C se hrozny
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1.2.2

1.2.3

odzrni a lisuji. Pro urychleni extrakce ¢ervenych barviv se rovnéz pouziva nahtiva-
ni rmutu na 60°C po dobu 15 min. Ohtivanim se inaktivuji nékteré enzymy, hlavné
polyfenoloxidazy, které zplisobuji hnédnuti mostu a budouciho vina. Ohtivani rmu-
tu ma velky vliv na obsah celkového dusiku v mostu, a tim na biologicky potencial
mostu, to je na prokvaseci schopnost. Obsah celkového dusiku se ohfivanim zvysi,
ale obsah bilkovinného dusiku se snizi, coz je zplisobeno eliminaci bilkovin tep-
lem, slouc¢enim s tfislovinami nebo 1 jejich Stépenim s proteolytickymi enzymy.
Zvyseni celkového obsahu dusiku pfi ohfivani rmutu je zpisobené tim, Ze seminka
a slupky obsahuji 75 - 80 % celkového dusiku. Ohfivanim se dusik uvolni a ptejde
do mostu. Obsah celkového dusiku se v dal$im procesu tvorby vina opét snizi pii
kvasném procesu. Obohaceni ohtat¢ho mostu slou¢eninami dusiku se povazuje za

ptinos, jelikoz se projevi zvySenym biologickym potencidlem kvasinek [1, 2, 3, 5].

KvaSeni pfes Ctyfi: tento zpiisob se vyuziva v jiznich vinafskych stdtech. Na rmut
se nalije tolik vina, aby koncentrace etanolu dosahla 4% objemovych. Etanol za-

braiiuje infekci a podporuje vyluhovéni barviva [1, 2].

Lisovani rmutu

Lisovanim se oddé¢luje tekutd faze od tuhych latek. Dnes se nejcastéji pouzivaji
komorové nebo kontinudlni Snekové lisy. Rmut se nedoporucuje lisovat vys$Sim
mérnym tlakem nez 1,6 MPa. Lisovani musi byt pozvolné a pieruSované, aby most
plynule odtékal. Po prvnim lisovani se matoliny (vylisky) rozdrobi a lisuje se zpra-
vidla podruhé. Vylisnost hroznii se pohybuje okolo 70 - 75 % podle odridy a kvali-
ty hroznti [1, 2, 3].

Uprava moStu pro kvaSeni

K zakladnim upravam mostu pfed kvasenim patii Uprava cukernatosti, sifeni mostu a tpra-

va kyselin v mostu.

Uprava cukernatosti: docukfeni zvySuje v koneéné fazi obsah etanolu. Docukiovat
je povoleno pouze cukrem, ktery je za studena rozpusStén v pfiméfeném obsahu
mostu. Docukfit se ma do 72 hodin po vylisovani. Pozdéjsi docukieni nakvasené¢ho
mostu zvysuje dobu kvaSeni a vino se pomaleji Cisti. Pfi vyrobé Cervenych vin se

mize cukr pridavat pted nakvaSovani rmutu. Ke zvySeni cukernatosti o 1°NM je
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potieba piidat 1,05 kg cukru. Docukienim o kazdy ptidany kg cukru se objem mos-
tu soucasné zvysi o 0,66 litru. U jakostnich révovych vin s pfivlastkem je docukto-

vani zakazano [1, 4].

e Sifeni mostu: sifenim se chrani most pted oxidaci a infekénimi mikroorganizmy.
Zaroven se podporuje tvorba glycerolu pii kvaseni. Glycerol zvySuje obsah bezcu-
kerného extraktu ve viné a vina takto vyrobena maji plnou chut. Zdravé mosty se
sifi na koncentraci 20 - 40 mg SO, v litru, a to sirnymi knoty nebo pyrosifi¢itanem
draselnym K,S,;0s. U mosti z nahnilych hroznti je mozno tuto koncentraci oxidu
sifi¢itého zvysit. Po zasifeni Cervenych mosth se antokyanovéa barviva mirné od-
barvi, ale zabrani se tim pozd¢jsi oxidaci, takZe vina maji intenzivnéjsi cervenou

barvu [1, 3, 7].

e Uprava kyselin v mostu: u révy vinné se vyskytuje predevsim kyselina jable¢na a
vinn4, v naSich podminkach je to v poméru 2 : 1. Pfi zréni révovych bobuli dochazi
ke snizovani obsahu kyselin jejich prodychavanim. Rychleji se prodychava kyseli-
na jablecna a v jiznich vinafskych statech se mize Uplné rozlozit. Kyselost mostu
se pohybuje od 0,6 - 0,8 %, v neptiznivych letech az do 1,6 %. V primérnych vege-
tacnich letech obsahuji mosty pfimétenou koncentraci kyselin a kyselost tedy neni
tteba upravovat. V teplych letech se kyselost snizuje a prfedevSim mosty z nahni-
lych hrozntli se okyseluji pfiddnim vinné nebo citronové kyseliny. Naopak chemic-
ké odkyseleni je zalozeno na tvorbé nerozpustného vinanu vapenatého. Rozpustny
jable¢nan vépenaty vSak zpusobuje nepiijemnou chut, a proto se doporucuje che-
micky odkyselovat az vino, protoze lezenim a zranim na kvasnicich se obecné ky-

selost vina snizuje [1, 8].

1.2.4 KvaSeni moStu

Révovy most ma optimalni mnozstvi chemickych slou¢enin nutnych pro zivotni pochody
kvasinek, neni tedy nutna zvlastni uprava zivinami. Révovy most kvasi pfimo v lezackém
sklepé. Necha se kvasit v neplnym naddobach spontanné nebo ¢istymi kulturami. Pti teploté
15°C trva kvaseni jeden aZ dva mésice. Alkoholové kvaSeni je slozity biochemicky proces
zpusobeny kvasinkami, cukr obsazeny v mosté se rozklada na alkohol a oxid uhliity.
Vznikly etanol je nejenom dulezitou soucésti chuti a viin€ vina, ale ptisobi také ve vyssich

koncentracich konzerva¢né a prodluzuje udrznost vina. Cést etanolu se béhem zpracovani
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vina méni na buketni latky (napf. estery). V prubéhu kvaSeni vznikaji i vedlejsi produkty,
jako jsou glycerol, kyselina mlé¢nd, vinna, octova a vyssi alkoholy. Metanol vznika ve
viné rozkladem pektinti, jeho mnozstvi je vSak zanedbatelné a pohybuje se max. do vyse
0,45 % objemovych u ¢ervenych vin, u bilych vin je jeho obsah mensi. Pro dosazeni opti-
malniho pribéhu kvasného procesu se v posledni dobé uplatiiuji zakvasy cistych kultur-
nich kvasinek (pfedevsim Saccharomyces cerevisiae) ve formé suspenze nebo v suché ak-
tivni form&. Cilem je dosazeni urychlené¢ho a hlubokého prokvaseni, potlaceni cizi techno-
logicky nezadouci mikroflory napt. divokych kvasinek, hnilobné¢ mikrofléry, a tim 1 nizsi
tvorby nezadoucich latek. Kvasinky nejlépe pracuji pii 20 - 30°C. Vhodné&jsi je ale vést
kvasny proces pfi teplotdch do 20°C, kdy nedochdzi k vytékani buketnich latek z vina. Na
zacatku kvasného procesu se ziskava rozkvaseny most, tzv. burcak. Kvaseni je ukonceno v

dobé¢, kdy je cukr v mosté zkvasen, resp. jeho zbytkovy nezkvaseny obsah je velmi maly

1,8, 9].

1.2.5 Skoleni vina

Skolenim vina se rozumi soubor zakrokd, které stabilizuji vino vzhledové a chutové. K

vvvvvv

e Dolévani: pravidelné dopliovani nddob s vinem je zédkladnim pfedpokladem vyro-
by kvalitniho vina. Nejdtlezitéjsi je v zdvéru kvaSeni, kdy dochazi unikem oxidu
uhli¢itého ke znacnému zmenSeni objemu. V dal$im zréni a skladovani zavisi na
prodysnosti nadob. Vypatovanim, ptipadné unikem oxidu uhli¢itého, vznika nad
vinem v nadobé volny prostor, ktery se vypliuje vzduchem. Vznika piedpoklad
hnédnuti a kiisovaténi vina. Skolené vino se nesmi dolévat vinem neskolenym [1,

9.

e Staceni vina: Gcelem je oddélit vino od usazenych necistot a kvasinek. Révové vino
C¢istot. Doba prvniho staceni je zavisla také na kyselosti vina. Kyselejsi vina se staci
po delsi dob¢, protoze lezenim vina na kvasnicich se kyselost vlivem biologického
odbouravani snizuje v disledku rozkladu kyseliny jable¢né za vzniku chutové jem-
néjsi kyseliny mlécéné (jablecno-mlécéné kvasSeni). Poprvé se staci v prosinci az led-
nu do Cistych zasifenych nadob. JMK je moZno aktivovat také kratkodobéjSim vy-

topenim sklepa na 20°C. JMK by méla projit zejména Cervend vina, protoze diky
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tomuto biologickému pochodu ztraceji svoji chutovou tvrdost. Podruhé se u nés

stac¢i vino v bfeznu az dubnu po dokonalém vy¢isténi vina [1].

e Sifeni vina: oxid sifiity se pouziva jako ochranny prostfedek pii vSech vyrobnich
operacich ve formé sirnych knotli nebo tablet pyrosifi¢itanu draselného. Oxid sifi-
ity zabranuje enzymatické oxidaci tfislovin, které se projevuje zménou barvy, chu-
ti i tvorbou zakalii. Potla¢uje rozvoj nezadoucich mikroorganismd, a to zejména ae-
robnich octovych bakterii a kiisotvornych kvasinek. Dale podporuje tvorbu glyce-
rolu, a tim se zvySuje obsah extraktu a plnost chuti vina. Snizuje tvorbu tékavych
kyselin. Vino také vyssi trvanlivost a zachovava si dlouho piivodni chut’ i vzhled.
Pti vyssich koncentracich vSak oxid sifi¢ity zaptic¢inuje Skrablavou chut’ vina, od-
barvuje antokyanova barviva a mize mit neptiznivé U€inky na zdravi ¢loveka jako

konzumenta [1, 9, 10].

e Cifeni vina: ¢ifeni vina ma dvoji Gcel - koaguluji se koloidni necistoty a usnadni se
tak filtrace a pfedejde se moznym zékallim, poptipadé¢ se odstrani vzniklé chutové

a barevné zavady vina.

