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ABSTRAKT

Predmétem diplomové prace bylo stanoveni diacetylu, methylglyoxalu, glyoxalu a
pentandionu ve vzorcich vin pomoci kapalinové chromatografie HPLC. Teoreticka ¢ast
prace se zabyva chemickym slozenim vina, vyznamem vySe zminénych dikarbonylovych
sloucenin a jednotlivych metod pro jejich stanoveni. V praktické ¢asti je uvedena metodika

stanoveni dikarbonylovych sloucenin ve vzorcich vin za vyuziti chromatografické metody

HPLC.

Kli¢ova slova: vino, diacetyl, methylgyloxal, glyoxal, pentan-2,3-dion, HPLC.

ABSTRACT

The main object of diploma thesis was to determine of diacetyl, methylglyoxal, glyoxal
and pentanedione in samples of wines by liquid chromatography HPLC. The theoretical
part deals with the chemical composition of the wine, the importance of the
aforementioned dicarbonyl compounds and various methods for their determination. The
experimental part describes the methodology for the determination of dicarbonyl

compounds in wine samples using chromatographic method HPLC.

Keywords: wine, diacetyl, glyoxal, methylglyoxal, pentane-2,3-dione, HPLC.
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UvVOD

Vino je jednim z nejdéle znamych alkoholickych néapoji. Historie vina se vyvijela od
obyvatel Mezopotamie a starého Egypta, pies antiku Recka a Rima, stiedovék Evropy az
k dne$nim dnim. Péstovani vinné révy na nasem uzemi je znamo asi 2000 let. V nasi zemi
jsou vyuzivany moderni technologie, je zde dobra technologickéd zékladna a vinafstvi se

prezentuje vybornymi viny vysoké kvality.

Podle Ceského statistického ufadu se spotieba vina v poslednich letech razantné zvysuje.
Uvadi, ze v roce 1948 obyvatel tehdejsiho Ceskoslovenska vypil v priméru necelych 5
litrh hroznového vina ro¢né. Na zacatku 90. let minulého stoleti byla spotieba ptiblizné
dvojnasobna, cca 11 litri na osobu. V letech 2005-2008 se pocet litrti na osobu zvysoval
postupné z 15 na 18 litr, vroce 2009 se pohyboval pod hranici 19 litri na osobu.

V soucasnosti je hranice okolo 20 litrti na osobu.

I kdyz révové vino nepatii mezi zakladni potraviny, obsahuje i latky nezbytné pro vyzivu
¢lovéka, jako sacharidy, bilkoviny, vitaminy a minerdlni latky. Vedle téchto latek jsou ve
vin€ zkoumany i takové latky, které vyznamné ovliviiuji jeho chut’ a vini. Ptikladem
takovych latek jsou popsdny v praci dikarbonylové slouceniny, zejména diacetyl,

methylglyoxal, glyoxal a pentandion.

V 60. letech 20. stoleti se zacaly vyvijet moderni analytické separa¢ni metody, jejichzZ
pomoci Ize napt. zjistit latkové sloZeni vina. Mezi tyto metody patii vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) umoziujici analyzovat vice latek najednou. Oproti
klasickym laboratornim metoddm ma HPLC mnoho pifednosti, jako rychlost a pfesnost

dané analyzy a také témét Uplna automati¢nost.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHEMICKE SLOZENI VINA

Vinem se rozumi vyrobek, ktery byl ziskan vyhradné uplnym nebo casteCnym
alkoholovym kvaSenim ¢erstvych, rozdrcenych nebo nerozdrcenych vinnych hroznd nebo

hroznového mostu [1]. Po biochemické strance je to mimotadné slozity produkt [2, 3].

Zdravé a kvalitni hrozny, jsou zédkladem pro vyrobu kvalitniho vina. Mezi hlavni slozky
vina patii voda, etanol, glycerol, cukry a organické kyseliny. Mezi stopové slozky patii
mineralni latky, dusikaté latky, ostatni alkoholy, estery, karbonylové slouceniny, proteiny,
lipidy, fenolické latky a vitaminy [2]. Pfi posuzovani kvality vina se uplatni nejprve vjemy

zrakové a ¢ichové, ale rozhodujici je jeho chut’ [4].

1.1 Voda

Voda je hlavni chemickou slozkou hroznii a vina, ma vyznamnou roli pii stanoveni
zakladnich charakteristik vina. Je esencidlni slozkou pro mnoho chemickych reakci
spojenych s ristem hrozntli, fermentaci $tavy a zrani vina [5]. Jeji mnoZstvi zavisi na
odrid¢, stupni vyzrani a na klimatickych podminkach [6, 7]. Veskera voda je biologického
puvodu, prosla kofenovym a cévnim systémem rostliny, zddnd voda se jiz do vina

neptidava [8, 9].

1.2 Alkoholy

Alkoholy jsou organické slouceniny, které obsahuji jednu nebo vice hydroxylovych skupin

(-OH) [5].

1.2.1 Etanol

vvvvvv

Vznika enzymatickym rozkladem glukézy a fruktozy [8]. Béhem fermentace muize byt

mnozstvi etanolu maximalné 15%, jelikoZ pii vyssi koncentraci nemohou kvasinky ptsobit

[5, 6].

Etanol je dulezity pro stabilitu, zrani a senzorické vlastnosti vina. Inhibi¢ni u¢inek etanolu
vV kombinaci s kyselosti vina umoznuje vinu zlstat stabilni bez piitomnosti vzduchu
nékolik let. Etanol ma vyznam jako rozpoustédlo pri extrakci barviv a trislovin béhem
fermentace. Ovliviiuje mnozstvi produkovanych aromatickych latek ve viné [5]. Pomalu

reaguje s organickymi kyselinami za vzniku estert a i s aldehydy za vzniku acetala [3, 5].
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1.2.2 Metanol

Metanol nepatii mezi hlavni slozky vina, ale mé zésadni vyznam pro vyvoj a tvorbu aroma.
Obvykle se vyskytuje v mnozstvi 0,01 — 0,2 g/l. Metanol je sdm o sob¢ vysoce jedovaty
alkohol a jeho oxidaci vznika formaldehyd a kyselina mravencéi, které jsou jesté daleko vic

vvvvvv

odbouravani pektini, kdy jsou metylové skupiny pektinti uvolfiovany jako metanol [5].

1.2.3 Vyssi alkoholy

Vétsina vySsich alkoholi ma Stiplavou vini. Koncentrace vyssich alkohold ve viné je
okolo 0,3 g/l [5, 11]. I kdyz jsou ve viné zastoupeny v relativné malém mnoZstvi, maji na

zakladé vyrazného vlivu na vini a chut’ dilezitou roli pro aroma vina. Vyssi alkoholy jsou

vvvvvv

vvvvvv

je 2-fenylethanol [2, 5]. Vyssi alkoholy opétovné vznikaji z produktd vzniklych
odbouravanim cukri béhem kvaseni. Patfi proto mezi tzv. sekundarni produkty kvaseni a

jsou duisledkem mnozeni kvasinek [12].

1.2.4 Dioly, polyalkoholy a cukerné alkoholy

senzoricky vliv, nachazi ve viné v mnozstvi 4 az 7 mg/l [5, 12]. Nejvyznamnéj$im poly-
alkoholem je glycerol, ktery je v suchych vinech nejhojnéjsi slouc¢eninou po vodé a
etanolu. Glycerol ma ve viné lehce nasladlou chut, jako primarni produkt kvaseni dodava

vinu plnost a zjemnuje chut’ [5, 12, 13]. Krom¢ ovlivnéni senzorickych vlastnosti vina je

glycerol vyznamnym zdrojem zivin pro rast kvasinek [5].

Cukerné alkoholy, jako je alditol, arabitol, erythritol, manitol, myo-inositol a sorbitol, jsou
obvykle ve vin¢ pfitomny v nizkych koncentracich. Vyssi koncentrace cukernych alkoholil
maji za nésledek plisiové infekce ve vinici nebo bakteridlni rist ve vin€. Cukerné alkoholy
mohou byt oxidovany bakteriemi octového kvaSeni za vzniku jednotlivych cukrt.
Polyalkoholy, kromé glycerolu, a cukerné alkoholy obecné maji pouze maly senzoricky

vliv na vino [2, 5].
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1.3 Sacharidy

Obsah cukru urcuje cukernatost, coz je zakladni parametr pro zatfidéni vin do jakostnich

stupniti, od ni se odviji potencionalni obsah alkoholu v budoucim vin¢ [14].

Hlavnimi zastupci sacharidd jsou glukoza (hroznovy cukr) a fruktéza ovocny cukr). Béhem
procesu fermentace jsou pomoci kvasinek cukry metabolickymi cestami pfeménény na
etanol a CO; [5]. Glukéza i fruktéza jsou Sestiuhlikaté cukry. VétSinou jsou jejich
koncentrace ve stejném poméru, ale u prezralych hroznli jsou koncentrace fruktézy vyssi

[11].