1. Cifeni taninem a Zelatinou:Zelatina se necha nabobtnat v uréitém objemu
vina, potom se zahteje na 50°C a roz$lehd se na koloidni roztok. Do vina se
nalije nejdiiv tanin a za stdlého michani roztok zelatiny. Srazenina se pii
spravném cifeni usadi jiz za 12 hodin po ¢ifeni. Po 4 - 10 dnech se vino sto-

¢i pres filtr.

2. Cifeni ferrokyanidem draselnym: pouzivé se pro odstraiiovani ionti Zeleza a
meédi, které by jinak dodavaly finalnimu produktu kovovou ptichut. Toto Ci-
feni musi byt pod peclivou laboratorni kontrolou, protoze hydrolytickym

rozkladem se z této soli mize uvoliovat prudce jedovaty kyanovodik.

3. Cifeni bentonitem: mnozstvi bentonitu nutného k &ifeni se zjistuje empiric-
kou zkouskou. U¢inné ¢&ifici davky se pohybuji okolo 50 - 200 g bentonitu
na 100 litrt vina.

4. Cifeni agarem: agar se nech4 nabobtnat a rozvafit ve vodg, poté se vlije do
vina, které se vyceti za 10 dnli. Davky se pohybuji od 5 - 30 g agaru na 100

litra vina.
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5. Cifeni vaje¢nym bilkem: vajecny bilek se srazi tfislovinami, proto se pouzi-
va u Cervenych vin. Suseny bilek se rozsleha na snih a nalije se do celkové-
ho objemu vina. Pouziva se 4 - 12 g na 100 litrd vina.

6. Cifeni kaolinovymi hlinkami: jsou to mechanicka citidla, jejichz usazovani
je zdlouhavé. Pouziva se u vin s chutovymi vadami.

7. Cifeni aktivnim uhlim: pouziva se dfevéné uhli (karbofin) nebo kostni uhli
(spodium). Vlivem velkého absorp¢niho povrchu ma uhli zna¢nou odbarvo-
vaci schopnost a pouziva se u vin s barevnymi vadami. Na 100 litri vina se
pouziva 5 - 100 g aktivniho uhli.

8. Cifeni mlékem: pouziva se za i€elem odstranéni chutovych vad. V kyselém
prostiedi se z mléka srazi kasein a soucasné tfislovinami mlécny albumin.

Na 100 litra vina se pouziva 0,5 - 2 litry mléka [1, 3, 9].

e Filtrace vina: filtrace vin je odd€lovani pevnych castic vina na pdrovité stén¢ filtru.
Utinnost filtrace zavisi na velikosti pora filtraéni hmoty a zptisobu zachyceni pev-
nych castic. Pfi priatokové filtraci se zachytnou kalici ¢astice vétsi nez je prumér
poéru filtracni hmoty. Pii absorpéni filtraci se zachytavaji na povrchu filtra¢ni hmo-
ty 1 Castice, které jsou mensi nez je primér poru. U velkych vinaiskych firem se
nejcastéji pouzivaji tzv. membranové filtry, které jsou pouzitelné od hrubé filtrace
az po mikrobidlni sterilaci vin. Filtrace je nutnd vzdy po vy¢ifeni, kdy se potom vi-

no necha zrat. Nutna je vétsinou také filtrace pred lahvovanim [1].

1.2.6 Lahvovani

Vcasné nalahvovani vina ptfed jeho vrcholem vyvoje zajistuje jeho vysokou kvalitu. Pro-
ces zrani vina pokracuje v 1dhvi a vino se stava tzv. lahvové zralym. Vina leh¢i, malo ex-
traktivni, s niz§im obsahem kyselin se lahvuji po vyskoleni jiz zacatkem roku. Vina s vys-
Sim obsahem kyselin a dalSich extraktivnich latek se skladuji del§i dobu. Po piekroceni
svého vrcholu lahvové zralosti vino postupné ztraci odriidovy charakter a stdrne. Doba,
kdy vino dosahne vrcholu, je velmi rozdilné a zavisi na mnozstvi extraktu, zejména kyselin
a cukri. Vyskolené vino se plni do lahvi, které se uzaviraji korkovou zatkou nebo Sroubo-
vaci zatkou z plastu. Jako nejlepsi uzavér vina slouzi korkové zatky. Korek je pruzny a

muze se prizpiisobit i malym nerovnostem v hrdle lahve. Pies bunécné stény korku probiha

neustald, i kdyZ nepatrnd vyména vzduchu mezi vnittkem lahve a jeho okolim, coZ pfispiva
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k pomalému zuslechtovani vina. Nevyhodou korku je moznost napadeni plisnémi, jejichz

pachut’ se potom mize pfenaset i do vina [1, 10].
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2 VINARSKE OBLASTI

Réva vinna se v Ceské republice péstuje ve vinafskych oblastech Cechy a Morava. Pro

vinohradnictvi je rozhodujici oblast Moravy, kde se nachazi pies 96% vinic Ceské republi-

ky [11].

2.1 Vinaiska oblast Cechy

Vinaiska oblast Cechy patii k nejsevernéj$im vyspam evropského vinohradnictvi. V sou-
Zasnosti je nejvice vinic v okoli Mélnika, Litoméfic a Mostu. V téchto ¢astech Cech dosa-
huje primérna teplota 8,7°C a ve vegetacnim obdobi okolo 15 °C, primérné ro¢ni srazky
&ini 547 mm. Uzemi této oblasti osazené vinicemi neni souvislé, ale skladd se z jednotli-
vych ptihodnych lokalit lezicich na chranénych jiznich svazich v niz§i nadmoiské vysce,
vetsinou rozprostienych kolem tokt fek [12]. Podle vinatského zakona €. 321/2004 délime

vinaiskou oblast Cechy na dvé podoblasti: Mélnickou a Litoméfickou [13].

2.2 Vinarska oblast Morava

Vinatska oblast Morava lezi mezi 48°40 severni §itky v jiznim cipu Moravy a mezi 49°20°
v okoli Brna. Ro¢ni primérna teplota je 9,42 °C, priimér ro¢nich srazek je 510 mm a pri-
mérnd ro¢ni délka slunecniho svitu je 2.244 hodin (dle priméru zjisténého béhem 78 let na
Slechtitelské stanici vinaiské ve Velkych Pavlovicich). Klima je pfechodné s piiklonem k
vnitrozemskému, s obCasnymi vpady vlhkého atlantického vzduchu nebo i ledového z vnit-
rozemi. Pldni faktory jsou velice pestré a riiznorodé. Pievazné zde prevladaji ptidy kame-

nité, Stérkovité, pisecné, ale 1 jilovité [11, 12].

Vinatsky zakon ¢. 321/2004 zménil rozdéleni Moravy - dle Obr. 1. Pivodné zde bylo 10
vinafskych oblasti: Brnénskd, Bzenecka, Kyjovska, Mikulovskd, Muténickd, Podluzi,
Straznicka, Uherskohradist'ska, Velkopavlovicka a Znojemska. Slouc¢enim nékolika oblasti
vznikly podoblasti Slovacka a Velkopavlovickd. Rozloha oblasti Mikulovskd a Znojemska

zustala beze zmén pouze se zménil jejich statut na podoblasti [13].
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velkopavlovicka

znojemska
[ ]

Znajmis

Obr. 1 Vinatska oblast Morava [14]

2.3 Nejpéstovanéjsi odridy révy vinné

Nejpéstovangjsi bilou odridou zde tradi¢né ztstava Miiller Thurgau, nasleduje Veltlinské
zelené, Ryzlink vlassky a Ryzlink rynsky. Nejvice zastoupenou modrou odrtidou je Svato-
vaviinecké, Frankovka, Zweigeltrebe a Rulandské modré [11, 15]. Odradové skladby dle

vvvvvv

pro ¢ervena vina.

2.3.1 Svatovavrinecké

Svatovaviinecké (Obr. 2) bylo zapsano do Statni odriidové knihy v roce 1941. Podle gene-
tické analyzy tato odrida vznikla jako semena¢ burgundskych odrid. Ve Fancii, odkud
pochézi, se nazyva Saint Laurent, v Rakousku Sankt Laurent. U nds se zafala péstovat po
roce 1900, kolem roku 1935 zaujimala asi 1 % ploch vinic u nas. Nyni se v CR péstuje na
pfiblizn€ 9 % celkové plochy vinic. Svatovaviinecké je u nas nejrozsifenéj$i modrou odri-
dou révy vinné a ¢tvrtou odriidou celkem. Odriida se nejvice rozsitila se zavedenim vyso-
kého vedeni révy v Rakousku a u nds, protoZe byla pro tento zplisob péstovani dobie pfi-
zpusobena. Kefe jsou bujného ristu, list stiedni, tii az péti-lalo¢ny, stfedné hluboko vykra-
jovany. Hrozen je stfedni, kénicky, mirné kiidlaty a husty. Cernomodré bobule jsou vétsi-
nou ovalné a z hustého hroznu se nékdy vytlacuji. Bobule uvniti hustého hroznu jsou méné
vybarvené a s vysokym obsahem kyselin. Bobule se zacinaji vybarvovat ke svatku sv.
Vavtince (10. srpna). Na polohy neni naro¢né, snasi i méné zivné pudy. V mladi plodi

dobte, pozdéji se objevuje stiidava plodnost [12, 14].
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Obr. 2 Svatovaviinecké [14]

2.3.2 Frankovka

Frankovka byla zapsana do Statni odridové knihy v roce 1941. Je to pravdépodobné ra-
kouské odrada, na jejimz vzniku se podilela odriida Heunisch. Péstuje se hlavné ve stiedo-
evropskych vinafskych oblastech. Jeji synonyma: Blaufriankisch, Lemberger, Kékfrankos.
U nas se péstuje jen na Morave, v ¢eském vinafském regionu se pro své pozdni zrani ne-
péstuje. Jeji podil na celkové plose vinic CR jiz &ini 4 aZ 5 %, v soucasnosti se projevuje
trend k mirnému zvySeni plochy (nyni tvoti 5,9 %) [14]. Je druhou nejrozsifenéj$i modrou
odriidou na Moravé. Kete jsou bujné, maji vzpiimeny rust, delsi internodia a velké, tmavo-
zelené listy se tfemi mén¢ vyraznymi laloky. Hrozny jsou velké, kiidlaté, volné (Obr. 3).
Bobule stfedni, kulaté, ¢ernomodré. Chut’ je kofenita. Hrozny trpivaji vadnutim tfapiny.