Fruktoza se v uplné zkvaseném vin¢ témeét nenachézi. I s glukdzou jsou snadno rozpustné
ve vodeé 1 v alkoholu. Fruktoza pasobi sladsim dojmem, proto existuji i senzorické rozdily

ve viné [3, 12].

a) H,C OH b)

Obr. 1. a) vzorec a-D-fruktéza, b) a-D-glukéza [13].

Pfi fermentaci je sachar6za pomoci enzymu invertazy enzymaticky rozdélena na glukozu a

fruktozu [5].

CH,OH

Obr. 2. Vzorec sacharozy [15].

Z hlediska rlstu kvasinek je dlleZit¢é mnozstvi cukru v hroznech zejména pro druh
Saccharomyces cerevisiae, ktery ziskava vétsinu metabolické energie z glukozy a fruktozy.

Je proto dulezité, aby velka cast zivin byly pravé cukry [10].
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1.3.1 Pektiny, gumy, polysacharidy

Obvykle to jsou slizovité polymery cukernatych kyselin, které drzi spole¢né rostlinné
bunky. Vyskytuji se jako komplexy rozvétvenych retézca. Pektiny jsou linearni polymery

kyseliny galakturonové, ktera obsahuje vice esterifikovanych methylovych skupin [5, 11].

Gumy jsou polymerni smési arabindzy, galaktozy, xyléozy a fruktozy. Jsou castecné

rozpustné ve vod¢ a jsou extrahovany do §tavy béhem drceni a lisovani hroznt [11].

Polysacharidy spole¢né s pektiny, gumami a glukosany zpisobuji u vin zamlzeni a

filtra¢ni problémy. Obsah pektinl 1ze sniZit pomoci pektinaz [3].

1.4 Kyseliny

Vétsinu obsahu kyselin tvoii kyselina vinnd a jablecnd. V nevyzralych ro¢nicich ptevazuje
kyselina jable¢na, naopak v dobfe vyzralych roc¢nicich prevazuje kyselina vinna [12]. Bila
vina maji vyssi hodnoty celkové kyselosti nez vina cervena. Rozsah pH je pro bila vina
idealni mezi 3,1 — 3,4 a pro ¢ervena vina mezi 3,3 — 3,6 [5].

Obsah kyselin je dulezity také pro barvu ¢ervenych vin, ktera je stala pfi nizkych pH. Pfi
zvySeném pH ztraci vino svoji ¢ervenou barvu do barvy namodralé [2, 5]. Kyseliny jsou

zahrnuty do procesi srazeni pektini a proteint, které by mohli zptsobit zakaleni

kone¢ného vina. Nizké hodnoty pH maji antibakterialni ti¢inek [16].

1.4.1 Kyselina vinna

Kyselina vinna je obsaZena ve vysokych koncentracich v mladych hroznech a ve viné se

nachazi vétsinou ve formé draselnych soli [2, 5, 6, 10, 11].

Kvasinky kyselinu vinnou béhem kvaseni nemetabolizuji, ale asi 0,5 -1,5 g/l kyseliny
vinné se vysrazi jako vinny kamen (hydrogenvinan draselny) v disledku obsahu alkoholu

ve ving, ktery proménuje jeji rozpustnost [10, 12, 13].

Obr. 3. Vzorec kyseliny vinné [17].
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1.4.2 Kyselina jable¢na

Kyselina jable¢na je méné odolna proti u¢inku kysliku pii vyssich teplotach. Proto po dobu
zrani hrozna klesa obsah této kyseliny. Koncentrace kyseliny jable¢né ve viné zavisi na

druhu hroznt a je jednim z hlavnich ukazateli pouzivanych k ur¢eni doby sklizn¢ [2, 5].

Tésné pred tim, nez dojde k barevné zméné hroznovych bobuli, je kyseliny jable¢né
obsazeno nejvice a dokonce jeji koncentrace mize byt az 20 g/l [2, 10]. Po dobu zrani

vina, jeji obsah klesa dychanim a obvykle se vyskytuje v mnozstvi 1-9 g/l [2].

Oproti kyseliné vinné je jable¢na kyselina lehce zpracovavana mikroorganismy. I kvasinky
pfeménuji béhem kvaseni kyselinu. Vznika pfi tom alkohol, nikoliv kyselina mlé¢na jako
pii biologickém odbouravani kyselin [12, 13]. Kyselina jable¢na ma ¢isté kyselou chut,

nezpusobi zdravotni problémy ani pfi poziti ve vét§im mnozstvi [18].

O OH
s )k/\\H/OH
0

Obr. 4. Vzorec kyseliny jable¢né [19].

1.4.3 Kyseliny mlééna

Kyselina mlé¢na vznika mléénym kvaSenim glukézy a fruktdozy. Toto odbourdvani je
zpusobeno mlécnymi bakteriemi, vznika pfedev§im kyselina mlé¢né a oxid uhli¢ity. Tento
proces se nazyva jable¢no-mlécné kvaSeni [5, 11, 20]. Toto kvaSeni napomaha ke zjemnéni
chuti a probiha u cervenych vin a nékterych bilych. Pro zajisténi kontroly nad jable¢no-

mléénym kvasenim se pouziva oxid sifi¢ity k potlaceni téchto bakterii [6, 10].

Obr. 5. Vzorec kyseliny mlééné [21].

1.4.4 Kyselina octova

Dulezité jsou estery kyseliny octové, které vinu davaji ovocnou chut’. Obvykla koncentrace

ve viné je mens$i nez 300 mg/l, v ptipadé¢ vyssi koncentrace dava kyselina octovad vinu
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kyselou chut a poskozuje jeho vuni [2, 5]. Vyss§i koncentrace kyseliny octové jsou
obvykle spojeny s kontaminaci hroznti, $tavy nebo vina bakteriemi octového kvaseni [3].
Pti kontaktu s kyslikem, bakterie octového kvaSeni pireménuji etanol na kyselinu octovou a

CO,. Tento proces se nazyva octovaténi vina [10].

H o

| /Y
H—Cli—C\

H O—H

Obr. 6. Vzorec kyseliny octové [22].

1.45 Kyselina citronova

Pfirozeny obsah kyseliny citronové se pohybuje Vrozmezi 50 -300 mg/l a muze byt
enzymaticky odbourdvan bakteriemi jablecno-mlééného kvaSeni. To ma vyznam pfi
biologickém odbouravani kyselin, kdy mize vznikat diacetyl (maselna chut’) [12].
V ledovém viné je obsah kyseliny citronové zvysen [11, 12]. Uéinkem bakterii se snadno

rozklada, proto ji neni mozné ve vSech vinech dokazat [7].
H,C-COOH
HO-(E-COOH
H,C-COOH

Obr. 7. Vzorec kyseliny citronové [23].

1.4.6 Kyselina jantarova

Vznika predev§im odbourdvanim kyseliny jablecné kvasinkami a je tak pravidelné
vznikajicim vedlej$im produktem kvaSeni. Jeji obsah se vétSinou pohybuje v rozmezi do 1

g/l [12].
O

HO
OH

O

Obr. 8. Vzorec kyseliny jantarové [24].
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1.5 Mineralni latky

Obsah mineralnich latek je ovlivnén ptidnimi podminkami, jejim geologickym ptivodem a

také klimatickymi podminkami [25].

Celkové mnozstvi se uvadi jako ,,obsah popelovin“ — zbytek po spéaleni organickych
soucasti vina pfi 500 °C. Mnozstvi ve viné se pohybuje vrozmezi 1,5 - 4 g/l [12].
V nezkvaseném mostu je obsah minerdlnich latek vy$$i nez ve vin€, protoze cast

mineralnich latek spotiebuji kvasinky a ¢ast se ztraci tvorbou vinného kamene [3].

Nejvice se na popelu podili draslik 650 az 950 mg/l, u ¢ervenych vin mize byt jeho obsah
jesté vyssi [12]. Zelezo a mdd’ ve vyssich koncentracich zpasobuji vétsinou nezadouci
ucinky, které se projevi zakalenim vina [2]. U bilych vin je zplsobeno zakaleni
fosforecnanem Zelezitym. U vin Cervenych je vzniklé zakaleni dano reakci Zzelezitych

iont s trislovinami [11].

Nezbytnym prvkem pro spravny rust hroznt je sira a jeji slouceniny. Je pfitomna ve vSech
bunéénych tkanich a plni dtlezité kontrolni funkce. Bez vyuzitelné siry a nékterych z jejich
aktivnich slouéenin by nebylo mozné vypéstovat hrozny, fermentovat hroznovou §tavu a

produkovat vino [2].

Cervena vina nepotiebuji vysoky piidavek SO, nebot’ pfirozené obsahuji antioxidanty [6].

1.6 Dusikaté slou¢eniny

Mnoho dusikatych sloucenin se nachazi v hroznech a ve ving, které obsahuji anorganické
formy jako amoniak, dusi¢nany a organické formy jako jsou aminy, amidy, aminokyseliny,

pyraziny, dusikaté baze, pirimidiny, proteiny a nukleové kyseliny [5, 11].

1.6.1 Aminy

Jsou nejjednodussi dusikaté latky ve viné. Té&kavé aminy jako jsou etylamin,
fenyletylamin, metylamin a isopentylamin maji tendenci béhem fermentace snizovat svoji
koncentraci, jelikoz jsou metabolizovany kvasinkami. Kvasinky mohou taky aminy

syntetizovat béhem rané faze fermentace [2].

Celkové mnozstvi aminti se zvySuje béhem autolyzy kvasinek. Vino také obsahuje malé
mnozstvi netékavych biogennich amint. Nejstudovanéjsi jsou tyramin a histamin, které
zvysuji, respektive snizuji krevni tlak [11]. Histamin se bézn¢ vyskytuje v mnozstvi do 1

g/l vina, ale mize se vyskytnout i v mnozstvi 20 g/l. Vyssi koncentrace biogennich amint
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muze zpusobit alergické reakce, bolesti hlavy a celkovou nevolnost [3, 9, 26]. Netékavé

aminy jsou obvykle vedlejsi produkty metabolizmu aminokyselin [5].

Polyaminy jako je putrescin a kadaverin jsou ve vin¢ pritomny obvykle pouze jako
vysledek bakterialni kontaminace nebo pouZiti plesnivych hroznd. V hroznech se obvykle
vyskytuji v komplexech s kyselinou kumarovou, kavovou nebo ferulovou. Nemaji zadny

vyznamny senzoricky efekt na vino [2].

1.6.2 Amidy

Amidy nemaji pfili§ vyznamny vliv na viini vina. Mocovina je ve viné¢ produkovana jako
vedlejsi produkt metabolizmu argininu a je piidavana do §t'avy na podporu rastu kvasinek.
Pokud neni uplné¢ odbourana na amoniak, mize reagovat s etanolem a tvofit etylkarbamat
(uretan), ktery je karcinogenni. Ke vzniku nejcastéji dochazi pii zahiivani béhem vyroby.
Spatné nadasovani vétrani béhem fermentace muze ovlivnit produkci a degradaci

mocoviny [2, 5].

1.6.3 Aminokyseliny

Aminokyseliny ve viné jsou ruzného piavodu. Nékteré pochazi ptimo z hroznu, jiné jsou
produkovéany enzymatickou degradaci proteinti. V ptidavku mohou byt zdrojem dusiku a
energie pro metabolizmus kvasinek. Proto neptimo ovliviwuji vznik dualezitych latek, které
davaji vinu senzorické vlastnosti [27]. Mohou byt metabolizovany na organické kyseliny,
vysS8i alkoholy, aldehydy, fenoly a laktony. Né&které z nich maji trpkou, sladkou nebo
hoikou chut, maji tedy organoleptické vlastnosti [2]. V koneéném vinu je jejich
koncentrace znatelné¢ nizka, zavisi na pidé a klimatickych podminkach a dale zavisi

obzvlast' na teploté a rychlost kvaseni béhem vyroby vina [27].

1.7 Proteiny

Proteiny jsou obsazeny hlavné v duzniné hroznd, v kone¢ném viné se nachazi pouze v
nizkych koncentracich. Jejich obsah se zna¢né lisi, je ovlivnén odridou i ro¢nikem,
v suchych letech je proteinli vice. Proteiny jsou srazeny béhem obou fermentaci a zrani
vina. Mohou zptisobit zakaleni v disledku vysoké teploty skladovani. Mnozstvi proteinti
je redukovéno piidavkem bentonitu, zahfivanim mostu nebo piidavkem malého mnozstvi

téislovin [11, 12]. Manoproteiny, komplexy mannani a proteind, jsou uvoliovany
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kvasinkami béhem autolyzy a maji vliv na kvalitu vina. Ve §tavé jsou velmi dilezitou
skupinou hydrolazy, kterou jsou aktivovany stiskem nebo béhem procesu drceni [5, 27].
Pektinazy podporuji zjemnéni vina a maji vliv na maceraci. Zabranuji selhani tkani a
redukuji vysoky obsah pektinii v hroznech. DalSimi enzymy jsou lipoxygendzy, protedzy a

fenolové oxidazy [2].

1.8 Aldehydy a ketony

1.8.1 Aldehydy

Aldehydy jsou karbonylové slouc¢eniny, které se 1isi polohou karbonylové funkéni skupiny
(-C=0-). Vétsina aldehydi obsazenych ve vin€¢ vznika béhem fermentace, vyroby vina
nebo je extrahovana z dubovych sudii a ma vliv na aroma. Nékteré aldehydy jsou béhem

fermenta¢niho procesu redukovany na alkoholy [2].

Acetaldehyd predstavuje okolo 90 % z celkového mnozstvi aldehydi. Acetaldehyd je jeden
z prvnich meziproduktt fermentace. Je vylu¢ovan mimo buiku, a v moment¢, kdy se
fermentace blizi ke konci, je transportovan zpatky do buné€k kvasinek a redukovan na
etanol. Na konci fermentace je jeho mnozstvi ve vin¢ velmi nizké. Acetaldehyd je dilezity
stabilizator barvy ¢ervenych vin. Velmi ¢asto reaguje s SO, a je zahrnut do polymerizace
antokyant a prokyaniding, tudiz jeho koncentrace ve vinech Cervenych je nizsi nez ve

vinech bilych [2, 5].

1.8.2 Ketony

Spousta ketont je produkovana béhem fermentace, ale pouze malo z nich ma senzorické
vlastnosti. Ketony jsou ve viné obsazeny ve velmi nizkych koncentracich [2]. Hlavnim
zastupcem ketonu je diacetyl (2,3-butandion). V nizkych koncentracich, mensich jak 5
mg/l, dava diacetyl vinu piijemnou maslovou a ofiskovou viani [11]. Nad touto hranici ma
diacetyl ve vinu karamelovou vuni. Ovlivnéni senzorickych vlastnosti diacetylem zalezi na
SOy, stabilit¢ béhem zrani a na pfitomnosti jinych tékavych sloucenin [2]. Pfitomnost
diacetylu ve vin€ je nejcastéji spojovana s jablecno-mléénym kvasenim, ale i pfi vysokych

teplotach aktivitou kvasinek béhem procesu fermentace [5, 11].
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Dalsimi ketony ve viné jsou [B-damascenon, a-ionin a p-ionin. Tyto latky vyrazné
ovlivituji senzorické vlastnosti vina. Vuné exotickych rostlin a rizi je typicka pro f-

damascenon a viné ostruzin pro p-ionin [2].

1.9 Estery

Estery jsou kondenzacni produkty reakci mezi karboxylovou skupinou organickych kyselin
a hydroxylovou skupinou alkoholti nebo fenold. Hlavnim zastupcem esterti je etylacetat
(etyl-ester kyseliny octové), ktery vznika reakci kyseliny octové a etanolu. VéEtSina esterd
se nachazi pouze ve stopovych mnozstvich [2]. Koncentrace etyl-esteru kyseliny octové je
obvykle pod 50 — 100 mg/l. Pti téchto koncentracich ma vliv na komplexni vini vina. Pfi
vysSich koncentracich jak 150 mg/l udavaji estery vinu nepfijemnou vini, ktera je vétSinou

ovlivnéna bakteriemi octového kvaseni [5, 13].

Dilezité jsou estery kyseliny octové s alkoholy a estery etanolu s nasycenymi mastnymi
kyselinami nebo netékavymi organickymi kyselinami. Jejich ovocna vané je dalezitym
faktorem buketu nékterych bilych vin [5]. Dilezitost estert Vv piipadé viné u vin
Cervenych neni dosud dostatetné vysvétlena. VétSina estert nalezenych ve viné je
produkovana kvasinkami. Na konci fermentace jsou estery vétSinou v nadbytku a tak

dochézi k hydrolyze na piivodni sloZky, doprovazené vysokymi teplotami a nizkym pH.

Pro vina, u kterych je viiné zaloZena hodné na esterech, mize zrani vina zpusobit slabnuti
jejich vang. Naopak u esterti dikarboxylovych kyselin se béhem zrani jejich koncentrace

vétsinou zvysuje [2].

1.10 Fenolické latky ve viné

Fenolické latky ve viné predstavuji velkou skupinu sloucenin, které pisobi na chut, barvu
a vini vina. V Cervenych vinech je jejich koncentrace vyssi nez v bilych vinech [11].

Fenolické latky je mozno rozdélit na dvé skupiny - flavonoidy a ne-flavonoidy.

Mezi flavonoidy patii flavonoly, antokyany, tiisloviny a katechiny, které¢ udavaji barvu a
chut' vina. Mezi ne-flavonoidy nalezi stilbeny jako je resveratrol a slouc¢eniny odvozené

od kyseliny benzoové, kavové a skoficové.

U hroznti jsou fenolické latky obsazeny vétSinou ve slupce, stonku a v semenech. Slunecni
svétlo méa béhem rlstu hroznl vliv na zvyseni koncentrace fenolickych latek v bobulich.

Tato koncentrace mize byt zvysena také procesem macerace, ktera je charakteristicka pro
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cervend vina. VéEtSina fenolll je klasifikovana jako sekundérni metabolity, které jsou velmi

Casto ulozeny jako glykosidy ve vakuolach [2].