Vyzaduje vyborné polohy, sucho a snasi vapno [12].
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Obr. 3 Frankovka [14]

2.3.3 Zweigeltrebe

Zweigeltrebe (na Obr. 4) se zapsal do Statni odradové knihy roku 1980. Odradu vyslechtil
feditel vinafské Skoly v Klosterneuburgu v Rakousku dr. F. Zweigelt v roce 1922 a o jeji
rozSiteni se zaslouzil po druhé svétové valce dr. Lenz Moser. Pochazi z kiizeni Svato-
vaviineckého s Frankovkou a je Frankovce podobna. Ma velké, tmavozelené listy, vzpfi-
meny rast, sttedné velké, kiidlaté hrozny s modrocernymi, kulatymi bobulemi, jez maji
pevnou slupku a dobte odolavaji plisni Sedé. V teplych oblastech snese i druhotadé polohy.

Vhodna odrtda pro hlinité ptdy, na piscitych ochabuje riist [12].

Obr. 4 Zweigeltrebe [14]

2.3.4 Rulandské modré

Rulandské modré se zapsalo do Statni odriidové knihy roku 1941. Tato odrtida pochazi z
Burgundska a je rozsifena po celém svéte. Nese veétSinou pivodni francouzsky nazev Pinot
noir, v Italii Pinot nero, v Némecku Spitburgunder a v Rakousku Blauer Burgunder, Crni
burgundac na Balkané, Kisburgundi v Mad’arsku. U nés se tato odriida nazyvala ptivodné

Rouci modré. Francouzsky nazev Pinot je odvozen od slova Pin = §iska, protoZe jeho hroz-
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ny ptipominaly §iSky jehlicnanti. Rulandské modré vzniklo samovolnym kiizenim Mlynai-
ky a Traminu. Pinot dal cisai Karel IV. dovézt do Cech z Francie ve 14. stoleti. Pinot noir
ma stiedné velké, tmavé zelené, mirné tii-lalocné listy, sttedné husté olisténi. Hrozny jsou
malé, valcovité, husté (na Obr. 5). Bobule malé, kulaté, modré, s tenkou slupkou, ktera
snadno podléha hnilobé¢, a proto se Slechtitelé snazi vyhledavat klony s méné hustymi hroz-
ny. Duznina je fidk4 s kofenitou chuti. Vyzaduje nejlepsi polohy, na hlinité ptidé dava vina

plna a tmavsich barev, na Stérkovité vina svétlejsi, ale s velmi jemnymi viinémi [12].

Obr. 5 Rulandské modré [14]

2.3.5 Cabernet Moravia

Cabernet Moravia nepatii mezi nejpéstovanéjsi odriudy révy vinné, ale patii mezi ptivodni
moravské odriidy. Tvoii pfiblizné 0,8 % plochy vinic CR a byl zapsan do Statni odriidové
knihy v roce 2001. Odrtadu vyslechtil pan Lubomir Glos v Moravské Nové Vsi kiizenim
Cabernet Franc x Zweigeltrebe. Odriida ma bujny rist, velké, méné délené listy tmavé bar-
vy a stiedné husté hrozny (na Obr. 6). Bobule je stiedné velka, kulatd, ojinéna, ma pevnou
a plisni Sedé odolavajici, modrocernou slupku. Zréani je velmi pozdni. Patii do nejteplejSich

poloh a oblasti [12, 14].

Obr. 6 Cabernet Moravia [14]
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3 CHEMICKE SLOZENI MOSTU A ZMENY OBSAHU
NEKTERYCH LATEK

Hroznovy most je Stéva, ktera se ziska vylisovanim hroznii. Jakost vylisovaného mostu
zavisi na mnohych faktorech - odridé hrozni, vegetatnim obdobi, povétrnostnich podmin-
kach, mnozstvi hroznli na jeden kef aj. [3]. Obsah mineralnich latek ve vinném mostu uda-

va Tab. 2.

3.1 Voda

Voda je hlavni slozkou mostu, jeji obsah je zde od 780 do 850 g/l [5]. Je rozpoustédlem
jinych latek a tvofi zakladni prostfedi chemickych reakci béhem fermentace a zrani vina.
Dulezité jsou i jeji fyzikalni vlastnosti. Ma vysoké mérné teplo, coz znamena, Ze reaguje
pomalu na zmény teploty okoli a zabraiiuje 1 v teplém prostiedi ptilis rychlému ohtati lah-

ve s vinem [6].

3.2 Sacharidy a alkohol

Sacharidy vznikaji fotosyntézou v zelenych Castech rostlin. Nejvyznamnéjsi cukry se na-
chazi v duzing révy vinné [3]. V nejveétsim mnozstvi se vyskytuji dva monosacharidy: glu-
koza, kterd ma sladivost 69 a fruktoza, jejiz sladivost je 114. Glukoza je cukr pravotoCivy s
aldehydickou funk¢ni skupinou, fruktoza je cukr levotocivy s ketonickou funkéni skupinou
(na Obr. 7) [2, 16]. Obsah cukri se vyjadfuje jako cukernatost hrozni, od které¢ je poté

odvozen obsah etanolu ve ving, kterého je zde primérné kolem 12 % [3].

CH,0H

Obr. 7 a-D-glukoéza a a-D-fruktoza [17]
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3.3 Kyseliny

Organické kyseliny jsou dilezitou slozkou hroznového mostu. V obdobi rlstu hroznl se
jejich obsah zvySuje, pii zrani opé€t klesa. V hroznech 1 mostu jsou pfitomny volné nebo
vazané ve formé soli. Obsah kyselin v mostu a viné zavisi na zralosti hroznti, odridé, roc-
niku apod. a je pfiblizn€¢ v rozmezi 6 - 15 g/l [3]. VétSinu kyselin tvofi kyselina vinna
gendraselna stl je Spatné rozpustna ve vodé, nerozpustna v alkoholu a béhem kvaSeni vina
se vyluCuje jako tzv. vinny kdmen [9]. V piirodé nejrozsirenéjsi kyselinou je kyselina
jable¢na, po kyseling vinné druha nejdilezité;si kyselina ve ving. Jeji obsah se béhem kva-
Seni snizuje ¢innosti kvasinek a lze ji zcela odbourat ¢innosti mléénych bakterii pfi jablec-
no-mlééném kvaseni, pfi kterém se rozkladad na kyselinu mlé¢nou a CO, [3]. Kyselina
jable¢na chutna velmi ostfe a kyselina mléénd ma chut’ me¢kéi. V moderni technologii se
jable¢no-mlécné kvaSeni pouziva zejména pii vyrobé Cervenych vin [7]. Dale se zde na-
chédzi v menSim mnozstvi kyselina citronova, jantarova a Stavelova [3]. Je-li vino vystave-
no kysliku, dochazi k octovaténi, coz je choroba vina zpusobena aerobnimi bakteriemi
octového kvaseni, kdy dochazi k oxidaci etanolu na kyselinu octovou. Tento proces vétsi-
nou nastava u vin malo zasifenych a u nedolitych nadob. Obsah kyseliny octové piesahuji-

ci 0,6 g/l je povazovan za znameni nezddouci aktivni bakterialni ¢innosti [1, 19].

3.4 Polyfenolické latky

Do polyfenolil se spole¢né fadi tfisloviny (taniny), antioxidanty a antokyanova barviva. U
révy vinné se nachazi v trapin¢, duzing, slupce a v semenech. Jejich obsah se zvySuje nale-
zenim rmutu a silnéj$im lisovanim. Maji schopnost srazet bilkoviny, konzervuji vino a
zucastiuji se Cifeni vina [8]. Ttisloviny ovliviiuji barvu, hotkost, pribeh starnuti mostu a
vina, dodavaji pocit trpké chuti [3]. Ve slupkdch modrych odrid nebo v duzinach odrad
barvifek jsou obsazeny Cervené antokyany, barviva ze skupiny flavonoidu. Jsou to glyko-
sidy slozené z molekuly cukru a barevné molekuly — aglykonu antokyanidinu. Antokyany
se z bun¢k uvolnuji po umrtveni alkoholem, teplem nebo atmosférou CO; [1, 20]. Fenolic-
ké latky se vyskytuji také u bilych vin, kde jsou zodpovédné za hnédnuti mostu a vina [9].
Mezi fenolické latky se fadi obsahla skupinu sloucenin se silnymi antioxida¢nimi Gc¢inky,
tvoii ji hlavné flavonoidni latky — quercetin, katechin, také barviva antokyany a resverat-

rol, vznikajici ve slupkach bobuli jako fungicid [6, 21]. Pfi pouziti technologie barique
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(zrani vin v dubovych sudech) je vino obohaceno o dalsi skupinu fenolickych latek — vani-

lin, kumarin aj. [22].

3.5 Dusikaté latky

V mostech se vyskytuji jako bilkoviny, aminokyseliny, v menSim mnozstvi amonné soli,
aminy a dusi¢nany. Dusikaté latky maji vliv na celkovou kvalitu vina, zvlasté tvorba buke-
tu vina zavisi na obsahu volnych aminokyselin. Jsou zdrojem dusiku pro metabolizmus
kvasinek a bakterii. Termolabilnich bilkovin (srazi se teplem) je v mostu 1 - 9 % z celko-

vého mnozstvi dusikatych latek. Jsou zodpovédné za tzv. bilkovinné zakaly vina [2, 5].

3.6 Pektinové latky

Pektinové latky se v ptirodé vyskytuji nejvice v ovoci a nachazi se i v hroznech. V nezra-
Iych bobulich se vyskytuje ve vod€ nerozpustny protopektin, ktery pii zrani piechazi na
rozpustny pektin. Po chemické strance se jednd o derivaty polygalaktouronové kyseliny,
kde jsou karboxylové skupiny castecné esterifikovany metanolem [16]. Pektiny jsou v
ptitomnosti kyselin a cukru schopné tvofit rosol, pusobi tak jako ochranné koloidy. Pii
zpracovani hroznti s vy$§im obsahem pektinti zabranuji ziskavani mostu, z tohoto divodu

se vyuzivaji pektolytické ptipravky, které ptitomné pektiny rozrusi 3, 4].