1.10.1 Flavonoidy

V cerveném ving tvoii az 90 % vinného obsahu fenolickych sloucenin. V bilych vinech je
mnozstvi flavonoidi redukovano diky menSimu kontaktu slupky hroznti béhem vyroby

vina [11]

1.10.1.1 Flavonoly

Hlavnimi flavonoly jsou kaempferol, quercetin a myricetin. Flavonoly obsahuji svétle-
zluty antoxanthinovy pigment a mé veliky vyznam jako antioxidanty a protirakovinné

latky [11].

Spole¢né s antokyany absorbuji UV zafeni, a tim chrani vnitini tkan¢ pied poSkozenim

[2].

1.10.1.2 Antokyany

Antokyany jsou ve vin¢é jako glykosidy sloZeny z aglykonu (antokyanidinu) (flavonoidova
¢ast) a cukru. Cukernou sloZzkou byva vétSinou glukoza a spolu s aglykonem jsou vazany
pomoci glykosidické vazby. Mnozstvi antokyantl je hlavnim zdrojem zbarveni ervenych

vin [2].

Nemaly vliv na sniZzeni obsahu antokyanovych barviv ma také cifeni nebo filtrace vina
[28]. Antokyany jsou zavislé na pH, jejich barva se méni s pH od kyselych ¢ervenych po
modré zasadité barvy [10]. Jednd se o vyznamné antioxidanty. Bila vina o nizkych
koncentracich antokyantl, maji mensi oxidacni charakter. Snadnéji oxiduji a miiZze dochazet

k hnédnuti vina [2].

Ve fotosyntetizujicich tkanich chrani bunky pied poSkozenim zptisobenym absorbovanym
UV zafenim a dale chrani bunku pted fotoinhibici a stresem [2].

1.10.1.3 T¥isloviny

Ttisloviny, jsou riiznoroda skupina chemickych latek ve viné, které maji vliv na barvu,
starnuti a texturu vina. Ve vétSim mnozstvi davaji trpkou, az sviravou nebo drsnou chut’

[10]. Mnozstvi tiislovin ve viné zavisi obecné na druhu vina.
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Ttisloviny se nachdzeji v bobulich nebo mohou byt do vina uvolfovany skladovanim
v dubovych sudech nebo ptidavkem tiislovitého prachu nebo drti [2]. Ttisloviny maji
schopnost reagovat s proteiny. Pii jejich nadbyte¢ném mnozstvi ve ving, je potfeba pouzit
albumin, kasein nebo zelatina, které maji schopnost vytvofit srazeninu a sedimentovat na

dno [11].

Kromé antibakteridlnich G¢inkl posiliiuji imunitni systém, snizuji krevni tlak a riziko
vzniku nadoru. Pfi konzumaci vétSiho mnozstvi ¢erveného vina na laéno mohou taniny

zpusobit migrény [29]. Mnozstvi se pohybuje kolem 1 — 2 g/l [3].

1.10.1.4 Ostatni flavonoidy

Katechiny jsou flavonoidy, které ptispivaji k hotkosti vin a hraji roli pii mikrobialni
ochran¢ hroznovych bobuli. V piipadé¢ napadeni hrozni nemocemi, jako je napiiklad
fepna plisen, jsou produkovany ve vysSich koncentracich. Chladné a vlhké podnebi také
napomaha k jejich vyssi produkci. Spole¢né s antokyany a tislovinami zvysuji stabilitu

barvy vina. Od flavonold se odliSuji nepfitomnosti ketonové skupiny ve struktuie [2].

1.10.2 Ne-flavonoidy

Zakladni ne-flavonoidy jsou derivaty kyseliny hydroxyskoficové a hydroxybenzoové. Jsou
uloZeny v bunéénych vakuolach, v duzniné a slupce a jsou snadno extrahovatelné. Hlavni
zastupci derivati  kyseliny hydroxyskoticové a jejich estery s kyselinou vinnou hraji
dulezitou roli v oxidativnim hnédnuti mostu. V malém mnozstvi mohou oxidované
derivaty téchto kyselin dat sldamové Zlutou barvu bilym vinim. V cervenych vinech jsou

ale zastinény barvami, které davaji antokyaniny a prokyaniny.

Hlavni zastupce derivati hydroxybenzoové kyseliny je kyselina ellagova. [2]. Degradaci
ligninu v dubovém dievé se uvolnuje skoficovy aldehyd a derivaty benzaldehydu jako

napiiklad vanilin. Metabolismem kvasinek se zase uvolnuje tyrosol [6].

Specialni skupinou fenolickych latek ve vin€ jsou stilbeny. Hlavnim zastupcem je
resveratrol, nachazi se vétSinou ve slupce hroznovych bobuli. Vyskytuje se asi 10krat vice
ve vinech ¢ervenych nez ve vinech bilych. Resveratrol se nachéazi ve vysSich koncentracich
u vina v chladném a vlhkém prostiedi. Pouziva také jako potravinovy doplnék, diky svym

protizanétlivym a protirakovinovym vlastnostem [5].
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1.11 Lipidy

Vsechny lipidy jsou diilezité pro strukturu a funkci rostlinnych a kvasinkovych buné¢k. Ale
pouze oleje, vosky a steroly maji vliv na kvalitu vina. Oleje se obvykle ve viné
nevyskytuji, ale pfi drceni vina mtze dojit vlivem nadmérného tlaku k uvolnéni oleje ze
seminek hrozn. Po oxidaci mohou tyto oleje tvofit zluknuti, coz je nezadouci

kontaminace vina.
Vino obsahuje pouze malé mnozstvi té€chto latek, okolo 00,05 -0,1 g/l [3].

Z listt se muze uvolnit malé mnozstvi kyseliny linolové a linolenové, jejichz oxidaci poté
uvolnuji aromatické Sestiuhlikaté aldehydy a alkoholy, které produkuji bylinnou vini a

trpkou az hotkou chut’ [5].

Na piitomnosti sterolii a nenasycenych mastnych kyselin zavisi rist a metabolicka aktivita
kvasinek. Hlavni slozkou hroznového vosku je kyselina oleanolova. Oba dva typy lipida
pomahaji udrzovat membranovou funkci a zlepsit kvasnou odolnost alkoholu v pribéhu

fermentace a po ni [2, 5].

1.12 Vitaminy

Obsah vitaminl se li§i podle jednotlivych odrid, je ovlivnén také technologickym
postupem vyroby vina. Cervena vina maji vét§inou vyssi obsah vitamind neZ bila. Nejvice
jsou obsazeny vitaminy skupiny B. Jejich koncentrace obvykle klesa béhem fermentace a

zrani vina [3, 5, 9].

Tiamin (vitamin Bi1) mé4 schopnost sniZovat mnoZstvi alkoholu v krvi po jeho poziti.
V Cerveném vinu se nalézd v mnozstvi 7 az 10 mg/l. Tiamin je odbouravan reakci s SOg,

pasobenim tepla nebo adsorpci na bentonit [30].

Riboflavin (vitamin B;) je oxidovan po vystaveni na svétle. Ve viné se nalézd v mnozstvi
0,5 mg/l [5]. Kyselina pantotenova (vitamin Bs) ve viné je pfitomna v mnozstvi 1,2 az 1,5
mg/l. Pyridoxin (vitamin Bg) se vyskytuje ve tfech formach — pyridoxal, pyridoxal a
pyridoxamin. Ve vin€ se naléza v mnozstvi 0,5 mg/l. Kobalamin (vitamin B12) ve ving je
pfitomen pouze v mnozstvi mensim nez 0,16 mg/l. Kyselina nikotinova a jeji amid
(vitamin Bs, PP, niacin) ve vin¢ se naléza v mnozstvi 1 az 2 mg/l. Biotin (vitamin H) je

pfitomen v mnozstvi 5 mg/1 [2, 5].
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Kyselina askorbova (vitamin C) je rychle oxidovana jiz pfi rozmélnovani hroznt, ve viné

je ho velmi malé mnozstvi [2, 5].
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2 DIKARBONYLOVE SLOUCENINY

2.1 Karbonylové slouceniny

Karbonylové slouceniny jsou piedevSim organické slouceniny, které¢ obsahuji
karbonylovou skupinu, ktera se sklada z uhlikového atomu vazaného dvojnou vazbou ke
kyslikovému atomu C=0. V organické chemii je samotna karbonylova skupina obsazena
v aldehydech a ketonech. V systematickém nazvoslovi je ve sloucenin¢ karbonylova
skupina vzdy na druhém misté [31, 32, 33].

vvvvvv

se Vpotravinach jako primarni latky, nebo vznikaji enzymovymi nebo chemickymi
reakcemi. Casto jsou zadoucimi slozkami aroma potravin, ale mohou vznikat i nezddouci

ving a chuti [15].

O
|

e
Obr. 9. Vzorec karbonylové skupiny [32].

2.1.1 Ketony

Ketony jsou organické slouceniny, které obsahuji ketoskupinu C=O uprostied
uhlovodikového fetézce. V chemickém ndzvoslovi se kndzvu uhlovodiku pfidava
koncovka -on. Do skupiny ketont patii 2,3-butandion. Na karbonylovou skupin jsou vzdy
navazany dva uhlikaté zbytky [31, 34]. Vice je popsano v kapitole 1.8.2.