3.7 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory, vytvafené zivou buiikou, které jiz ve velmi malych mnoz-
stvich urychluji nékteré reakce. Procesy probihajici v hroznech, mostu a ve viné u¢inkem
enzymu, mizou byt pozitivni i negativni. Mezi pozitivni patii napiiklad invertdza, ktera
katalyzuje Stépeni sachardzy (nezkvasitelného disacharidu) na zkvasitelIné monosacharidy
glukozu a fruktozu. Dale zde patii jiz vySe zmiflované §tépeni pektinovych latek pektoly-

tickymi enzymy. Nepiiznivé pusobi predevsim oxidazy, které katalyzuji oxidacni reakce a

vvvvvvv

3.8 Aromatické a buketni latky

Aromatické a buketni latky jsou dulezité pfi senzorickém hodnoceni vina. Jednotlivé odri-
dy hroznl se vyznacuji charakteristickym aroma a buketem, pficemz jsou tyto latky jednot-

livych odriid kazdoro¢né témét stejné. Malé zmény jsou zplsobeny vegetacnim obdobim,
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nestejnou zralosti hroznl atd. Za nejaromatictéjsi odridy hrozna se povazuji Tramin, Mus-
kat Ottonel, Sauvignon, Ryzlink rynsky a jiné [3, 8]. Na vyvoj aromatickych latek v hroz-
nech ma vliv 1 pfitomnost uslechtilé plisné Botrytis cinerea, ktera nékdy celkem eliminuje
odridovy buket a charakter hrozni a pfidava mu specifickou chut’ a viini. Podle tvorby se

mohou aromatické a buketni latky délit na:
e Primarni aromatické latky, jez jsou obsazeny v hroznech, pfechazi do mostu a vina.

e Sekundarni aromatické latky, vznikajici v pribéhu alkoholového kvaseni ¢innosti

mikroorganizmu.

e Sekundarni aromatické latky vznikajici pfi zrani a oSetfovani vina vzéjemnym pa-

sobenim latek, pfipadné pouzitim specidlnich technologii.
e Aromatické latky, které vznikaji vzajemnym slu¢ovanim pfedchazejicich AL [2, 3].

Hlavnim produktem fermentace je etanol, jehoz obsah je zavisly od predeslé koncentrace
zkvasitelnych cukrl. Jeho obsah se béZzné€ pohybuje v rozmezi 9 — 13%. Podili se na plnosti
a extraktivnosti vina, podporuje aroma ve viné. DalSim, avSak nezddoucim produktem je
metanol. Ten vznika odbouravanim pektinii a zvySuje se intenzivnim nakvaSenim rmutu.
Tzv. plnost dodava vinu glycerol, ktery je tvofen na pocatku fermentace divokymi kmeny
kvasinek. Glycerol patii do skupiny vyssich alkoholt, které se oznacuji jako ptiboudlina. Z
dalSich latek, které¢ maji vliv na chut’ a viini vina jsou to volné nebo esterifikované alkoho-
ly, acetaldehyd, formaldehyd, aceton, diacetyl, vanilin, estery, t€kavé kyseliny (octova,
maselna,valerova), atd. Povoleny obsah tékavych kyselin je dan vyhlaskou 297/2000 Sb [4,
10, 23].

3.9 Mineralni latky a vitaminy

Ve viné jsou ve stopovém mnozstvi obsazeny ptedevSim vitaminy skupiny B (thiamin,
riboflavin, niacin, kyselina panthotenova, pyridoxin, biotin, kyselina listova, kobalamin) a
vitamin C. Mineralni latky, které se stanovuji jako popel, se v mostech nachézi v mnozstvi
od 3 do 5 g/l. Do hroznového mostu se dostavaji jednak z plidy vinohradu, a také pii zpra-
covani a uskladnéni mostu a vina. V nejvétsim mnozstvi jsou zastoupeny draslik, vapnik a
hot¢ik. Ve stopovych mnozstvich se zde nachazi titan, vanad, stroncium, molybden, bari-
um, kobalt, kadmium, nikl, chrom aj. Obsah mineralnich latek zavisi nejen na odradé, ale

hlavné na hnojeni pliidy a obsahu vody v pudé¢ - v sezoénach s nadprimérnymi srazkami je
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obsah ML vys§i. ML spoluptisobi pfi biochemickych a fyzikalné-chemickych procesech
jako stopové prvky, Casto jako katalyzatory. Béhem kvaseni a €isténi vina se jich ¢ast vy-

srazi, takze je jejich obsah ve viné€ podstatné nizsi nez v ptivodnim mostu [2, 3].

Tab. 2 Obsah mineralnich latek ve vinném mostu [3]

Slozka Obsah [mg]

kyselina fosforec-
80 - 160
na

kyselina sirova 40 - 100

kyselina kiemicita 20 - 40

chlor 20 - 60
draslik 500 - 900
vapnik 40 - 90
hoi¢ik 30-50

sodik 10-25
zelezo 4-20

bor 100

3.10 Tuky, vosky a oleje

Hroznovy most obsahuje i1 tukové latky. Ty vznikaji v hroznech a postupnym zranim se
jejich obsah zvysuje. Jejich hlavnim zdrojem jsou semena, ve kterych se nachazi olej v
mnozstvi od 4 do 20 %. Pfevazna ¢ast tohoto oleje zlstava v hroznovych vyliscich, takze v
mostu uz je jen malé mnozstvi tohoto oleje. Vina z modrych odriid hrozni obsahuji vétsi
mnozstvi tukovych latek, je to zpisobeno naleZenim semen pii nakvaseni [2, 3]. Olej je
mozné ziskat lisovanim nebo extrakci. Olej z Cerstvych hroznovych vyliskl je kvalitni a
muze se pouzit jako jedly olej. Hlavnimi slozkami tohoto oleje jsou kyseliny stearova,
palmitovd, linolenové a kyselina maselna. Fyzikalné-chemické vlastnosti oleje jsou nasle-

dujici:
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e Hustota, pom&r mezi hmotnosti a objemem, je v rozmezi 0,916 - 0,930 g/cm’.
e Viskozita charakterizujici vnitini tfeni, se pii 20°C pohybuje od 45,5 az 48,0 Pa-s.

o Koeficient refrakce pti 40°C, ktery stanovuje index lomu "n" pii ptechodu paprskii

z jednoho prostfedi do druhého, je v rozmezi hodnot 1,460 az 1,471.

e Cislo zmydelnéni je 176,1 - 221,9 a udava mnozstvi miligrami hydroxidu drasel-

ného, které je zapottebi k zmydelnéni kyselin, jez jsou obsazeny v tuku.

e Jodové ¢islo je ukazatelem obsahu nenasycenych kyselin v tucich a je vyjadieno
mnozstvim gramu jodu, které se sloucily se 100 g tuku. U vinného oleje je jodové

¢islo 75,5 - 157.

e Cislo kyselosti je ukazatelem obsahu volnych kyselin v oleji. Ukazuje pocet mili-
gramil hydroxidu draselného ktery je zapotiebi k neutralizaci kyselin v jednom

gramu tuku. Je v rozsahu hodnot 0,29 - 1,01.

e Esterové Cislo je 184,0 - 190,3, udava mnozstvi hydroxidu draselného v miligra-
mech potfebné ke zmydelnéni esterii obsazenych v 1 g latky. Vypocita se z rozdilu

¢isla zmydelnéni a ¢isla kyselosti [3, 24, 25, 26].

Vino po prokvaseni obsahuje vzdy vice tukovych latek nezZ most. Do vina se tuky dostavaji
jak z mostu, tak z kvasinek, které obsahuji az 7 % lipidi [2, 3]. Mastné kyseliny se v mostu
a viné nachdzi jak volné, tak vazané - predevSim ve form¢ esterii kyselin maselné, palmi-
tové, stearové, linolenové atd. Ob¢ formy pfispivaji k chuti vina: t¢kavé mastné kyseliny a
etyl-estery s ovocnym aroma piimo, nepiimo pak nenasycené mastné kyseliny jako pre-
kurzory aldehydt a alkoholti s bylinnou chuti. Navic v Sumivych vinech ovliviiuji mastné

kyseliny tvorbu pény a jeji stabilitu [27].

Néektefi autofi uvadéji potize stanovit jednou analytickou metodou mastné kyseliny jak
volné, tak vazané, t€kavé a netékavé, s riznymi urovnémi koncentraci v jakych se vyskytu-
ji v mostech a vinech. Mimoto nékteré mosty a vina obsahuji slouceniny (fenolické latky,
chutové slozky, atd.), které zasahuji do analyzy mastnych kyselin. Obvyklé analytické
metody pro stanoveni mastnych kyselin zahrnuji extrakci, derivatizaci na metyl-estery a
plynovou chromatografii. Derivatizace je vhodna pro mén¢ tékavé mastné kyseliny. [27,

28, 29, 30].
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Vosky, které se nachéazi na slupkach bobuli, maji dilezitou lohu béhem vegetace. Umoz-
nuji lehké stékani destové vody, zabranuji vypafovani a zabranuji vnikani mikroorganizmt
do bobuli. Mnozstvi vosku v hroznech je riznorody a pohybuje se v rozmezi od 16 do 89
/100 kg hroznti. Mnozstvi vosku zavisi na odriidé a vegetaénim obdobi. Na 100 cm® po-
vrchu slupky se udrzi 8,6 - 16,8 mg vosku. Pfirodni vosky mostu se skladaji z volnym

mastnych kyselin, vysokomolekularnich alkoholt, parafinovych uhlovodiku aj. [2, 3].
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4 KVASINKY

Kvasinky a kvasinkové mikroorganizmy jsou v pfirod¢ velmi rozsifeny. Protoze maji vét-
Sinou sacharolytické schopnosti, vyskytuji se piredev§im na materialech obsahujicich cuk-
ry, tj. na ovoci, zvlasté bobulovém a peckovém (hrozny, Svestky apod.), a na cukernatych
potravinach. Dale jsou v kvétnich nektarech, vyronech stromt, v pudé, ve vzduchu, ve
stfevnim traktu lidi, zvifat a nékterého hmyzu (napt. véel). Sifi se riznymi prenasedi, hlav-
n¢ hmyzem, vétrem apod. Ve vzduchu je nejvice kvasinek v dobé kvétu stromti a v dobé
zrani Svestek a hroznli. Tato obdobi proto pfinaSeji nejveétsi riziko vzdusné kvasinkové
kontaminace. V kvétnich nektarech byvaji nejcastéji pritomny oxidacni typy (nejvice
Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces, v mensi miie i Candida). Na povrchu mék-
kého ovoce prevladaji hlavné kvasné typy (Saccharomyces, Saccharomycodes, Kloeckera).
Jako vzdusné kontaminace se nejcastéji vyskytuje Rhodotorula, nebot’ karotenoidni barvi-

vo chrani jeji buiiky pred smrticimi u¢inky ultrafialové slozky slune¢nich paprskt [31, 32].

4.1 Cytologie kvasinek

Vegetativni kvasinkovd bunka se sklada ze silné a pevné bunécné stény, jemné cyto-
plazmatické membrany, cytoplazmy, jeZ obsahuje fadu membranovych struktur a jadra,

kter¢ je od cytoplazmy oddé¢leno dvojitou jadernou membranou.