1
C
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Obr. 10. Vzorec ketonu [32].
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2.1.2 Aldehydy

Jsou organické slouceniny, které obsahuji aldehydickou funkéni skupinu -COH. Jeji
pritomnost v molekule se vyjadiuje koncovkou -al, kterd se piipoji k nazvu uhlovodiku.
Pokud karbonylova skupina neni soucasti hlavniho fetézce, vyjadiuje se koncovkou -
karbaldehyd. Mezi nejvyznamnéjsi aldehydy patii acetaldehyd, benzaldehyd a
formaldehyd [31, 34]. Vice je popsano v kapitole 1.8.1.

7
C
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Obr. 11. Vzorec aldehydu [33].

2.2  Hlavni dikarbonylové slouceniny

Dikarbonylové slouceniny jsou organické latky, v jejichz molekule jsou obsazeny dvé
karbonylové skupiny [15]. Tyto dvé karbonylové skupiny mohou byt od sebe rizné
vzdaleny a podle jejich vzdalenosti délime tuto skupinu sloucenin na a (1,2), B (1,3), y

(1,4), dialdehydy nebo diketony, piipadné aldehydoketony [35].

Mezi hlavni dikarbonylové slouceniny ve viné fadimé glyoxal, methylglyoxal( aldehyd
pyrohroznové kyseliny), diacetyl a pentan-2,3-dion. Dikarbonylové slouceniny se
vyskytuji ve vSech druzich vina, zvlast€¢ po jable¢no-mlééném kvaSeni a zejména u
¢ervenych vin. Vyjimkou jsou bila ,botryticka vina®“, kterd obsahuji vysoké koncentrace
glyoxalu a methylglyoxalu. Botrytickd vina jsou vyrobena z hroznti, které jsou napadeny
uslechtilou plisni Botrytis cinerin (plisen se vyskytuje za dlouhych teplych podzimi a
zpusobuje napadeni hroznl a jejich vysuSeni — bobule se podobaji suchym scvrklym

rozinkam) [36, 37].

Nejdalezitéjsi latky, které se podileji na aroma vina jsou diacetyl a pentan-2,3-dion.
Aromovy prah diacetylu u vina je v rozmezi od 0,2 — 12 mg/l podle druhu vina. VSechny
dikarbonylové slouceniny jsou syntetizovany Saccharomyces cerevisce V priubéhu

alkoholového kvaseni a Oenococcuss oeni béhem jable¢no-mlécného kvaseni [15].
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Mlécné bakterie se ve vinaistvi podileji na biologickém odbouravani kyselin, nazyvaném
také jableCno-mlécné kvaseni. Zakladnim procesem, ktery bakterie zplsobuji, je
enzymatickd pfeména kyseliny L-jablené na kyselinu L-mécnou. V prubéhu tohoto
biologického procesu se vytvaii velké mnozstvi vedlejSich produkt, které mohou
zpusobovat snizovani kvality vina. V prubéhu odbouravani kyseliny jable¢né na kyselinu
mlécnou se vino senzoricky méni. Chut a viiné vina v tomto stadiu pfipominaji ,,staré
diacetyl. Diacetyl je chutove i aromaticky aktivni slouc¢enina. V imérnych koncentracich —
u bilych vin 1 mg/l, u ¢ervenych vin 5 mg/l — mize pfijemné dopliovat a zjemnovat chut’ a
aroma vina. Pfi vysokych koncentracich, kdy pfipomina kysané zeli, jde predevSim 0
negativni ovlivnéni vina. Tvorba diacetylu je silngj$i, pokud doSlo ke spontannimu

biologickému odbouravani kyselin divokymi bakteriemi Pediococcus a Lactobacillus [38].

2.2.1 Diacetyl a pentan-2,3-dion

Nejznamé;jsi slouceninou je diacetyl. Je doprovazen 2,3-butandiolem, ktery vznika redukci

acetoinu [39].

Diacetyl ma pifijemnou vini masla a liskovych ofiskd, ktera je patrna i1 pii nizkych
koncentraci 2 mg/l. Ale zpravidla je diacetyl ve viné obsaZen v koncentraci okolo 0,3
mg/l. [40]. Diacetyl ma i ostrou, drazdivou vini a chut, ve zfedéni ptipominajici maslo.
Obsah v masle byva okolo 4 mg/kg. V alkoholickych napojich jsou vSak tyto latky ne zcela
z4douci, nebot’ jsou indikatorem oxidace nebo nezadouci bakterialni kontaminace. Cervena

vina mivaji o néco vyssi obsah diacetylu nez vina bila. [39].

O )
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Obr. 12. Vzorec diacetylu [41].

Diacetyl vznika v menSim mnozstvi i jako vedlejsi produkt rovnéz pii fermentaci piva. V
pivé neni jeho pfitomnost zadouci, a proto se pivo nechava dokvaset. Diacetyl je v pivu

obsazen pfiiblizné v mnozstvi 0,05 mg/l. Vyjimkou mohou byt nektera cerna piva, ktera
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mizou obsahovat az 0,6 mg/l. Mnozstvi vétsi nez 1,0 mg/l je brano jako vada. Pro svoji
chut’ a aroma je diacetyl pfiddvan do tfady potravin, jako naptiklad do margarinli nebo

popcornu [42].

H.C CH

O
Obr. 13. Vzorec pentan-2,3-dionu [41].

2.2.2 Glyoxal

Tepelné zpracovani potravin vede ke vzniku dikarbonlovych sloucenin jako glyoxal (GO)
a methylglyoxal (MGO), jsou potencialné Skodlivé, protoze jsou prekurzory produktd
glykace (AGE) [52]. Mal¢ mnozstvi GO a MGO se pfirozen¢ vyskytuje v zelenych
kavovych zrnech. Nejvyssi obsah maji v lehce a stfedné prazené kave, zatimco tmave

prazena kava obsahuje mensi mnozstvi [46].
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Obr. 14. Vzorec glyoxalu [43].

2.2.3 Methylglyoxal

Methylglyoxal, je aldehyd pyrohroznové kyseliny. V organismu je tvofen jako vedlejsi
produkt pii ne€kolika metabolickych drah. Methylglyoxal vzdjemné plsobi s negativné
nabitymi  nukleofilnimi centry bunéfnych makromolekul v eukaryotickych i
prokaryotickych bunikach. Je béZnym meziproduktem pii nenzymatické glykaci proteind.
Reaguje také s guaninem, tak jako adeninem a cytosinem, v nukleovych kyselinach a je
mutagenni u bakterii. MGL inhibuje rGst bakterii, a pifi vySSich koncentracich je
baktericidni [44]. Z tfi uhlikatych sloucenin se vyskytuje hlavné¢ methylglyoxal a produkty
jeho reakce jsou acetol a 1,2-propandiol. Z vyssich homologt jsou dulezité 3-hydroxy-2-
pentanon, 2,3-pentandion, 2,3-pentandiol. V alkoholickych napojich vznikaji jako vedlejsi

produkty kvaseni cukrii, predevSim pii jable¢no-mlécném kvaseni.
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Obr. 15. Vzorec methylglyoxalu [43].
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3 STANOVENI DIKARBONYLOVYCH SLOUCENIN U VINA

Dikarbonylové slou¢eniny lze stanovovat riznymi instrumentalnimi metodami, jako jsou

kolorimetrie, gravimetrie, spektrofotometrie, plynova a kapalinova chromatografie.

3.1 Kolorimetricka metoda

Kolorimetrie je metoda zaloZzena na srovnavani intenzity zabarveného roztoku o neznamé
koncentraci s roztokem téze latky o znamé koncentraci. Intenzita zabarveného roztoku se
méfi pomoci kolorimetru. Kolorimetrie je neselektivni, jelikoz zde zasahuje mnoho
slou€enin, tim chromatografické metody davaji spolehlivé kvantitativni stanoveni [45].

Kolorimetrické stanoveni diacetylu je zaloZeno na reakci s keratinem v pfitimnosti a-

naftolu.

3.2 Gravimetricka metoda

Gravimetrii fadime mezi chemické metody kvantitativni analyzy. Gravimetrie je zaloZena
na vylouceni stanovované slozky ve formé malo rozpustné slouceniny na slouceninu o
ptesné definovaném slozeni [18, 47].

Diacetyl (biacetyl, 2,3-butandion) se po pievedeni na oxim srazi v alkalickém prostiedi
nikelnatou soli jako bis(diacetyldioximato)-nikelnaty komplex (Cervend sraZenina).

Srazenina se po promyti a vysuseni zvazi [47].

3.3 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je analytickd metoda zaloZend na interakci elektromagnetického zateni
s analyzovanym roztokem. Vychazi z Lambert-Beerova zakona, principem stanoveni
diacetylu pomoci spektrofotometrie je destilace diacetylu ze vzorku s vodni parou za

ptidavku o-fenylendiaminu a zjisténi absorbance [48].

3.4 Kapalinova chromatografie

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto HPLC (vysoce
ucinnd kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi je film
piislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny adsorbent. HPLC analyza je
citliva na slozeni a pH mobilni faze [49].