Bunééna sténa ma pevnou a silnou strukturu, ktera dava butice tvar a chrani ji pfed mecha-
nickymi vlivy a pfed osmotickym Sokem. Velkymi péry stény mohou volné prochéazet
vSechny slouceniny kromé slouc¢enin vysokomolekuldrnich, jako jsou polysacharidy a bil-
koviny. V elektronovém mikroskopu bylo zjisténo, ze sténa kvasinek rodu Saccharomyces
je tvofena tfemi vrstvami, jez zfejmé nejsou zcela nezavislé a 1isi se chemickym slozenim.
Hlavni slozkou bunééné stény kvasinek jsou polysacharidy, nebot’ piedstavuji 80 % suSiny
stény. Maji strukturu vldken, kterd tvofi hustou pevnou splet. Tato splet’ je vyplnéna bil-
kovinami, které pfedstavuji 6 az 10 % suSiny stény. Ve sténé kvasinek je také ptfitomno
kolisavé, ale vétSinou malé mnozstvi lipidi a fosfolipida (3 az 10 %) a dale fosforecnany,
vazané esterovymi vazbami na polysacharidy. Hlavni sloZkou sténovych polysacharid
kvasinek jsou glukany, jejichz stavebni kameny tvoti gluk6za. U nékterych druht kvasinek
(napft. S. cerevisiae) jsou ve stén¢ jesté pritomny mannany a dale malé mnozstvi glukoza-
minu a chitinu (tj. polysacharidu obsahujiciho N-acetylgluk6zamin). U Saccharomyces

cerevisiae je vnitini vrstva stény (tj. vrstva sousedici s cytoplazmatickou membranou) slo-
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zena z glukanu a bilkovin, pak néasleduje glukomannan s bilkovinami a na povrchu se na-

chédzeji mannany s bilkovinami a malym mnozstvim lipida [31, 32].

Cytoplazmaticka membrana kvasinek, nékdy nazyvand plazmalema, je pomérné tenka. Je
sloZena z lipidii a proteinil a vytvari ¢etné vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. Je volné
propustnd pouze pro malé¢ molekuly bez néboje, a tvofi proto osmotické rozhrani mezi
bunikou a vné&j§im prostfedim. Je sidlem transportnich mechanizmti, umoziujicich jednak

piijem urcitych latek bunikou, jednak transport latek z buniky do prosttedi [31].

Cytoplazma kvasinek obsahuje obsahuje systém dvojitych membran, jenz se nazyvéa endo-
plazmatické retikulum. Na vnéj$Sim povrchu membran jsou Cetnd zrnicka polyzomi, tj.
agregatli ribozomi, v nichZ se syntetizuji bilkoviny. Endoplazmatické retikulum tvoii v
bunice rizné nadobky a oddéleni, obsahujici rtizné enzymy a rezervni latky. Déle jsou v
cytoplazmé kvasinek pfitomny mitochondrie, jez jsou slozeny hlavné z bilkovin, lipidi a
fosfolipidi. Obsahuji také RNA a malé mnozstvi DNA, ktera je nositelem mimojaderné
dédicnosti kvasinek. Vakuola patii k nejnapadnéjSim slozkam cytoplazmy kvasinek. Uvnitf
vakuol jsou ulozeny hydrolytické enzymy, jako proteinazy, ribonukledza a esteraza. Kromé
toho obsahuji vakuoly jesté polyfosfaty a velkou zasobu draselnych iontli, aminokyselin a
purini, takze jsou rezervoarem latek, jez se pravé neucastni metabolizmu. Dal§im mem-
branovym utvarem v cytoplazmé je Golgiho aparat, systém plochych méchyikt a cisteren.
Predpoklada se, ze jeho funkci je transportovat prekurzory bunécéné stény z cytoplazmy
ptes cytoplazmatickou membranu. Krom& membranovych utvart se v cytoplazmé kvasinek
nachazeji zfetelna zrnicka rezervnich latek, predevsim volutinu (tj. polymetafosfatu) a po-
lysacharidu glykogenu. U nékterych rodu kvasinek (napt. Rhodotorula) se jako rezervni
latka vyskytuje tuk, ktery ve formé velké kapky miize za vhodnych kultivacnich podminek
(vysoky pomér vyuzitelného zdroje uhliku k vyuZzitelnému dusiku) dosdhnout az 60 % su-

Siny buiiky [31, 32].

4.2 Chemické sloZeni bunécné hmoty kvasinek

Bunécna hmota kvasinek obsahuje 65 az 83 % vody. Obsah vody zavisi na druhu kvasinek,
stafi bun¢k a kultiva¢nich podminkach. Také sloZzeni suSiny kvasinek zavisi na téchto Cini-
telich. Nejvice analytickych udaji o slozeni suSiny bun¢k bylo ziskano u druhu Saccharo-
myces cerevisiae a u druhu Candida utilis. Hlavni podil suSiny kvasinek tvofi bilkoviny

(obycejné kolem 50 %) a dale glykogen ( u S. cerevisiae az 30 %). Nukleové kyseliny
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predstavuji 10 % suSiny, strukturni polysacharidy (hlavné slozka stény) kolem 5 % a popel
kolem 8 %. Z organickych sloucenin vyskytujicich se v nizkych koncentracich jsou zde
vitaminy skupiny B (B, B,, Bg), provitamin D (ergosterol) a u nékterych rodt (napt. Rho-
dotorula a Rhodosporidium) také provitamin A (tj. B-karoten). Hlavni slozkou popela je
oxid fosforecny, jehoz obsah v suSin¢ Ize rovnéz do urcité miry regulovat sloZzenim kulti-
vaéniho prostiedi. Z iontii kovii je v nejvétsim mnoZstvi zastoupen K*, zatimco Mg”", Ca*"
a Na' je mnohem méné, ostatni prvky se vyskytuji jen ve zlomcich procenta. Elementarni
sloZeni kvasinkové biomasy v susin¢ uvadi tabulka 4. [31, 32]. Jak jiz bylo vySe napsano,
kvasinky obsahuji kolisavé, ale vétSinou malé mnozstvi lipidi a fosfolipidt. Staré a dobie
zivené kvasinky mohou obsahovat az 20 % tuku v suSin€. Z mastnych kyselin se nejvice
vyskytuje palmitova, olejova a linolova kyselina (celkem 80 % vSech kyselin), déale jsou
pfitomny laurova, myristova, palmitoolejova, stearova a linolenova kyselina. U kvasinek
Candida utilis je obsah fosfolipidii v suSin¢ primérné kolem 4,5 %. Vé&tSinu tvoii lecitin a
kefalin. Tvoii dilezitou slozku bunéénych stén. Slozeni fosfatidt kvasinek S. cerevisiae

uvadi Tab. 3 [33, 34].

Tab. 3 Slozeni fosfolipida kvasinek S. cerevisiae [33]

Fosfolipid % celkového fosfolipidu
Fosfatidyletanola-
. 31,2
min

Fosfatidylinositol 29,7
Fosfatidylcholin 25,3
Fosfatidylserin 6,2
Kardiolipin 3,8
Fosfatidova kyselina 2,3

Tab. 4 Elementérni slozeni kvasinkové biomasy v susin¢ [33]

' % susiny (primérna hodno-
Slozka % suSiny )
ta

uhlik (C) 44 - 50 47
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vodik (H) 5-8 6,5
Kyslik (0)| 30-36 33
dusik (N) 7-12 9,5
P,0s 19-55 2,6
K>O 1,4-43 2,5
CaO 0,005 - 0,2 0,05
MgO 0,1-0,7 0,4
ALO; | 0,002 -0,02 0,005
SO, 0,01 - 0,05 0,03
Cl 0,004 - 0,1 0,02
Fe,0s | 0,005 -0,012 0,007
Cu 107 - 10" 2%10™
SiO, 0,02 -0,2 0,08
popel 4-11 7,7
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5 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni metoda, tedy metoda, pfi které se oddé€luji slozky obsazené ve
vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni
faze je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Vzorek se umisti na zacatek SF. Pohybem
MF prtes SF je vzorek touto soustavou undsen. Slozky vzorkti mohou byt SF zachycovany,
a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou SF poutany silnéji. Tim se
postupné slozky od sebe separuji a na konec SF se diive dostavaji slozky méné zadrzované

[35].

V plynové chromatografii se vzorek davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou.
Proto se mobilni fize nazyva nosny plyn. Schéma GC je na Obr. 8. Aby vzorek mohl byt
transportovan, musi se ihned pifemeénit na plyn. V kolon¢ se slozky separuji na zékladé
rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor.
Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pritbéhu intenzity signalu se ur¢i druh a
kvantitativni zastoupeni slozek. Pro nutnost pfemény analytli v plyny miizeme separovat
takové latky, které maji dostatecny tlak syté pary, jsou tepelné stalé¢ a maji relativni mole-
kulovou hmotnost mensi nez 1000. Obecné muze byt plynova chromatografie pouzita k
separaci plynl, vétSiny nedisociovatelnych kapalin a pevnych organickych molekul a
mnoha organokovovych latek. Neni pouzitelna pro separaci makromolekul, organickych a
anorganickych soli. Castym postupem je chemicka zména analytll nevyhovujicich vlast-

nosti na derivaty, které mohou byt v analyze plynovou chromatografii pouZzitelné [35, 36].

Injektor vzorku

/
Regulator pritoku —/\'/\_

\. Fapisovac (pocitac)
<] -
\

Detektor

Mosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obr. 8 Zjednodusené schéma plynového chromatografu [36]
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Plynova chromatografie se obvykle déli na chromatografii v systému plyn - pevna latka
(GSC) a na chromatografii plyn - kapalina (GLC). V ptipadé GSC je distribuce analytu
mezi stacionarni a mobilni fazi zalozena na adsorpci. GLC je piikladem rozdé€lovaci chro-
matografie, kdy dochazi k rozpusténi latky v obou fazich. Kapalna faze je v koloné ukot-
vena, musi mit nizkou tenzi par a musi byt chemicky stabilni i pfi vysoké pracovni teplot¢.
Jako kapalné stacionarni faze pro GLC se Casto pouzivaji napt. polyetylenglykoly, polyes-

tery nebo polysiloxany [35, 36].

Mobilni faze je zde pfedstavovana nosnym plynem. Jako nosné plyny se nej€astéji pouzi-
vaji vodik, dusik, helium, argon. Pfi volbé nosného plynu se uvazuji nasledujici faktory:
viskozita, u€innost, Cistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru a cena plynu. Priitok mo-
bilni fAze musi byt optimalizovan tak, aby se dosdhlo co nejlepsiho rozdéleni latek na ko-

long¢, tj. nejmensiho rozsifeni zon separovanych latek. [36, 37]

5.1 Kolony v plynové chromatografii

V plynové chromatografii se pozivaji napliové nebo kapilarni kolony.

5.1.1 Napliové kolony

Jsou to trubice naplnéné sorbenty nebo nosici pokrytymi kapalnou fazi. Jsou vyrobeny z
oceli nebo skla. Vnitini primér kolony je 2 az 3 mm, délka 1 az 3 m. Maji vyssi kapacitu
nez kapilarni kolony. Pfiklady naplni adsorbenti pro adsorpéni chromatografii jsou sili-
kagel, grafitizované saze a alumina (oxid hlinity). Jako molekulova sita se pouZivaji hlini-
tokiemicitany. Nosice kapalné faze pro rozdélovaci chromatografii byvaji napiiklad na
bazi kfemeliny (oxid kiemicity). Mikrondpliiové kolony jsou moderni G¢inné napliové
kolony, které maji maly pramér a obsahuji velmi malé ¢astice naplné (napf. priméru pou-
hych 10 um i méné¢). Proto je pii stejné délce jako u bézné naplinové kolony dosahovano

vy$si uéinnosti separace [35].

5.1.2 Kapilarni kolony

Jako nosice stacionarni faze vyuzivaji své vnitini stény. Vyrabéji se obvykle z taveného
kfemene. Vnitini primér kolon je v intervalu 0,1 - 0,6 mm, tloustka filmu stacionarni faze
0,25 - 5 um, délka 15 - 60 m, kapacita 50 ng - 15 pum a tc¢innost 1000 - 3000 teoretickych

pater na 1 m. Pro vétSinu aplikaci postacuje délka kapilary 30 m. VéEtsi primér kolony dava
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moznost pojmout vice vzorku. Pouziti mensich praméra kolon vede k vyssi u€innosti, ale
nizsi kapacité. UZS8i kolony nemohou byt tak dlouhé, protoze by byl prodlouzen ¢as sepa-
race. Obecné tedy plati, Ze roste-li vnitini primér a tloustka stacionarni faze, G¢innost se-
parace se snizuje. Kapildra je obalena polyimidovou vrstvou, ktera dava kiehkému mate-
ridlu kolony pruznost a brani ho ptfed zlomenim. Kolonu chrani do teplot 350°C. Termicky

stabilnéjsi hlinikova vrstva mtize byt pouzita do 425°C. [35, 36, 37]

5.2 Detektory v plynové chromatografii

Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na pfitomnost analytu a vysila sig-
ndl, jenz je zaznamenavan v zavislosti na ¢ase. Detektor sleduje takovou vlastnost plynu z
kolony, ktera zavisi na druhu a koncentraci slozek (analyticka vlastnost). Musi mit dosta-
tecnou citlivost (nizky detek¢ni limit) a jeho odezva by méla byt linearni funkci obsahu
analytu. Citlivgjsi detektor zmeéni signal pifi urcité zméné obsahu slozky vice nez detektor
méné citlivy a je schopen detekovat niz§i nejmensi postfehnutelny obsah slozky. Dtlezi-
tym pozadavkem je vysoka selektivita pro stanovované analyty. Nejpouzivangjsi jsou te-

pelné-vodivostni detektor, plamenovy ionizac¢ni detektor a detektor elektronového zachytu.

135, 36]

5.2.1 Tepelné vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector - TCD)

TCD (na Obr. 9) je typem univerzalniho detektoru. Nosny plyn proudi ptes vlakno zhavené
stalym elektrickym proudem a ochlazuje je na urcitou teplotu. Pfitomnost slozky zméni
tepelnou vodivost prostfedi kolem zhavého vldkna, a tim jeho teplotu a elektricky odpor.
Obvykle se pracuje se dvéma Zhavenymi vladkny. Pfes jedno proudi €isty nosny plyn, ptes
druhé proudi plyn z kolony. Jejich elektrické odpory se porovnavaji ve Wheatstonove
mustku. Pfitomnost slozky se projevi jeho rozladénim. Pro pouZiti je dulezita volba nosné-
ho plynu. Jeho tepelnd vodivost se ma co nejvice odliSovat od tepelné vodivosti analyzo-
vanych slozek. Proto se dava prednost vodiku a heliu pfed dusikem. Nejvice se pouziva pti
analyzach anorganickych plynt a nizkomolekularnich organickych latek. Jeho citlivost je

mens§i, detek¢ni limity jsou v mikrogramech analytu. [35]
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Obr. 9 Tepeln¢ vodivostni detektor [37]

5.2.2 Ionizac¢ni detektory

Funkce ionizac¢nich detektort je zaloZena na vedeni elektiiny v plynech. Zakladem apara-
tury je izolovana nadoba, kterou proudi plyn pies dvé kovové desky (elektrody), mezi ni-

miz je elektrické pole [35].

5.2.2.1 Plamenovy ionizacni detektor (Flame Ionization Detector - FID)

Molekuly plynu se ionizuji v kyslikovodikovém plameni a vedou ionizacni proud mezi
elektrodami. Nosny plyn se pfed vstupem do hotaku misi s vodikem, vzduch je pfivadén z
vnéjSku - schéma na Obr. 10. Pfitomnost slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi.
Detektor je velmi citlivy. Detekéni limity jsou v piktogramech analytu. Jako nosny plyn se
hodi nejlépe dusik, ale pouzitelné jsou i ostatni nosné plyny. Detekuje prakticky vse, s vy-
jimkou anorganickych par a plyni (necitlivost na vodu sice nabizi moznost jejiho pouziti
jako rozpoustédla, ale voda snizuje odezvu detektoru a miize az zhasnout horak). Organic-
ké latky se teplem plamene S$té€pi na radikaly, které s vodikem v redukéni ¢asti plamene
davaji radikaly - CH . Ty se oxiduji za vzniku ionti CHO" a elektrond, coZ je rozhodujici
pro odezvu detektoru. lonty zanikaji rekombina¢nimi reakcemi, napt. s vodou (vznik iontu
H;0", ktery posléze zachyti elektron za vzniku vody a radikalu - H ) a s heteroatomy mo-
lekul organickych sloucenin. Odezva detektoru roste s poctem uhlikovych atomi poskytu-
jicich ionty CHO" a klesa s piitomnosti heteroatomii v molekule. Proto je detektor velmi

citlivy na uhlovodiky [35, 36].
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Obr. 10 Plamenovy ioniza¢ni detektor [37]

5.2.2.2 Plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem (AFID)

V ucinném prostoru je obsazena sul alkalického kovu. lonty alkalického kovu se teplem
kyslikovodikového plamene dostavaji do plynné faze. Tady reaguji s heteroatomy organic-
kych latek, zejména s fosforem a dusikem. Proto organické slouceniny s témito prvky da-

vaji vyrazné veétsi signal [36].

5.2.2.3 Bezplamenovy detektor s alkalickym kovem

Zdrojem iontii alkalického kovu je elektricky vyhtivané stl alkalického kovu. Na jejim
povrchu se ptisobenim vysoké teploty spaluje vodik. Energie pfi spalovani nesta¢i na ioni-
zaci uhlovodiki, ale staci na specifické reakce s fragmenty obsahujicimi fosfor a dusik.
Velka selektivita a citlivost na tyto latky umoziuje pouzit tento detektor na detekci opiata,

latek pouzivanych k dopingu apod. [35, 36].

5.2.2.4 Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector - ECD)

Radioaktivni zaFi¢ “Ni svym zafenim B (proud rychlych elektroni) ionizuje molekuly du-
siku jako nosného plynu a vyvolavé ionizaéni proud: N, + B~ — N, + 2¢” Uvolnuji
se pomalé elektrony, které zachycuji elektronegativni atomy slozek, a tim snizuji ionizacni
proud. Velmi citlivy je tento detektor na halogenované slouceniny. Citlivy je také na slou-
eniny obsahujici fosfor, kyslik, siru, olovo, nitrosloudeniny a areny. Mize zachytit 102

mol analytu [35, 36]. Schéma ECD je niZe na Obr. 11.
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Obr. 11 Detektor elektronového zachytu [37]

5.2.2.5 Fotoionizacni detektor (Photolonization Detector - PID)

Tento detektor je nesmirné citlivy (100-krat vice nez FID). lonizaci latek zptisobuje ultra-
fialové zéafeni. Vhodnou volbou vinové délky ultrafialového zéfeni se vyznamné ovlivni
selektivita detektoru. Ionizovany jsou organické latky, kyslik, amoniak, sulfan. Neionizuji
se nékteré anorganické plyny, naptiklad dusik, oxidy uhelnaty a uhli¢ity, helium a voda

135, 36].

5.2.2.6 Hmotnostni spektometr (MS)

Jeho spojeni s plynovym chromatografem ma velky vyznam. Ionty jsou v hmotnostnim
spektrometru analyzovany kvadrupdlovym analyzatorem nebo jeSté méné mista vyzadujici
iontovou pasti, kde je prostor analyzy iontli spole¢ny s iontovym zdrojem. Nepostradatelné
je spojeni GC-MS tam, kde se provadéji identifikace neznamych slozek smési. Pro kazdou
slozku lze ziskat jeji hmotnostni spektrum a identifikovat ji porovnanim jejiho spektra s

knihovnou spekter sloucenin ulozenou v pocitaci. [35, 36]

5.3 Vyuziti GC-FID ke stanoveni esterti mastnych kyselin v potravinach

Plynové chromatografie je separacni metoda pouZzivana pro stanoveni mastnych kyselin.
Mastné kyseliny se v rostlinnych olejich vétsinou vyskytuji jako netékavé triacylglyceroly.
Proto je nutné pfed samotnou analyzou na GC pfeménit mastné kyseliny na jejich estery
[38, 40, 41]. BéZné analytické metody pro stanoveni MK zahrnuji jejich extrakci, derivati-
zaci na metylestery a samotné stanoveni pomoci GC [27, 30]. Metoda stanoveni esterti

mastnych kyselin s vyuzitim plynové chromatografie s plamenové-ionizaénim detektorem
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je pouzitelna pro vzorky rostlinnych olejii, neni vhodna pro stanoveni mastnych kyselin
obsahujicich vétsi mnozstvi epoxy-, hydroperoxy-, cyklopropyl-, cyklopropenyl-, keto- a

aldehydickych skupin a pro mastné kyseliny s mén¢ nez Sesti uhlikovymi atomy. [39]
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE DIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace byla v teoretické ¢asti zam¢efena na:
e Nejvyznamnéj$i mastné kyseliny a jejich estery u hroznového vina
e Nejdulezit€jsi odrady cerveného vina vinafské oblasti Morava
e Technologii vyroby vina

V praktické ¢asti je prace zamétena na:

e Metodiku stanoveni mastnych kyselin

e Analyzu odebranych vzorkt hroznového vina
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Analyzované vzorky hroznového vina

Byly pouzity vzorky odrtid Cabernet Moravia a Zweigeltrebe od dvou vinaii z vinatské
obce Polesovice, ktera spada do vinai'ské podoblasti Slovacko. Pro analyzu byly odebirany
vzorky po probéhnuti hlavniho kvaseni. Prvni den odbéru vzorku je dnem zaockovani bak-
teriemi JMK. Odbér se provadél vzdy ve stejny den jak z vina zaockovaného bakteriemi

JMK, tak z vina bez bakterii (kontrolni vzorek).