U kapalinové chromatografie se obvykle pracuje eluéni metodou, pii které se vzorek

vymyva nosnou mobilni fazi. Mobilni faze pii elu¢ni metod¢ se nazyva eluent, z kolony
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vychézi eluat. Jako mobilni fdze se pouzivaji béznd rozpoustédla nebo jejich smési. Pri

izokratické eluci je mobilni faze tvofena jednou latkou [47].

3.4.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf je pfistroj, na kterém se provadi HPLC analyza. Aparaturou
protéka mobilni faze, ktera je ze zasobnich lahvi vedena ptes vysokotlakou pumpu do
kolony. Davkovacem je do proudu mobilni faze nadavkovan vzorek (davkovacem nekolik
malo pl). Pasobenim gravitani sily mobilni faze postupuje kolonou, kde dochazi k
separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, signdl z detektoru je
zaznamenavan pomoci PC a vytistén v podobé chromatogramu. K G¢inné separaci je tieba
pouzit dostatecné malych zrni¢ek sorbentu které prostupujici kapalin¢ kladou znacény

odpor. Proto je dulezité pracovat za vysokého tlaku [49].

Kapalinovy chromatograf je sloZen:

e Cerpadlo — kapalina se do kolony &erpa pomoci pistovych nebo membranovych
Cerpadel, dobré cerpadlo dociluje prutoku v rozsahu od mikrolitri do desitek
mililitrG za minutu pii 35MPa.

e SméSovaci zaFizeni — slozeni mobilni fize muze zlstavat stalé (izokraticka eluce)
nebo se béhem separace méni (gradientova eluce). Naprogramované sméSovaci
zafizeni muZe s vyuzitim zasobnikil riznych kapalin pfipravovat smés kapalin
stalého sloZeni nebo fidit zmény ve slozeni vysledné mobilni faze v pribchu
Separace.

e Davkovaci zafizeni — Vsoucasné dobé byvaji injekéni systémy nahrazeny
davkovacim kohoutem. Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci
davkovaci smycky nebo automatického davkovace. Davkovaci smycka ma obsah
10 nebo 20 pl.

e Kolona - kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli 0 vnitinim praméru 4,6 nebo 5
mm, vn&jSim praméru Y4 palce (2,54 cm) a délce 5, 10, 15 nebo 25 cm, ktera je
naplnéna stacionarni fazi. Stacionarni faze je tvorena mikro¢asticemi silikagelu (3-
10 um), na kterych je navdzana vlastni stacionarni faze. Bézny pritok eluentu je 1-
2 ml/min.

e Detektor — je zatizeni ur¢ené k detekovani slozek jiz odseparované smési. V HPLC

se pouziva cela fada detektoru.
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a) Spektrofotometricky - nejvice se v praxi pouzivaji spektrofotometrické detektory.

Jsou vysoce selektivni, zakladem je, aby pfi dané vinové délce detekovana latka
absorbovala co nejvice. VInovou délku 1ze naprogramovat.

b) Fluorescencéni - je zalozen na principu fluorescence — schopnosti latek

absorbovat UV a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méfi
fotonasobicem kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Detektor ma detekéni limit az
102 g/ml a je vysoce selektivni.

c) Refraktometricky - méii rozdily mezi indexem lomu eluatu a ¢isté mobilni faze.

Tento typ detektoru sice neni piili§ citlivy (detekéni limit 107 g/ml), ale je velmi
univerzalni. Pfi jeho pouziti je tieba presné udrzovat konstantni teplotu.

d) Hmotnostni detektor - je pouzitelny jak plynové tak 1 v kapalinové

chromatografii pro pfimou identifikaci latek.

e) Elektrochemicky detektor — 1ze pouzit tam, kde jsou v roztocich obsazeny ionty

respektive slozky oxidovatelné nebo redukovatelné na polarizovatelné elektrodg.
e Vyhodnocovaci zafizeni — Vyhodnoceni chromatografu se provede pomoci

pocitacového softwaru [49].

kolona
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Obr. 16. Schéma kapalinového chromatografu [50].

3.4.2 Stanoveni obsahu dikarbonylovych slou¢enin pomoci kapalinové

chromatografie

Detekce dikarbonylovych slou¢enin ve viné za vzniku chinoxalinovych derivata
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Vzorek s 10 ml vina byl pomoci hydroxidu sodného upraven na pH 8, dale bylo ptidano 5
mg 2,3-diaminobenzenu. Reakéni smés byla udrzovana pfti teplot¢ 60°C po 3 hodiny. Po
ochlazeni roztok obsahujici chinoxalin se pfimo zavedl do HPLC. 20 ul roztoku se vsttiklo
do kapalinového chromatografu pro syst¢ém HPLC. Sloupec byl Sperisorb ODS2 (250mm
x 4,6mm x Smm) od Interchromu a UV detektor waters 440 pii 313nm [50].

Pro separaci mobilni faze byl optimalizovan, voda /kyselina octova 0,5% =+ metanol: 0/20,
8/50, 26/75, 30/100, 32/100, 40/0, 45/20, 50/20 (¢as v min / % methanolu), rychlost toku
byl 0,6 ml/min [45].

Stanoveni ketokyselin a dikarbonylovyvch sloucenin a kli¢ovych mailardovych

meziproduktl na generaci stafi vina.

Vzorek s 40ml vina byl smichan s 50ul standartu (25 mg/l 2,3-hexandionu v ethanolu) a 1g
prochazel pevnou fazi extrakéni kolony. Sloupec byl promyvan 5 ml vody. Déle byl ptidan
1,2-diaminobenzen v mnozstvi 0,05 g a pomoci H,SO,4 byl upraven na pH 2. VVzorky byly
uchovany po dobu 3 hodin pti 60°C. Poté nasledovalo opét promivani sloupce Sml vody a
chinoxalinové derivaty se extrahovali z kolony 4ml acetonitrilu. Pii pouziti ru¢niho
sloupce byly vstiiknuty az posledni 2 ml, prvni 2 ml byly zamitnuty. U Commercial

sloupce prvni 1ml byl zamitnut, dal§i 2ml byly vstfiknuty a posledni 1ml byl zamitnut [51].

3.5 Plynova chromatografie

Je analytickd separacni metoda, kterd ma zastoupeni v analyze té€kavych latek. Jako
mobilni fazi pouziva plyn a stacionarni fazi kapalinu zakotvenou na povrchu pevné latky.

Pfistroj se nazyva plynovy chromatograf [49].

Mezi hlavni vyhody této techniky patii jednoduché a rychlé provedeni analyzy, uc¢inna
separace latek a malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze.

Existuje mnoho variant, v praxi jsou nejvice rozSitené plynové chromatografy
s kapilarnimi  kolonami. Obrazek 15 zachycuje schématicky uspotfadani plynového

chromatografu.
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Obr. 17. Schéma plynového chromatografu [49].

e Zasobnik nosného plynu - nosny plyn tvoii mobilni fazi. Nejcastéji byva nosnym
plynem vodik, dusik, helium nebo argon.

e Regulator priitoku nosného plynu - zajistuje staly nebo programové se ménici
pritok nosného plynu a vzorku kolonou

e Davkovaci systém (injektor) —slouZzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu,
provadi se ru¢né nebo automaticky specialni injek¢ni strikackou.

e Termostat — zajistuje dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony, detektoru,
aby byl vzorek udrzen v plynném stavu.

e Chromatograficka kolona - samotné misto separace sloZek.

a) naplnové kolony (délka 0,5 az 5 m, primér 2 az 5 mm) - jsou naplnéné
staciondrni fazi.

b) kapilarni kolony (délka 10 az 100 m, pramér 0,01 az 0,5 mm) - stacionarni fazi
tvofi jen povrch kolony.

e Detektor — je zafizeni urcené k detekci latek v nosném plynu. Nejvice pouzivany v

GC je plamenové ionizacni a hmotnostni detektor.

a) Plamenové ioniza¢ni detektor (FID) — univerzalni detektor vyznacujici se
dobrou citlivosti a mezi detekce (az 10-12 g/ml). Molekuly plynu se ionizuji v
kyslikovém plameni a vedou ioniza¢ni proud mezi elektrodami. Nosny plyn se
pfed vstupem do hofdku misi s vodikem, vzduch je pfivadén z vnéjsku.
Ptitomnost slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. FID detekuje

prakticky vse, s vyjimkou organickych par a plyni.
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b) Hmotnostni - vyznaluje se niz§i mezi detekce (detekéni limit 10™ g/ml). Na
rozdil od FID ho lze ptimo pouzit pro identifikaci latek.
e Zapisova¢ - vyhodnocovaci zafizeni — pocita¢, zpracovava signal z detektoru,

zakresluje chromatografickou kiivku (chromatogram) a provadi jeji vyhodnoceni
[52].

3.5.1 Stanoveni obsahu dikarbonylovych slouc¢enin pomoci plynové chromatografie

Detekce dikarbonylovvch slouéenin ve viné tvorbou chinoxalinovych derivati.