Vinat €. 1 odebiral vzorky kazdy tfeti den od zacatku prosince 2010 az do pocatku ledna

2011.

Vinaf &. 2 odebiral vzorky vzdy po dvou tydnech. Casovy interval odbérii byl u Zweigel-
trebe od konce tijna 2010 do poloviny biezna 2011, u Cabernet Moravia se vzorky odebi-
raly od konce listopadu 2010 do poloviny dubna 2011. Zweigeltrebe byl zaockovan 28.10.
2010 a Cabernet Moravia 24.11. 2010.

7.2 Preparat pro zaofkovani vina bakteriemi JMK

Pro zaockovani vin byl pouzit startovaci preparat BIOSTART FORTE SK2. Jedna se o
koncentrovanou kulturu bakterii pro pfimé nastartovani biologického odkyseleni v bilém a
cerveném ving. Pouziva se pro biologické odbourani kyseliny jablecné. Jedna se o zamra-
zeny a suseny startovaci preparat vybrany z kmenu Leuconostoc oenos (Oenococcus oeni).

Izolace byla provedena ze spontanniho odkyseleni.

7.3 Priprava vzorku

7.3.1 PouZité chemikailie a material
e Dglici nalevky, automatické pipety a bézné laboratorni sklo
e Destilovana voda
e Hydrogencitrat disodny (dodavatel Sigma-Aldrich)
e Sodium metoxide (dodavatel Sigma-Aldrich)

e Metanol (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uherky Brod)
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¢ Dioxan (dodavatel Sigma-Aldrich)

e Pentan (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uherky Brod)

7.3.2  Uprava vzorki

Vzorky vin Zweigeltrebe a Cabernet Moravia od obou vinaii byly ihned po samotném
odbéru zmrazeny na -18°C. Pii laboratornim odbéru byly Setrné¢ rozmrazeny a rozpipeto-

vany do mikrozkumavek, kde byly uchovany do dalsi Gpravy k méfeni pfi teploté -18°C.

Ptfed samotnou upravou vzorkd byl ptipraven 15% roztok hydrogencitratu disodného s

destilovanou vodou a 5% roztok sodium metoxidu s metanolem.

Automatickou pipetou byly odebrany 2 ml vzorku, které se prevedly do d¢€lici nalevky a
nasledné bylo pfidano 5 ml dioxanu. Obsah nalevky se protfepal a bylo ptidano 5 ml roz-
toku metoxidu. Obsah nalevky se opét protepal a nechal odstat 90 s. Poté bylo ptidano 20
ml pentanu, smés se promichala a déale se pfidalo 10 ml roztoku citratu. V délici nalevce
vznikly 2 faze: spodni hydrofilni, ktera byla odpusténa, a vrchni hydrofobni, kterou tvoril
pentan a extrahované estery mastnych kyselin. Z takto vytvofeného vzorku byla ¢ast pre-

vedena do vialky pro nésledujici analyzu. Celé prace probihala v digestofi.

7.4 Analyza pomoci GC-FID

Pro kvantitativni i kvalitativni analyzu metylesterd mastnych kyselin byl pouzit plynovy
chromatograf s plamenové-ionizacnim detektorem Shimadzu GC 2010 na Obr. 12. NiZze v
Tab. 5 jsou uvedeny parametry pouzité pii méteni na GC-FID. Jako mobilni faze se pouzil
dusik 5.0. Software GC Solution slouzil k vyhodnoceni namétenych vysledkii. Pomoci
srovnani se standardem bylo zjisténo kvantitativni zastoupeni jednotlivych mastnych kyse-

lin.

Tab. 5 Parametry pouzité pti mefeni na GC-FID

Parametr méteni Hodnota parametru
kolona SPB-PUFA
délka kolony 30 m

tloustka filmu stacionarni faze 0,20 um
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inner diameter 0,25 ID
vsttikovany objem vzorku 1,0 ul
splitovaci pomér 1:100
teplota vstupniho nastfikového prosto- | 50°C
ru

teplota vystupniho prostoru 220°C

Obr. 12 Shimadzu GC 2010

7.4.1 Standard

Pro analyzu byl pouzit standard Food Industry FAME Mix od spole¢nosti RESTEK.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Mastné Kkyseliny stanovené pii méreni

Mastné kyseliny stanovené ve vzorcich vina jsou uvedeny v tabulce 6.

Hodnoty obsahu estertt MK jsou uvedeny jako primér, ktery byl ziskdn ze 4 méteni (tedy
prumér ze 4 hodnot). Relativni vybérova smérodatna odchylka nikdy neptekrocila hodnotu

5 % z pruméru.

Prvni den odbéru vin je dnem zaockovani, kdy byly odebrany vzorky z nadrzi jak kontrol-
nich vin, tak vin, do kterych se pfidavalo inokulum bakterii JMK. To slouZzilo k ovéfeni, Ze

byly pocatecni obsahy MK stejné.

Tab. 6 Mastné kyseliny, jejichz metylestery byly stanoveny ve vzorcich vina

Pocet uhli- Systematicky na- Trivialni na-
ka zev zev
Co6 hexanova kapronova
C12 dodekanova laurova
Cl14 tetradekanova myristova
C18 oktadekanova stearova

Tab. 7 Zastoupeni metylestert mastnych kyselin (ug/l) ve vzorcich vina Cabernet Moravia

v zavislosti na dobé odbéru béhem JMK u vinare ¢. 1

ockované vino kontrolni vino
den odbeé-
Cé6 Cl4 C18 Cé6 Cl4 Cl18
ru
1 4019,71 | 763,40 | 285,02 | 4019,71 | 763,40 | 285,02

15 3994,73 | 159,13 | 331,98 | 4106,17 | 685,86 | 221,13

32 3979,52 | 137,35 | 377,25 | 4192,67 | 677,16 | 197,69
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U vzorkt vina Cabernet Moravia vinaie €. 1 byly stanoveny kyseliny kapronova, myristo-
va a stearova. Kyselina kapronova se vyrazn¢ neménila, obsah myristové klesl u obou

vzorkli a mnozstvi stearové u zaockovaného vina vzrostlo, u kontrolniho naopak kleslo.

Tab. 8 Zastoupeni metylesterti mastnych kyselin (ng/l) ve vzorcich vina Cabernet Moravia

v zavislosti na dobé odbéru béhem JMK u vinafte ¢. 2

oCkované vino kontrolni vino
den odbé-
Cé6 C12 C6 C12
ru
1 4849,94 | 494,60 | 4849,94 | 494,60

70 4203,92 | 380,24 | 4308,87 | 338,82

140 4031,68 | 241,95 | 4269,28 | 287,26

U vzorki vina Cabernet Moravia vinate €. 2 byly stanoveny kyseliny kapronova a laurova.

Jejich obsah Casem klesal u vina zaockovaného i kontrolniho.

Tab. 9 Zastoupeni metylesterti mastnych kyselin (ug/l) ve vzorcich vina Zweigeltrebe v

zavislosti na dobé odbéru béhem JMK u vinaie ¢&. 1

kontrolni vi-
ockované vino
no
den odbeé-
Cé6 Ceé
ru

1 4244 41 4244 41
15 4183,38 4264,52
32 4030,98 4266,71
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Ve vzorcich vina Zweigeltrebe vinate ¢. 1 byla stanovena pouze kyselina kapronova. Jeji

obsah se u kontrolniho vzorku vyrazn€ neménil, u zaockovaného vina mirné klesl.

Tab. 10 Zastoupeni metylesterti mastnych kyselin (ug/l) ve vzorcich vina Zweigeltrebe v

zavislosti na dob€ odbéru béhem JMK u vinafe ¢. 2

oCkované vino kontrolni vino
den odbeé-
Cé6 Cl4 Cé6 Cl4
ru
1 3673,07 | 283,21 | 3673,07 | 283,21

70 3591,90 | 272,76 | 3578,34 | 174,06

140 3575,58 | 197,06 | 3391,65 | 0,00

Ve vzorcich vina Zweigeltrebe vinafe ¢. 2 byly stanoveny kyseliny kapronova a myristova.
Obsahy obou klesaly ve vzorcich vina zaockovaného i kontrolniho. Obsah myristové kyse-

liny byl pfi poslednim odbéru u kontrolniho vina nulovy.

8.2 Diskuse

V analyzovanych vzorcich ZW a CM od dvou vinait byly stanoveny kyseliny kapronova

(C6), laurova (C12), myristova (C14) a stearova (C18).

Shinohara (1984) uvadi kyseliny kapronovou, kaprylovou (C8) a kaprinovou (C10). Torija
(2003) stanovil ve viné kyselinu maselnou (C4), kapronovou, kaprylovou, kaprinovou a
laurovou. Gallart (1997) uvadi kromé jiz vySe zminénych i kyselinu palmitovou (C16).
Yunoki a kol. (2004) stanovili dokonce 12 mastnych kyselin, z nichz ptevladajici byly tfi -

palmitova, myristova a laurova.

Ve vSech nasich analyzovanych vzorcich byla v nejvét§im mnozstvi zastoupena kyselina
kapronova. Ve vin¢ CM 1 bylo jeji mnozstvi po alkoholovém kvaSeni 4019,71 nug/l. Zde se
jeji obsah vyrazné neménil. U kontrolniho vina vzrostl jeji obsah pii poslednim méfeni na
104 % a u zaockovaného vina klesl na 99 %. U CM 2 byl jeji pocatecni obsah ponekud

vyssi, a to 4849,94 ng/l. Jeji mnozstvi ale postupné klesalo: u kontrolniho vina na 88 % a u
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zaoCkovaného na 83 %. Ve viné ZW 1 bylo jeji plivodni mnoZzstvi 4244,41 pg/l. U kont-
rolniho vina se jeji obsah drzel pfi obou nasledujicich odbérech na 100,5 %, u zaockova-
ného vina klesl postupné na 95 %. U vzorkd ZW 2 byl jeji pocatecni obsah 3673,07 pg/l a

postupné klesal u kontrolniho vina na 92 % a u zaockovaného na 97 %.