50 pl vnitiniho standardu (1,2 g/l hexan-2,3-dionu v 50 % obj. alkohol. roztoku) byl pfidan
k50 ml vina a 5 ml vodného roztoku 1,2-diaminobenzenu. Pomoci NaOH bylo pH
upraveno na pH 8. Dale byl udrzovan po dobu 3 hodin pii 60 °C a poté okyselen 2M
kyselinou sirovou na pH 2 a extrahovan dvakrat 5 ml dichlormethanu. Organicka faze byla
vysu$ena siranem sodnym a 2 ml byly vstfiknuty do chromatografu. Pro GC+MS analyzu
Hewlett packard HP 5890 plynovy chromatogram byl spojen s HP 5970 hmotnostnim
spektrofotometrem (elektronovy vliv 70 eV, 2,7 kV), sloupec byl BP21 (SGE, 5 0m x 0,32
mm X 0,25 um). Teplota vstiikovace a detektoru byla 250 °C a 280 °C. Teplota byla
udrzovana na 60 °C po dobu 1 min a naprogramovana rychlost z 20 °C/min na 220 °C

posledni krok trval 20 minut [45].
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1. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem diplomové prace v teoretické casti, bylo popsat chemické slozeni vina,
dikarbonylové slouCeniny, které jsou pfitomny ve viné, a dale uvést zptsoby, kterymi se

daji dikarbonylové slouceniny stanovit.

Cilem diplomové prace v praktické Casti, bylo stanovit diacetyl, methylglyoxal, glyoxal a

pentan-2,3-dion pomoci HPLC ve vzorcich vin.
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5 MATERIAL A METODIKA PRACE

5.1 Pouzité chemikalie

e Standardy dikarbonylovych sloucenin (diacetyl, glyoxal, methylglyoxal,
pentandion) (firma Sigma — Aldrich, St. Louise)

2,3-diaminobenzen (firma Sigma — Aldrich, St. Louise)
e Hydroxid sodny (Fisher scientific)

e Kyselina octova (Fisher scientific)

e Etanol (Fisher scientific)

e Metanol ( Fisher scientific)

e Redestilovana voda (AquaOsmotic)

5.2 Pristroje a pomiicky
e Bézné laboratorni vybaveni (laboratorni sklo a pomticky)
e Mikrofiltry MS Nylon Syringe Filter 25mm, 0,45 um (Chromservis s.r.0.)
e pH metr (Chromservis, Eutech instruments)
e magnetické michadlo (HEIDOLPH MR 1000)
e vodni lazen
e HPLC (PERKIN ELMER FLEXAR UHPLC)

e Analytické vahy (Labicom)

5.3 Analyzovany material

Analyzovanym materidlem bylo cervené vino vyrobeno z odridy Frankovka. Vino
pochézelo ze sklizné¢ 2008 z vinafské oblasti Morava. Byly pouzity vzorky, které po
ukonceni hlavniho kvaseni byly sto¢eny do dvou tankd. Nésledné¢ byl tank 1 zaockovan
preparatem pro fizenou malolaktickou fermentaci (MLF) Lalvin 31, jedna se o nové

selektovany kmen malolaktickych bakterii vySlechtény ve Francii. Bakterie vyrazné snizuji
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riziko infekce a i v obtiznych podminkach se vyznacuji obrovskou schopnosti ptizpisobeni
se prostfedi [53]. Tank 2 byl zaockovan preparatem BioStar Vitale SK11, jedna se o
vysoce koncentrovanou startovaci kulturu pro pfimé spusténi jablecno-mlécné fermentace
v ¢erveném a bilém viné [54]. Oba preparaty obsahovaly bakterie Oenococcus oeni.
V obou tancich byla zajisténa optimalni teplota pro spravny priabéh MLF, byl hlidan obsah
oxidu sifi¢itého a pH (hodnota pH nad 3.0, volny oxid sifi¢ity mén& nez 15 mg.1™ a teplota
nad 16 °C). Z kazdého tanku bylo provedeno celkové 15 odbérti v pribéhu 93 dni
nasledujicim zptisobem (den -1 (pfed inokulaci), 0 (inokulace), 1, 2, 3, 4, 6, 7, 14, 24, 31,
63, 69, 84, 92).

5.3.1 Uprava vzorkii pied stanovenim

Pted stanovenim byly vzorky vina uchovavany ve zmrazeném stavu v tmavych plastovych
nadobéach o objemu 250 ml. Vzorky pfed vlastnim stanoveni byly Setrné rozmrazeny a

prefiltrovany pomoci Syringe filtri.

5.4 Metodika

Pro stanoveni dikarbonylovych sloucenin ve viné byla pouZita metoda HPLC-UV po
derivatizaci s 2,3-diaminobenzenem podle ¢lanku The detection of a-dicarbonyl
compounds in wine by formation of quinoxaline derivatives, podle autori GILLES DE
REVEL, PRIPIS- NICOLAU, L., BARBE, J.,,CH.,.BERTRAND, A., uvedeném v Journal
of the Science of Food and Agriculture (2000).

5.4.1 Postup pro stanoveni jednotlivych dikarbonylovych sloucenin ve viné

Po Setrném rozmrazeni bylo odpipetovano 25 ml vzorku vina do Erlenmeyerovy banky, a
nasledné¢ odmérnym roztokem NaOH upraven na pH 8. Odmérny roztok NaOH byl
pfidavan po kapkach v delSich ¢asovych intervalech a soucasn¢€ bylo provadéno méfeni
pomoci pH metru. Poté byl ke vzorku vina ptidan 2,3-diaminobenzen v mnozstvi 5 mg, a
uzaviena banka s reakéni smési byla udrzovana po dobu 3 hodin ve vodni lazni pfi teploté
60 °C. Z vodni lazné byl vzorek odebran, ochlazen a pomoci mikrofiltru pfefiltrovan do

mikrozkumavky. V této fazi byl vzorek ptipraven na zavedeni do systému HPLC.

Me¢teni vzorkd probéhlo na Perkin Elmer Flexar UHPLC, podminky metody byly
modifikovany pro pouziti kolony Phenomenex Gemini-NX 3 um C 18 110A (Torrance,
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USA) s ptedkolonou SecurityGuard od stejné firmy. Pfi analyze byla vyuzita izokraticka

metoda, a mobilni fazi predstavoval 2 % vodni roztok kyseliny octové a metanol v poméru

95 : 5. Priitok faze byl nastaven na hodnotu 0,4 ml.min™.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Jak jiz bylo zminéno, pomoci metody HPLC-UV po derivatizaci vzorku 2,3-
diaminobenzenem bylo stanoveno mnozstvi diacetylu, glyoxalu, methylglyoxalu a
pentandionu obsazeného ve vzorcich vin. Vysledky jednotlivych dikarbonylovych
sloucenin jsou uvedeny v ndsledujicich tabulkdch 1 az 4 a jejich jednotlivé grafické

zavislosti jsou uvedeny v priloze.

Tab. 1. Obsah diacetylu ve vzorcich vina

Den odbéru Tank 1 Tank 2
vzorku - I'g ¢ Tug I SD oc [pgl7] SD
-1 79,9 0,09 83,7 1,37
0 83,6 1,36 85,0 1,07
1 125,8 1,91 182,1 1,91
2 156,6 2,08 182,9 0,34
3 142,5 0,48 199,5 0,74
4 130,8 1,81 226,2 1,61
6 106,9 0,82 233,3 1,18
7 99,3 0,58 233,8 1,24
14 87,2 0,33 239,1 0,98
24 73,8 0,11 245,6 0,89
31 73,7 1,58 2470 1,24
63 72,7 0,47 251,6 1,45
69 72,5 0,05 260,6 2,31
84 70,6 1,28 256,7 1,84
92 70,0 0,55 276,7 413

U tabulky 1 a grafu na obr. 18 vyplyva, ze u Tanku 1 doslo k narastu diacetylu prvni den
po zaockovani. Nejvyssi koncentrace dosahla po 2 dnech, a po této nejvyssi dosazené

koncentraci zaCala koncentrace diacetylu pozvolna klesat az do 92. dne.

U vina z tanku 2 doSlo k nariistu diacetylu také prvni den po zaockovani a to dokonce o
dvojnasobek ptavodni koncentrace. Dale se koncentrace pozvolné zvySovala az do 92. dne,

kdy hodnota diacetylu doséahla az trojnasobku ptivodni koncentrace.
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Tab. 2. Koncentrace glyoxalu ve vzorcich vina

Den odbéru Tank 1 Tank 2
vzorku oc[pgl] SD oc[pgl™] SD
-1 118,9 0,70 120,0 2,83
0 118,4 2,42 122,2 2,65
1 118,8 3,30 124.6 2,36
2 121,0 2,48 165,1 2,32
3 123,0 1,01 201,8 6,27
4 164,2 6,04 209,4 3,50
6 195,5 2,07 204,6 1,73
7 202,4 3,68 1714 4,58
14 198,9 2,16 146,6 0,72
24 198,1 2,97 142,2 4,73
31 197,9 0,65 136,1 0,60
63 196,3 3,87 125,8 3,34
69 193,8 2,00 1144 2,74
84 176,4 4,00 110,7 3,57
92 150,3 0,64 100,2 1,15

V tabulce 2 a grafu na obr. 19 vyplyva, Ze u tanku 1 doslo k nardstu glyoxalu az po 3

dnech po zaockovani. Nejvyssi koncentrace byla naméfena 7. den, nasledujici dny byla

koncentrace stabilni a zacala klesat az po 69. dni.