Kyselina laurova byla stanovena pouze ve vzorcich vina CM 2 a jeji obsah po hlavnim
kvaseni byl 494,6 ng/l. Jeji mnozstvi bylo u kontrolniho vina pti druhém odbéru 68 % a pfti
tretim 58 %. U ockovaného vina byl jeji obsah z druhého odbéru 77 % a pfi tretim jen 49

%. Jeji mnozstvi se zde tedy snizilo na polovinu.

Kyselina myristova byla stanovena ve vzorcich vina CM 1 a ZW 2. Jeji pocate¢ni mnozstvi
ve viné CM 1 bylo 763,4 ng/l. U vina kontrolniho jeji mnozstvi kleslo pti druhém odbéru
na 84 % a pfi odbéru tietim na 81 %. U zaockovaného vina jeji obsah klesl mnohem vice:
pfi druhém odbéru na 21 % a pfi tfetim na pouhych 12 %. U vina ZW 2 byl jeji pivodni
obsah mnohem mensi, a to 283, 21 ug/l. U zaoCkovaného vina kleslo jeji mnozstvi pii po-
slednim odbéru na 70 %, u kontrolniho vina byl jeji obsah pti druhém odbéru 61 %, ale pfi

poslednim odbéru jiz tato kyselina stanovena nebyla viibec.

Stearova kyselina byla stanovena pouze ve viné CM 1. Po hlavnim kvaSeni byl jeji obsah
285,02 pg/l. U kontrolniho vina jeji obsah klesal - pfi druhém odbéru na 78 % a pfi tfetim
na 69 %. U vina zaoCkovaného se jeji mnozstvi naopak zvysilo pii druhém odbéru na 116

% a pfi tietim odbéru na 132 %.

Ze zjisténych obsahl mastnych kyselin u vin zaockovanych a kontrolnich nelze vypozoro-
vat zadny trend, vzhledem k probihajicimu jableCno-mlécnému kvaseni. Z téchto vysledkt
tedy nelze s ur€itosti fici, zda maji bakterie JMK vyznamny vliv na jejich obsah ve vin¢.
Obsah MK obecné klesal, jak u vin zaockovanych, tak u kontrolnich vzorki. Vyjimku tvo-
fila kyselina stearova u vina CM 1, kde se jeji obsah zvysil na 132 %. Déle kyselina kap-
ronova svljj obsah v priib¢hu ¢asu vyrazn¢ nemeénila, az u vzorku CM 2, kde se jeji mnoz-

stvi snizilo.
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ZAVER

V teoretické Casti této diplomové praci byla popsana ptiprava révového vina, jeho chemic-
ké sloZeni a moznosti péstovani na uzemi CR. Cést prace se vénovala také kvasinkam Sac-
charomyces cerevisiae a plynové chromatografii. Cilem praktické Casti bylo stanovit
mnozstvi mastnych kyselin ve viné po prubéhu hlavniho kvaseni a béhem jablec¢no-
mlécného kvaseni. Pro stanoveni byla vybrana metoda GC s FID detektorem, jeZ je vhodna
pro stanoveni mastnych kyselin s vice jak Sesti uhlikovymi atomy, které se ve vin¢ nacha-
Zi.

Pro analyzu byly poskytnuty vzorky révového vina odrid Zweigeltrebe a Cabernet Mora-
via od dvou vinafil z podoblasti Slovacko, vinafské obce Polesovice. Po probéhnuti hlav-
niho alkoholového kvaseni byla ¢ast vina zaockovana bakteriemi mléEného kvaseni Oeno-
coccus oeni a zbytek vina byl ponechan jako kontrolni vzorek. Ze zao¢kovanych a kont-

rolnich vin byly odebirany vzorky a poté analyzovany dle popsané metody.

Celkem byly stanoveny 4 mastné kyseliny, a to kapronova (C6), laurova (C12), myristova
(C14) a stearova (C18). Nejvice zastoupena byla kyselina kapronova, jejiz obsah se vyraz-
né neménil jak u vin zaockovanych, tak kontrolnich. Ze zjiSténych obsaht mastnych kyse-
lin u vin zaockovanych a kontrolnich nelze vypozorovat zadny trend, vzhledem k probiha-
jicimu jable¢no-mléénému kvaSeni. Z téchto vysledkii nelze tedy s urcitosti fici, zda maji
bakterie JMK vyznamny vliv na obsah MK ve vin€é. Obsah MK obecné klesal, jak u vin

zaoCkovanych, tak u kontrolnich vzork.

Pti dalSim vyzkumu bych doporucila sledovat vice druhli vin a analyzovat vétSi mnozstvi
vzorkl. Vzhledem k podilu mastnych kyselin na chuti vina by byla zajimava 1 soubézna

senzorické analyza.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AL
AFID
CM

CO,

DNA
ECD
FID
GC
GLC
GSC
JMK
MF
MK
ML
MS
°NM
PID
resp.
RNA
SF
SO,
TCD

tzv.

Aromatické latky

Plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem
Cabernet Moravia

Oxid uhlicity

Ceska republika

Deoxyribonukleova kyselina

Detektor elektronového zachytu

Plamenovy ioniza¢ni detektor

Plynova chromatografie

Chromatografie v systému plyn - kapalina
Chromatografie v systému plyn - pevna latka
Jable¢no-mlécné kvaSeni

Mobilni faze

Mastné¢ kyseliny

Mineralni latky

Hmotnostni spektrometr

Mnozstvi cukru podle normovaného mostoméru
Fotoionizacni detektor

Respektive

Ribonukleova kyselina

Stacionarni faze

Oxid sificity

Tepelné vodivostni detektor

Tak zvané
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ZW Zweigeltrebe
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PRILOHA P I: ODRUDOVA SKLADBA REGISTROVANYCH VINIC V
CR DLE PODOBLASTI K 31. 12. 2009 - MOSTOVE BiLE [29]

Podoblast [ha]
Odrida Celkovy
Morava - soucet
Mikulovska Slovacka | Velkopavlovickd | Znojemska
ostatni [ha]
Aurelius 0,02 21,11 12,06 11,75 3,50 48,53
Auxerrois - - 0,03 - 0,02 0,71
Dévin 0,01 2,47 7,69 8,20 0,87 19,26
Hibernal 0,02 2,88 12,24 13,01 0,71 32,64
Chardonnay | 0,06 269,35 256,25 172,02 62,77 774,02
Irsai Oliver 0,57 15,19 12,98 28,55 19,66 79,9
Kerner - 11,78 3,53 1,15 9,20 31,15
Lena 0,02 0,08 0,27 0,56 0,02 1,01
Malverina 0,02 2,80 1,26 0,78 0,34 5,41
Miiller
8,29 325,77 459,05 406,28 353,68 1 699,25
Thurgau
Muskat
0,52 62,16 125,24 82,07 77,30 358,42
moravsky
Muskat
- 23,49 11,42 10,06 12,89 61,32
Ottonel
Neuburské 0,21 79,57 62,66 171,45 31,51 345,82
Palava - 81,74 16,16 34,67 62,29 195,07
Rulandské
bile 0,36 163,11 316,92 143,79 154,65 818,12
ilé




Rulandské

0,88 217,36 162,08 183,39 131,21 741,03
Sedé
Ryzlink
0,18 337,40 419,49 176,51 241,21 1268,88
rynsky
Ryzlink
0,53 602,64 214,64 301,91 126,57 1 246,61
vlassky
Sauvignon 0,14 302,49 157,95 176,18 231,32 868,51
Sylvanské
0,01 41,33 23,42 24,46 13,01 108,2
zelené
Tramin
0,03 178,62 111,05 134,12 152,24 600,27
cerveny
Veltlinské
Cervené 1,94 74,28 45,91 35,94 60,96 221,15
rané
Veltlinské
3,06 386,31 334,01 542,12 424,36 1 690,15
zelené
Veritas - 0,01 0,79 0,18 2,58 3,59
Vrboska - - - - 0,02 0,02
Ostatni 0,46 33,21 41,93 32,33 17,62 131,73
Celkem
mostoveé 17,33 3235,15 2809,03 2691.,48 2190,51 | 11 350,77

bilé




PRILOHA P II: ODRUDOVA SKLADBA REGISTROVANYCH VINIC
V CR DLE PODOBLASTI K 31. 12. 2009 - MOSTOVE MODRE [29]

Podoblast [ha]
Odrada
Celkovy
Morava soulet
- ostat- | Mikulovska | Slovackd | Velkopavlovickd | Znojemska [ha]
ni
Agni 0,02 4,04 0,79 0,58 0,12 5,55
Alibernet 0,01 3,75 4,10 9,31 0,33 17,5
André 0,37 27,57 85,08 123,76 27,91 264,87
Ariana - 2,04 0,09 0,98 0,02 3,13
Blauburger - 1,40 0,54 1,88 1,73 5,55
Cabernet franc - 0,28 - 0,38 - 1,32
Cabernet Mora-
0,31 26,23 71,87 84,40 15,80 198,78
via
Cabernet Sau-
- 93,39 43,59 61,25 35,19 233,44
vignon
Domina - - 0,05 0,02 0,02 0,09
Dornfelder 0,02 21,18 17,85 37,47 12,17 95,82
Dunaj - 0,03 0,18 0,45 0,02 0,68
Frankovka 1,49 254,19 356,85 428,77 206,83 1 248,39
Fratava 0,37 - 0,10 - - 4,38
Laurot - 1,37 2,25 0,61 0,04 4,27
Merlot - 44 41 23,32 21,87 5,22 95,22
Modry Portugal | 3,28 85,03 191,54 273,40 47,49 657,94




Neronet 0,11 4,75 12,35 11,21 0,96 31,26
Regent - 2,03 - 1,18 - 3,21
Rubinet - 0,27 0,63 0,84 0,04 2,22
Rulandské mod-
) 0,09 173,34 134,04 217,51 148.95 726,34
ré
Smeés mostova
0,05 5,61 8,21 11,55 5,17 31,54
modra
Svatovaviinecké | 0,45 308,64 282,09 443,96 328,32 1 436,32
Zweigeltrebe 2,96 176,03 251,89 262,96 125,36 848,27
Ostatni - 2,92 0,63 0,97 0,17 4,69
Celkem moSto-
9,51 1238,5 1488,04 1995,31 961,86 5920,12

vé modré