U vina z tanku 2 doslo k nartstu glyoxalu prvni den po zao¢kovani, maximalni hodnota

dosahla 4 den a nasledné nastal prudky pokles koncentrace az do 92. dne, kdy hodnota

glyoxalu dosahla mensi hodnoty neZ piivodni koncentrace.
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Tab. 3. Koncentrace methylglyoxalu ve vzorcich vina

Den odbéru Tank 1 Tank 2
vzorku oc[ugl™] SD oc[ngl™] SD
-1 26,0 0,66 26,3 0,07
0 26,3 0,65 26,4 0,17
1 23,8 0,79 26,8 0,05
2 20,0 0,01 34,8 0,31
3 18,7 0,20 36,2 0,14
4 17,5 0,45 37,9 0,38
6 16,2 0,28 37,4 0,19
7 15,7 0,24 37,3 0,07
14 14,8 0,12 36,9 0,39
24 15,0 0,28 35,3 0,47
31 14,7 0,05 33,0 0,09
63 12,2 0,20 32,3 0,43
69 9,8 0,19 30,9 0,19
84 6,1 0,19 30,7 0,03
92 1,0 0,03 30,2 0,08

V tabulce 3 a grafu na obr. 20 vyplyva, ze u tanku 1 doslo k poklesu koncentrace

methylglyoxalu po zaockovani. K prudSimu poklesu doSlo po 31. dni. Koncentrace

glyoxalu dosahla skoro nulové hodnoty v 92. dni neZ pivodni koncentrace.

U tanku 2 doSlo naopak k nariistu methylglyoxalu po zaockovani, maximalni hodnota

dosahla 4. den a nasledné nastal mirny pokles koncentrace az do 92. dne, kdy hodnota

methylglyoxalu dosdhla hodnoty o néco vyssi nez plivodni koncentrace.
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Tab. 4. Koncentrace pentan-2,3-dionu ve vzorcich vina

Den odbéru Tank 1 Tank 2
vzorku oc[ugl™] SD oc[ugl™] SD
-1 6,0 0,04 5,9 0,10
0 6,1 0,10 6,4 0,18
1 19,4 0,10 13,0 0,18
2 20,4 0,47 16,3 0,45
3 19,6 0,54 17,8 0,35
4 17,2 0,28 18,5 0,27
6 15,8 0,03 19,8 0,45
7 13,6 0,10 19,5 0,37
14 10,1 0,04 19,3 0,21
24 8,3 0,20 16,4 0,17
31 6,8 0,15 12,4 0,26
63 53 0,06 10,0 0,29
69 4,8 0,06 5,6 0,03
84 3,1 0,06 4,5 0,11
92 1,5 0,03 2,0 0,04

V tabulce 4 a grafu na obr. 21 vyplyva, ze u tanku 1 doslo k prudkému narastu a dokonce
az trojnasobku puvodni koncentrace pentan-2,3-dionu 2. den po zaockovani. Poté

pozvolna klesala az do zhruba ¢tvrtiny ptivodni koncentrace.

U tanku 2 doslo k narGstu pentan-2,3-dionu po zaockovani, maximalni hodnota doséahla 6.
den a nasledné nastal pokles koncentrace az do 92. dne, kdy hodnota pentan-2,3-dionu

dosahla tfetinové hodnoty nez ptivodni koncentrace.

Ve vinech u tanku 1 se pohybuje koncentrace diacetylu v rozmezi 70,0 az 156,6 ug/l,
methylglyoxalu v rozmezi 1,0 az 26,3 ng/l, glyoxalu vrozmezi 118,4 az 2024 pg/l,

pentan-2,3-dionu v rozmezi 1,5 az 20,4 ng/l.

Ve vinech u tanku 2 se pohybuje koncentrace diacetylu v rozmezi 83,7 az 276,7 pg/l,
methylglyoxalu v rozmezi 26,3 az 37,9 ug/l, glyoxalu v rozmezi 100,2 az 209.4 ng/l,
pentan-2,3-dionu v rozmezi 2,0 az 19,8 ug/I.
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Celkove lze fict, ze v daném Casovém intervalu u vina v tanku 1 koncentrace diacetylu
roste a methylglyoxalu klesa oproti ptivodni koncentraci. Koncentrace pentan-2,3-dionu
byla ze stanovenych dikarbonylovych slou¢enin u tanku 1 i u tanku 2 ovlivnéna nejmén¢ a
to pouze prvni dny po zaofkovani. Podle namétenych koncentraci Ize fict, Ze vino v tanku

1 je bohatsi na glyoxal nez vino v tanku 2.

Jednim z ovliviyjicich faktort je pH, kdy je zadouci udrzovat hodnotu ptiblizn€ v rozmezi

3,3 — 3.5, protoze pii této hodnoté se mohou mnozit bakterie Oenococus oeni. Obecné lze

nezadoucich produktt, které mohou negativné ovlivnit vyslednou chut’ a aroma vina.

Teplotni optimum u Oenococus oeni je v rozmezi 20 -22 °C. Pfi nizsi teploté nez 15°C je

témér neaktivni.
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ZAVER

V diplomové praci bylo cilem stanovit diacetyl, methylglyoxal, glyoxal a pentan-2,3-dion
ve vin¢ pomoci metody HPLC-UV po derivatizaci s 2,3-diaminobenzenem. V teoretické
¢asti popsat chemické slozeni vina, dikarbonylové slouceniny, které jsou pfitomny ve ving,

a dale uvést zptsoby, kterymi se daji dikarbonylové slou¢eniny stanovit.

Analyzovanym materidlem bylo cCervené vino vyrobeno z odriidy Frankovka. Vino
pochézelo ze sklizn¢ 2008 z vinafské oblasti Morava. Byly pouzity vzorky, které po
ukonceni hlavniho kvaseni byly sto¢eny do dvou tankd. Nésledn¢ byl tank 1 zaockovan
preparatem pro fizenou malolaktickou fermentaci (MLF) Lalvin 31, jedna se o nové
selektovany kmen malolaktickych bakterii vySlechtény ve Francii. Bakterie vyrazné snizuji
riziko infekce a i v obtiznych podminkach se vyznacuji obrovskou schopnosti pfizptisobeni
se prostfedi. Tank 2 byl zaockovan preparatem BioStar Vitale SK11, jedna se o vysoce
koncentrovanou startovaci kulturu pro pfimé spusténi jableCno-mlécné fermentace
v ¢erveném a bilém ving. Oba preparaty obsahovaly bakterie Oenococcus oeni. V obou
tancich byla zajisténa optimalni teplota pro spravny prubéh MLF, byl hlidan obsah oxidu
sifi¢itého a pH (hodnota pH nad 3.0, volny oxid sifi¢ity méné nez 15 mg.I" a teplota nad
16 °C). Z kazdého tanku bylo provedeno celkové 15 odbéri v prubéhu 93dni nasledujicim
zpusobem (den -1 (pfed inokulaci), 0 (inokulace), 1, 2, 3, 4, 6, 7, 14, 24, 31, 63, 69, 84,
92).

Hlavni ulohou diacetylu je zlepSovat senzorickou jakost potravin. Je to sloucenina
zodpovédna za charakteristické maslové aroma a chut’, ktera se bézné vyskytuje ve vinech
Vv nizkych koncentracich (1 az 4 mg/1). Jeho obsah v8ak miiZe byt ovlivnén riznymi faktory
(odridou vina, obsahem SO; a kyseliny citronové atd.). Ve vysokych koncentracich (5 a
vice mg/l) se tvofi intenzivni maslova viné, kterd zasadné ovliviiuje chut a viini

samotného vina.

Pro stanoveni dikarbonylovych sloucenin, je nejvhodnéj$i metoda zalozend na reakci
s diaminobenzenem za vzniku chinoxalinovych derivati. Chionoxalinové derivaty byly
detekovany pomoci HPLC s UV detekci. Metoda je vhodna zejména pro stanoveni
glyoxalu, methylglyoxalu, diacetylu a pentandionu. Metoda je velmi spolehliva, citliva,

selektivni a ma dobrou opakovatelnost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

uv Ultrafialové spektrum

MGO  methylglyoxal

GO glyoxal

FID plamenove¢ ionizacni detektor

VIS viditelné spektrum

SD smérodatnd odchylka
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Obr. 18. Graf koncentrace diacetylu ve viné

Koncentrace diacetylu ve viné

300,0

_ 250.0_] ﬂ
- "

5

=

— 200,0

E t

>

—

8 ==Tank 1

© -
5 —0—Tank 2

o))

Q

©

=

c

8

c —

[e)

~ 50,0

0;0 T R A R A i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww i wwwwwwwww
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

den odbéru vzorku




Obr. 19. Graf koncentrace glyoxalu ve viné

Koncentrace glyoxalu ve vzorcich vina
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Obr. 20. Graf koncentrace methylglyoxalu ve viné
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Obr. 21. Graf koncentrace pentan-2,3-dionu ve viné
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